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1 Einleitung

Die Bildung eines vielzelligen Organismus basiert auf der Kommunikation zwischen den
differenzierten Einzelzellen der Organe. In den komplexen tierischen Organismen erfolgt
diese Kommunikation entweder in Form elektrischer Signale Uber das Nervenzell system oder
mittels niedermolekularer Substanzen, Hormone genannt. Diese werden in der Regd in
endokrinen Drisen synthetisiert, in den Blutstrom abgegeben undfihren in den Zielzellen zu
einer spezifischen Redktion. In Pflanzen schienen frihe Untersuchungen ein anaoges
Kommunikationss/stem zu belegen. In dem gewdhlten Untersuchungsobjekt, dem
Haferkeimling (Avena sativa), wurde én Gewebe eitdeckt, das einen Wadstumsfaktor
synthetisiert (Darwin und Darwin, 188). Dieser Stoff wird von dx selbst nicht
wadstumsfahigen Koleoptil e gebildet und tasipetal in de Wadistumszone transportiert, um
dort Zellstreckung auszuldsen. Der als Auxin bezeichnete Wadstumsfaktor konnte ais Hefe
isoliert und einige Jahre spéter as Indd-3-esggsaure (IAA) identifiziert werden (Went, 1928
Kogl und Kostermans, 1934. Naddem die Bildung von Auxinen (siehe unten) auch in
Pflanzen selbst nadhgewiesen wurde, stellte sich heraus, dald Synthese- und Wirkungsort nicht
immer streng getrennt sein mussen (Ubersicht s. Davies, 1995. Ferner ist Auxin in eine
Vielzahl verschiedener Prozesse wahrend des gesamten pflanzlichen Lebenszyklus involviert
(Ubersicht s. Davies, 1995. Allerdings zeigte sich duch de Isolierung weiterer Botenstoffe,
dal} erst das Zusammenspiel dieser Stoffe, die sowohl synergistisch as auch antagonistisch
wirken koénren, de Kontrolle der diversen Prozess areicht. Obwohl die urspringlich
postulierte Analogie zwischen den pflanzlichen Wadstums- und Entwicklungsfaktoren und
den tierischen Hormonen nicht existiert, wird der Begriff Pflanzen- bzw. Phytohamone fir

diese Stoff e weiterhin verwendet.

Zu den funf klassschen Phytohamonen werden neben den bereits erwdhnten Auxinen
Abszisinsaure, Cytokinine, Gibberelline und Ethylen gezahlt. Dartiber hinaus gibt es eine
stetig wadhsende Gruppe von Botenstoffen, zu denen neben niedermolekularen Substanzen
(Jasmonat, Brassnosteroide, Lipochitodigosacdaride) auch das Peptidhamon Systemin
zahlt. Alle Substanzen bewirken in geringen Konzentrationen physiologische Effekte

(Ubersicht s. Davies, 1995. Bis heute sind Auxine die physiologisch am besten urtersuchten
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Pflanzenhamone. Die molekularen Wirkmedhanismen sind dagegen weltgehend

unverstanden.

1.1 Auxin

Zu den Auxinen werden sowohl natUrlich vorkommende (Indd-3-essgsaure, Indd-3-
Buttersaure, 4-Chlorindd-3-essgsaure) als auch synthetisch hergestellte Substanzen (2,4
Dichlorphenoxyesdgsaure, 1-Naphthylessgsaure) gezahlt, die in Konzentrationen von
weniger as 10° M das Stredkungswachstum von Sprosen fordern und in denselben
Konzentrationen das Langenwadhstum von Wurzeln hemmen (Went und Thimann, 1937.
Aulerdem sind Auxine an nahezu alen Entwicklungsprozessen der Pflanze beteiligt, z.B.
Wurzelbildung und -entwicklung, Blattentwicklung, Apikaldominanz, Tropismus und
Blitenbildung (Ubersicht s. Davies, 1995.

Auxinmetabolismus und Auxintransport

Hormonell wirksames Auxin kann auf unterschiedliche Weise gebil det werden. Biochemische
Untersuchungen haben gezeigt, dal’ es owohl einen Tryptophan-abhéngigen as auch einen
Tryptophan-unabhéngigen de novo Syntheseweg fir IAA gibt (Bartel, 1997). Ferner liegt der
Grofeil vonlAA (ca 95%) in inaktiver Form konjugiert an Aminosauren, Peptiden, Zuckern
und myo-Inositol vor (Cohen undBanduski, 1989. Diese Konjugate dienen vermutlich als
Speicher- und Transportform zur Aufrechterhaltung der Hormon-Homéostase (Cohen und
Banduski, 1982 Banduski et al., 1995. Durch hydrolytische Enzyme kann aus diesen
Konjugaten hiologisch aktives IAA freigesetzt werden (Bartel undFink, 1995.

Von der Sprof3spitze wird Auxin wahrscheinlich im vaskuléren Gewebe basipetal, d. h.in
Richtung der Wurzel transportiert (Epel et al., 1999. Dabei wird IAA vermutlich apop astisch
von Zelle zu Zelle geleitet (Cande und Ray, 1976. In der Wurzel kann zwischen einem
akropetalen Transport zur Wurzelspitze hin und einem basipetalen Transport von cer
Wurzelspitze weg unterschieden werden (Ohwaki und Tsurumi, 1976 Davies et al., 1976

Tsurumi und Ohwaki, 197§. Diese poaren Auxintransporte konren spezifisch duch Auxin-
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transportinhibitoren (Phytotropine) gehemmt werden. Bekannte Phytotropine sind 2,3,5
Triiodbenzoesaure (TIBA), Naphthylphthalaminsaure (NPA) und Flavonade (Christie und
Leopdd, 1965 Lembi et al., 1971 Jambs und Rubery, 1989. Die Applikation vonTIBA und
NPA flhrt zu einer Akkumulation vonlAA in den Zellen (Hertel et al., 1983. Daher wird
vermutet, dal3 TIBA und NPA direkt oder indirekt den Auxin-Efflux-Carrier inhibieren.
Stérungen deses poaren Auxintransports aul¥ern sich in einem deutlichen Phanotyp, der
charakteristisch fur eine Mutation im PIN-FORMED (PIN1)-Gen vonA. thalianaist (Okada
et al., 199). Mit Hilfe von En-1-Insertionsmutanten von A. thaliana gelang die Klonierung
und ldentifizierung der AtPIN-Genfamilie, deren Genprodukte wichtige Komporenten des
Auxin-Efflux-Carriers darstellen konrten (Gaweller et al., 1998 Miller et al., 1998§.

Fur die zeluld&re Aufnahme von Auxin werden zwei Medanismen pcstuliert. Die
chemiosmotische Hypothese basiert auf dem Eintritt von 1AA in die Zelle durch Diffusion der
protonierten, hydropholken IAA (Ubersicht s. Goldsmith, 1977 Rubery, 1987. Bei einem
apopastischen pH-Wert von 5,5liegen nu ca 10 % der IAA protoniert vor. Denncch ist die
Aufnahme durch Diffusion signifikant, da IAA im Cytosol (neutraler pH) deprotoniert und
somit dem Gleichgewicht entzogen wird (ion trapping). Als zweiter Mecdhanismus wird de
Auxinaufnahme durch einen Auxin-Influx-Carrier diskutiert (Goldsmith, 1977 Morris et al.,
1991). Dieser Carrier ist durch hole Auxinkoreentrationen saturierbar; dabel wird vermutlich
das IAA-Anion zusammen mit zwel Protonen karansportiert (Benning, 1986 Lomax et al.,
1995. Molekulare Hinweise auf die Existenz eines Auxin-Carriers gab die Charakterisierung
des AUX1-Gens von A. thaliana (Bennett et al., 199§. Das vom Gen koderte
Membranprotein besitzt Homologien zu Amincsauren-Permeasen, und dr Phanotyp der

aux1l-Mutante weist einen Defekt im Wurzel gravitropismus auf.

Auxinwirkung

Bel der Analyse von Auxinwirkungen kann zwischen den priméren molekularen Regktionen
und cn sich daraus entwickelnden Langzeiteffekten urterschieden werden. Da nur die
priméren Auxinantworten Hinweise auf molekulare  Komponrenten Cer
Signaltransduktionswege geben konren, wird im folgenden aus<hliefdlich auf die
Untersuchungen zu Auxinwirkungen eingegangen, de sich innerhalb von Sekunden

(Anderung des Transmembranpaentials) bis Stunden (Zell stredkungswadhstum) ereignen.
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Zu ener der physiologisch am besten urtersuchten Auxinwirkungen gehért das
Stredkungswadhstum der Graskoleoptil e (Bonrer, 1933. Im Stredkungsexperiment steigt nach
der Zugabe von Auxin de Wadstumsrate nach einer Verzégerung von etwa 10 Minuten an
(Ubersicht s. Davies, 1995. Nacdh der Acid Growth Theory fiihrt ein vermehrter Ausgrom von
Protonen zu einer Absenkung des pH-Wertes im Apopasten (Ubersicht s. Kutschera, 1994.
Diese Ansauerung fuhrt Gber bisher ungeklarte Medhanismen zu einer Schwadcung der
Zellwand (Cleland, 1993. Die gesteigerte Plastizitét der Zellwand bewirkt unter dem konstant
bleibenden Turgor eine Dehnurg und folglich eine Stredkung der Zelle. Der erhdhe
Protonentransport in den Apogasten kann duch eine Erhohurg der H'-ATPase-
Konzentration an der Plasmamembran erklart werden (Hager et al., 1999, einhergehend mit
einer Aktivitdtsgeigerung der H'-ATPase (Santoni et al., 1990,Gehring et al., 1990. Das
Transmembranruhepotential an der Plasmamembran liegt etwa bei -120 bs -160 mV (Sze et
al., 1999. Eine Auxin-indwzierte Erhdhurg des Protonentransports fihrt demnacdh zu einer
Hyperpdarisation. Allerdings vermogen ebenfals inaktive Auxinanadoga diese
Hyperpdarisation hervorzurufen (Felle et al., 199). Folglich ist die Aktivierung der H'-

ATPase dlein nicht ausreichend fir Auxin-induziertes Wadhstum.

Schlief3zellen werden in der Analyse von Signaltransduktionswegen eingesetzt, da sie
sowohl zahlreiche exogene Signale wahrnehmen (z. B. Licht, Feuchtigkeit, Kohlendioxid) als
auch auf Pflanzenharmone reagieren (Ubersicht s. Assmann, 1993. Das Offnen der Stomata
beruht auf der Erhéhurg des Turgors in den Schlief3zellen. Dieser wird duch de Aufnahme
und Erzeugung bzw. Abgabe von csmotisch wirksamen Substanzen reguliert. Wahrend der
Off nung der Stomata kommt es zu eéinem Ausgrom von Protonen, zur Aufnahme von Kalium-
und Chlorid-lonen sowie zu einer Synthese von Malat (Ubersicht s. Asgnann, 1993. Auxin
besitzt einen bimodalen EinfluR auf die Schliel3zell bewegung: Eine maximale Offnung der
Spaltéffnungen von Vicia faba wird duch 5 pM 1-NAA erreicht, wahrend holere
Konzentrationen (500 puM) dagegen zu einem Schlief?en fuhren (Marten et al., 1991,
Asgnann, 1993. Eine molekulare Erklarung konnte die Aktivitét der spannurgsabhéangigen
Kaliumkandle sein. Niedrige Auxinkoreentrationen (0,1 kis 10 uM) stimulieren den Einstrom,
wahrend Konzentrationen tbker 30 uM den Einstrom hemmen (Blatt und Thiel, 1994. Die
Aktivierung des einwarts gerichteten Kaliumionenstroms ist vermutlich fur die héaufig
beobadtete anfangliche Depdarisierung des Transmembranpaentials verantwortlich (Bates
und Goldsmith, 1983 Felle & d., 1991 Blatt und Thiel, 1999. Dagegen nimmt die
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Leitfahigkeit des auswartsgerichteten Kaliumkanals mit steigender Auxinkoreentration (>10
uM) stetig zu (Blatt und Thiel, 1994.

Ferner indwziert Auxin de Transkription vonsogenannten frithen auxin-response-Genen,
deren Genproduke moglicherweise a@ne Funktion bei Streflanpasaung, interzellulérer
Kommunikation und Regulierung von Genexpresson htesitzen (Ubersicht s. Abel und
Theologis, 1996. Die Untersuchurg dieser schnell indwierbaren Gene fuhrte zu einer
Vielzahl unterschiedlicher Genfamilien, wie z. B. der GH3-, SAUR- (small upregulated RNA)
und AUX/IAA-Gene. Die Funktion der entsprechenden Genproduke ist bisher unbekannt, mit
Ausnahme easter Hinweise auf eine Bedeutung der AUX/IAA-Genfamilie. Mit ARF1 (auxin-
resporse factor 1) wurde en Transkriptionsfaktor identifiziert, der an korservierte
Promotorelemente bindet, die fir die Auxin-regulierte Genexpresson werantwortlich sind
(Ulmasov et al., 19974). Es wurde gezeigt, da3 ARF1 mit ARF1-ahnlichen Proteinen undmit
Mitgliedern der AUX/IAA-Proteinfamilie dimerisieren kann und @3 dese Interaktion
moglicherweise zu einer Inaktivierung von ARF1 fuhrt (Kim et al., 1997 Ulmasov et al.,
19970. Die Regulierung der Aktivitat, Stabilitat bzw. des Abbaus von AUX/IAA-Proteinen
konne daher enen bedeutenden Steuerungsmechanismus der Auxin-induwzierten
Genexpresson darstellen. Dald Proteindegradation in der Signaltransduktion von Auxin
tatsadhlich eine Rolle spielen konrte, zeigt die Charakterisierung dreier Proteine. Die bereits
seit einigen Jahren bekannte A. thalianaMutante AXRL wurde in einem Auxinresistenz-
Screen entdedkt. (Leyser et al., 1993. Das AX R1-Protein besitzt eine groRe Ahnlichkeit zum
Aminaterminus von Ubiquiti n-aktivierenden Enzymen (E1-Enzymen), die den ersten Schritt
in der Ubertragung des Ubiquitinrestes auf das abzubauende Zielprotein katalysieren.
Ergénzend dazu wurde an zweites Gen (ECR1) isoliert, desen Genprodukt eine grole
Ahnlichkeit zum Caboxyterminus von E1-Enzymen einschliellich eines mdgli cherweise
katalytisch wirksamen Cysteinrestes aufweist (del Pozo et al., 1998. Zusammen mit AXR1
aktiviert ECR1 ein korserviertes Ubiquitin-verwandtes Protein (RUB1) durch Ausbildung
einer Thioesterbindury (del Pozo et al., 199§. Das dritte Protein, TIR1, wurde wie AXR1 in
einem Auxinresistenz-Screen entdedkt und weist eine groRe Ahnlichkeit zu moglichen
Komponrenten des Ubiquiti n-Protein-Ligase-Komplexes (E3) auf (Ruegger et al., 1997. Diese
Proteinkomplexe katalysieren im letzten Schritt der Ubiquitin-Kaskade die Ubertragung des
Ubiquitinmolekils auf das Zielprotein (Hochstraser, 1996.
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Trotz der Aufklarung einiger molekularer Wirkmedhanismen von Auxin in den letzten
Jahren wie z. B. die 0. g. rasche Indukion vonGenexpresson ocder die mdgli che Beteili gung

eines Ubiquiti n-Proteasom-Signalwegs, ist tber die Auxinperzeption nu wenig bekannt.

1.2 Auxin-bindende Proteine

Isolierung und biochemische Charakterisierung

Die asten Versuche zur Identifizierung eines mégli chen Auxinrezeptors begannen mit Auxin-
bindurgsdudien an Extrakten von Maiskoleoptilen (Hertel et al., 1973. Es konrte gezeigt
werden, dal3 radioaktiv markierte Auxine spezifisch an Membranfraktionen binden. Mit Hilfe
von Dichtegradientenzentrifugation wurde @ne Auxin-bindende Fraktion dem rauhen ER
zugewiesen (Ray, 1977). Spater entdedkte man neben dem ER zwei weitere membransténdige
Auxinbindestellen am Tonogdasten und an der Plasmamembran (Dohrmann et al., 197§.
Schliefdlich gelang mittels Affinitétschromatographie mit Hilfe von immobilisierter 1-
Naphthylessgsaure (1-NAA) die Isolierung eines Proteins aus der mikrosomalen
Proteinfraktion von Maiskoleoptilen mit einer apparenten molekularen Mass von 22 Da
(Shimomura et al., 198§. Unter nativen Bedingungen liegt dieses Auxin-bindende Protein
(ABP) as Homodimer, jedoch nach SDS-Denaturierung (nichtreduzierend) als Monamer vor
(Shimomura et al., 1989. Antikorper gegen das ABP bzw. spezifische Oligonuleotide
wurden genutzt, um Expressonsbibli otheken zu analysieren und um schliefdlich de dNA zu
klonieren (Tillmann et al., 1989 Hes= et al., 1989 Inotara et al., 1989. Sowohl weitere
biochemische ds auch molekularbiologische Analysen der aus der cDNA abgeleiteten
Primarsequenz ergaben folgende Charakteristika (Hes= et al., 1989: Das offene Leseraster
kodiert fur ein Protein aus 201 Aminosauren mit einer beredhneten molekularen Mas von
21990Da. Das Protein besitzt eine N-terminale ER-Signalsequenz und de vier C-terminalen
Aminocsduren KDEL, die fur die Retention vonProteinen im ER verantwortlich sind (Pelham,
1988. Ferner konnte eéne Glykanrest nachgewiesen werden, der aufgrund der ermittelten

Stochiometrie von Mannose und Glukasamin wahrscheinlich vom mannasereichen Typ ist.

Mit Hilfe der cDNA-Sequenz von ZmERabplwar es moglich, weitere Mitglieder der ABP-

Familiein Mais undanderen Pflanzenspezies zu identifizieren, z. B. in Erdbeee (Lazarus und
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Madadorald, 1996, Tabak (Leblanc et al.,1997% und in der Modellpflanze Arabidopsis
thaliana (Palme et al., 1993. Der Vergleich der abgeleiteten Aminoséuresequenzen (Abb. 2)
liefert die folgenden Charakteristika (Abb. 1). Allen hanologen Proteinen gemeinsam sind de
Signalsequenz und ds ER-Retentionssgnal, sowie a@ne hochkorservierte Sequenz (Box A).
ABP aus dikotyledoren Pflanzen besitzen im Unterschied zu den Homologen aus
monokayledoren Pflanzen zwel theoretische Glykosyli erungsgellen (FrERabpl aus Erdbeae
besitzt 3 theoretische Glykosylierungsdellen). Fur NtERabpl konrne gezeigt werden, dal3
diese Stell en tatsadhli ch glykosyli ert sind (Watanabe und Shimomura, 1998.

= o

@ g @

Abb. 1: Schematische Darstellung eines Auxin-bindenden Proteins. Die ER-Signalsequenz sowie die
konservierte Box A sind grin, das ER-Retentionssgnal KDEL ist rot unterlegt. Ferner sind de
ungeféhren Positionen der drei konservierten Cysteinreste (SH) und die Glykosylierungsdellen
markiert.
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Abb. 2: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen einiger bekannter ABP-Gene.
Aminosaurereste sind schwarz unterlegt.
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Funktionelle Untersuchungen

Die asten funktionellen Analysen wurden duch Mesaung des Transmembranpaentials von
Tabakprotoplasten duchgefuhrt. Die Zugabe von Auxin zu Tabakprotoplasten fuhrte zu einer
Hyperpdarisation des Transmembranpdentials, die nach zwei Minuten abgeschlossen war
(Ephritikhine et al., 1987%. Prainkubation der Protoplasten mit Antikorpern gegen ZmERabpl
hemmte diese Auxin-spezifische Reektion (Barbier-Brygoo et al., 1989. Das Ergebnis
impliziert zum einen de Notwendigkeit eines funktionell aktiven ABP, um diese
Hyperpd arisationsantwort auszuldsen; zum anderen mul3 sich das funktionell aktive Protein
an der Aulenseite der Plasmamembran befinden, da die Antikérper nicht ins Zellinnere
gelangen konren. Ein weiterer Hinweis fur die Membransténdigkeit li eferten Experimente mit
membranunduchldssgen Auxinanaloga (Venis et al., 1990. Diese waren in der Lage, an

Tabakprotoplasten de Auxin-spezifische Hyperpolarisation auszul 6sen.

Diese Ergebnise und auch wetere Untersuchurgen stehen im Widerspruch zu den
biochemischen Charakteristika des Proteins. ZmERabpl, wie dle homologen Proteine, weist
keine Transmembrandoméne auf undwird effizient im ER zurlickgehalten (Hesse et al., 1989
Henderson et al., 1997. Aus diesen Grinden wurde die Theorie anes mit ABP
interagierenden Membranproteins, eines genannten docking proteins aufgestellt (Klambt,
1990. Nad Interaktion leider Proteine im ER soll der postulierte Auxinrezeptor zur
Plasmamembran transportiert werden. Jedoch wurde die Existenz eines lchen Proteins nie

bewiesen.

Welitere Untersuchungen mit Antikorpern gegen Epitope von ZmERabp1 fihrten zu einer
interessanten Entdedkung: Ein anti-ZmERabp1-Peptidantikorper, der gegen eine in alen
Auxin-bindenden Proteinen hachkorservierte Region (Box A) gerichtet ist, indwzierte ene
Auxin-ghnliche Hyperpdlarisation in Tabak-Protoplasten (Venis et al., 1993. Aus den
Ergebnisen wurde gefolgert, dald deses Peptid eine Rolle in der Bindurg von Auxin spielt.
Allerdings kann richt ausgeschlossen werden, dald3 der Antikorper all osterisch an das Protein
bindet und de Auxinwirkung durch eine indirekte Konformationsanderung indwziert wird.
Um die Auxinbindestelle direkt zu identifizieren, wurde die Tedinik der
Photoaffinitatssmarkierung eingesetzt. Mit Hilfe dieser Methode kbnren Liganden Uber die
li chtsensitive Azido-Gruppe kovalent an ihr Rezeptorprotein gebunden werden. In desem Fall

wurde mit Tritium radioaktiv markierte Azido-IAA verwendet (Brown und Jones, 1999.
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Nach Bindurg, Photolyse und tryptischem Verdau wurde die Radioaktivitéat spezifisch einem
Peptid zugeordnet. Das markierte Peptid liegt in der C-terminalen Region von ZmERabpl,
kdnrte aer im nativen Protein zusammen mit der Box A die Bindetasche fur Auxin bilden.
Es wird postuliert, da’ das konservierte Tryptophen™® den hydrophoten Inddring von IAA
bindet, wahrend de positiv geladene Histidin-Arginin-Histidin-Sequenz aus der Box A die
Carboxylgruppe bindet (Brown undJones, 1999.

Naddem eine Beteili gung von Auxin-bindenden Proteinen an der Signaltransduktion von
Auxin sehr wahrscheinlich erschien, suchte man nach einem Medanismus, der Hinweise auf
die Beteiligung weiterer Elemente der Auxinsignalkaskade geben konrte. Peptide, de
aufgrund ihrer Hydrophilie mogliche Epitope von ZmERabpl darstellen, wurden auf ihre
Aktivitdt in Schlief3zellen von Vicia faba untersucht (Thiel et al., 1993. Ein Dodecageptid
des C-Terminus von ZmERabpl inaktivierte @nwaérts gerichtete Kaliumkanadle und aktivierte
auswarts gerichtete Kaliumkanéle. Parallel dazu wurde a@ne Alkalinisierung des Cytoplasmas
beobadtet, die den eigentlichen Stimulus fiir die Anderung der lonenpermeabilit & darstellte.
Die Peptid-indwzierten Anderungen der Aktivitdten der Kaliumkandle waren mit denen
vergleichbar, die durch hole Auxinkorzentrationen (30-100 uM) hervorgerufen werden (Blatt
und Thiel, 1994. In Untersuchungen von Schlief3zellen der Orchidee Paph opedil um tonsum
indwzierte dasslbe Peptid eine Alkalinisierung des cytoplasmatischen pH-Werts und dis
Schliefden der Spaltéffnungen (Gehring et al., 199§. Die Auxin-&hnliche Wirkung des C-
Terminus von NtERabpl wurde durch Mesaungen des Transmembranpaentials im Tabak-
Protoplasten-System bestétigt (Leblanc et al., 199%).

M olekular genetische Untersuchungen

Seit der Klonierung der ABP-cDNA aus verschiedenen Spezies ist es moglich, gezielt
transgene Pflanzen herzustellen bzw. Mutanten zu isolieren, um molekulargenetisch de
Bedeutung des jewelligen Gens zu analysieren. In einer Maiszelli nie wurde die ZmERabpl
cDNA unter der Kontolle anes konstitutiv aktiven 35SPromotors exprimiert (Jones et al.,
1998. Im Vergleich zu ener Kontrollzellinie waren de Zelen, de ZmERabpl
Uberexprimierten, deutlich grof3er. Des weiteren wurde AtERabpl urer der Kontrolle enes
chemisch induzierbaren Promotors exprimiert. Die Indultion flihrte nach Auxinapplikation zu

einem verstarktem Zell stredkungswadistum in Tabakblattern (Jones et al., 199§. Auffalend

10
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ist jedoch, dal3 de Erhdhurg der Menge des postulierten Auxinrezeptors in Tabakpflanzen

erst nach exogener Auxinzugabe zu einem Phanaotyp flhrte.

Ferner gelang die Isolierung einer heterozygoten Mutante von A. thaliang, die @ne T-DNA-
Insertion im AtERabp1-Gen tragt. Die nach Selbstung entstandenen hamnozygoten Embryonen
waren in einem frihen Stadium letal. Dies weist auf eine bedeutende Rolle des Proteins bei

der Embryonalentwicklung hin (Chen et al., 2000.

11
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1.3 Zielsetzung

Trotz zahlreicher Hinweise auf eine Bedeutung von Auxin-bindenden Proteinen an der Auxin-
signatransduktion ist es bisher nicht gelungen, de Funktion deser Proteine direkt
nachzuweisen. Das Ziel dieser Arbeit war es daher, die Proteine AtERabpl undZmERabpl

umfassend zu charakterisieren.

Zuerst sollte die gewebespezifische Transkription des AtERabpl-Gens untersucht werden.
Ferner sollten spezifische anti-AtERabp1-Peptidantikorper hergestellt werden, de sowohl die

Verifizierung der Transkriptanalyse ds auch de zelluldre Lokali sierung des Proteins erlauben.

Zu Beginn deser Arbeit standen transgene Pflanzen vonA. thalianazur Verfligung, die die
AtERabplcDNA in sense- undantisense-Orientierung unter der Kontrolle e@nes aktivierbaren
Promotors trugen. Zur Funktionsanalyse sollten de transgenen Pflanzen aktiviert und de

daraus resulti erenden AtERabp1-sense- und antisense-Pflanzen urtersucht werden.

Bisher gibt es noch keine Daten zur Lage e@ner moglichen Disulfidbriicke in ABP.
ZmERabpl, d&s einzige Auxin-bindende Protein, das in ausreichenden Mengen retiv aus

Pflanzen isoli ert werden kann, sollt e daher massenspektrometrisch analysiert werden.

Ferner sollte AtERabplin E. coli rekombinant exprimiert und danach renaturiert werden.
Damit sollten die Vorausstzungen geschaffen werden, AtERabpl umfassend in vitro zu

analysieren.
Mit Hilfe der in deser Arbeit hergestellten spezifischen Antikorper sowie synthetischer

Peptide sollte ane neue Methode zur funktionellen Analyse der Auxinantwort in

Mai sprotoplasten entwickelt werden.

12



2 M aterial und M ethoden

2.1 M aterial

2.1.1 Enzyme

Die verwendeten Enzyme wurden vonfolgenden Firmen bezogen:

Kikkoman (Tokyo, Japan), Merck (Darmstadt), New Engand Biolabs (Schwabad), Roche
Diagnagtics (Mannheim), USB (Cleveland, USA), Yakkult Honsha (Tokyo, Japan).

2.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen dem Renheitsgrad pa und wurden von
folgenden Firmen bezogen:

Aldrich Chemie (Steinheim), Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden), J.T. Baker,
(Griesheim), BDH Biochemicals Ltd. (Pode, Grol3kritannien), Bethesda Research
Labaratories (Neu-lsenbug), Biomol (Hamburg), Bio-Rad Labaratories (Munchen),
Calbiochem (Frankfurt) Difco Labaratories (Detroit, USA); Duchefa (Haalem, Niederlande),
Fluka (Neu-Ulm) Gibco BRL (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), New England Biolabs
(Schwalbad), Novabiochem (Bad Soden), Pierce Chemical Compary (Rockford, USA),
Roche Diagnastics (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heldelberg), Sgma (Munchen).

2.1.3 Bakterienstdamme

- DH5q: F, ®80dacZAM 15, A(lacZYA-argF), U169,endAl, recAl, hsdR17,
(n.-my"), deoR, thi-1, SUpE44, A-, gyrA96, relAl

- DH10B: F, mrcA, D(mrr.hsdRMSmcrBC), F80dacZDM15, DlacX74, deoR,
recAl.endAl, araD139 D(ara, leu)7697,gaU, gakK, 1-, rpsL, nupG.

- BL21L: F, ompT, dcm, hsdS, (rg™-mg”)

2.1.4 Vektoren

-pET28a  Amp~ (Novagen, Madison, USA)
- pUC18: Amp® (VieiraundMessng, 1982

13



2.1.5 Gerate

Peptid-Synthesizer EPS221

Ultrafiltrationszell e, Ultrafilt rationsmembranen

Spektralphaometer DU-40

System Gold HPLC

Szintill ationszéhler LS7500
TRIO-Thermoblock

Elektroparator

GT-121B Digitadlisiertablett
Hybridisierungsofen HERAhybrid 6
Durst M301

Mikroskop, DMRB
Microtom RM 2065

Phosphaimager Storm 860

SFM 25 Fluoreszenzspektrometer
GeneAmpl PCR System 9600
Fluorimeter LS-2B

ABI PrismOd 377

Stratalinker UV Crosdinker 1800

ThermoQuest LCQ Classc

2.1.6 Datenverarbeitung

DNASTAR

GPMAW 3.13
Integrationsprogramm
BioMultiView 1.1.1.

SigmaPlot 4.0

Material und Methoden

Abimed, Langenfeld
Amicon Corporation, Danvers, USA

Beckman Instruments, M iinchen

Biometra, Gottingen

Bio-Rad, Minchen

Genius, Cambridge, Grof3lxritannien
Heraeus, Dussldorf
JoboFototechnic, Ann Arbor, USA

Leica, Wetzlar

Moleaular Dynamics, Sunnyvae, USA
Kontron AG, Zirich, Schweiz

Perkin Elmer, Welterstadt

Sratgene, La Jolla, USA

ThermoQuest, San Jose, USA

Lasergene, Madison, USA
Lighthouse data, Raleigh, USA

H. Luthen, Universitét Hamburg, 1998
Perkin Elmer, Weiterstadt

SPSS Chicago, USA
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Navigator 1.1 Thermo Quest, San Jose, USA
2.1.7 Kulturmedien
2171 Bakterienmedien

Die angegebenen Mengen wurden in 11 bidest. H,O gel6st, fir Festmedien wurden 159 Agar
zugeflgt, alle Medien wurden 20Minuten autoklaviert.

LB: 10g Trypton
5 g Hefeextrakt
5g NaCl
pH 7,5

TY-Medium: 16g Trypton
10g Hefeextrakt
5g NaCl

pH 7,5

Je nach Resistenzgen in den verwendeten Vektoren wurden nach dem Autoklavieren 100
pg/ml Ampicilli n bzw. 50 ug/ml Kanamycin hinzugefigt.

2.1.7.2 Pflanzenmedien

Die angegebenen Mengen wurden in 11 bidest. H,O gel 6st.

ARA Festmedium: 2,15g Murashige und Skoog Basal-salt-mixture (Sgma)
0,1g myo-Inacsitol
0,59 MES
10g Sacdarose
89 Agar-Agar
pH 5,7 mit KOH; 20 Minuten autoklavieren

Je nach Resistenz der ausgelegten Samen wurden mach dem Autoklavieren 15 pg/ml
Hygromycin bzw. 50 ug/ml Metothrexat hinzugeflgt.

ARA Flussgmedium:  4,3g Murashige und Skoog Basal-salt-mixture (Sgma)
0,1g myo-Inacsitol
0,59 MES
30g Sacdarose
pH 5,7 mit KOH; 20 Minuten autoklavieren
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2.1.8 Pflanzen

Arabidopsis thaliana(L.) Heynh., Okotyp Columbia
Zeamays (L.) cv Hybridsaagmais Mutin
Zeamays (L.) cv Garant

2.2 Methoden zur Analyse von Nukleinsduren

2.2.1 DNA-Praparationen

Wenn ncht anders angegeben, wurde in 1,5ml Eppendaf Redktionsgefdlien geabeitet.
Zentrifugiert wurde in einer Tischzentrifuge von Eppendaf (Typ 5417T) bel ener
Hochstgeschwindigkeit von 14000rpm undRT.

2211 Schnell prgparation vonPlasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation Keiner Mengen Plasmid-DNA erfolgte in einer modifizierten Form nac
Holmes und Quigley (1981). Von einer Bakterienkultur (LB Medium mit den entsprechenden
Antibiotika) wurden 1,5ml 1 Minuten zentrifugiert. Die Bakterien wurden in 200l STEL-
Puffer resuspendiert, 45 Sekunden bei 95 °C erhitzt, 15Minuten zentrifugiert und der weil3e
Niederschlag mit einem Zahnstocher entfernt. Die Nukleinsduren wurden durch Zugabe von
300p! Isopropand gefdlt und 5Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und de Nukleinsauren mit 200l 70 % Ethand gewaschen. Nachdem kurzem Trocknen des
Niederschlags wurde & in 50l Wasser gel6st.

STEL-Puffer: 50 mM Trig/HCI pH 8,0; 8 % (w/v) Sacdarose; 5 % (v/v) Triton X-100 50 mM EDTA; 0,5
mg/ml Lysozym frisch zugegeben

2.2.1.2 Isoli erung von Plasmid-DNA aus E. coli Giber Qiagen-Saulen

Grolere und reinere Mengen Plasmid-DNA wurden mit Hilfe der Mini- bzw. Midi-Qiagen-
Kits nach den Angaben des Herstell ers (Qiagen) isoliert.

2.2.2 Isolierung von Poly(A)"-RNA

Um Kontaminationen mit RNasen zu vermeiden, wurden all e benétigten Losungen undGeréte
2 x 30 Minuten autoklaviert, 8 Stunden bei 180°C gebaden, eine Stundein 1 M Natronlauge
inkubert oder mit 0,1 % (v/v) DEPC behandelt (Inkubation mit DEPC entweder eine Stunde
bei 37 °C oder tiber Nadcht bel RT, anschli ef?end autoklaviert).

300 mg Blétter oder Hypokaylregionen von ver Wochen aten A. thaliana Pflanzen,
Spofadsen undBliten vonsedhs Waochen aten A. thaliana Pflanzen sowie Wurzeln von ver
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Wochen dten A. thaliana Wurzelkulturen wurden in flissgem Stickstoff schockgefroren,
gemorsert, in 1,5ml Eppendafgeféide Gberfihrt und in 1 ml Puffer A resuspendiert. Die
Zelltrimmer wurden anschlief?end bei RT und 14000rpm fur 5 Minuten abzentrifugiert. Die
Isolierung der Poly(A)*-RNA aus dem Uberstand erfolgte mit Hil fe magnetischer oli go(dT).s-
Dynabeads. Zunadst wurde der Uberstand mit 1,5mg Beads (resuspendiert in 150l Puffer
A) fuor 5 Minuten bel RT inkubiert. Zur Sedimentation der Beads wurden die Eppendafgefalie
eine Minute in den Magnethalter gestellt, der Uberstand abgenommen und fir eine zweite
Extraktion auf Eis gelagert. Nach dreimaligem Waschen der Beals mit je 500ul Puffer B
wurde die RNA anschlief3end mit 50 pyl Puffer C bei 65 °C eluiert. Nach der zweiten
Extraktion wurden de Eluate vereinigt und einer dritten Extraktion urterzogen. Die letzte
Elution erfolgtein 30pul Puffer C.

Puffer A: 100mM Tris/HCI pH 8,0; 500mM LiCl; 2 mM EDTA; 1 % (w/v) SDS; 5mM DTT
Puffer B: 20mM TrisHCl pH 7,5; 150mM LiCl; 1 mM EDTA; 0,2 % (w/v) SDS

Puffer C: 2mM EDTA pH 8,0

2.2.3 Bestimmung der DNA- und RNA-K onzentrationen

Die Konzentration von DNA-L6sungen wurde durch Mesaung der ODygo bestimmt. Dabei
entspricht eine ODyg0 1,0 kel doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50ug/ml, bei
RNA einer Konzentration von 40ug/ml und kei Oligonuleotiden 20ug/ml (Sambrook et al.,
1989.

224 Enzymatische Reaktionen mit DNA

2241 Verdau vonDNA mit Restriktionsenzymen

Der Verdau von DNA efolgte in den vom Hersteller gelieferten Puffern bal der fur das
jewellige Enzym entsprechenden Temperatur. Das Volumen der eingesetzten Nukleasen
durfte wegen ihres Glyceringehaltes 1/10 des Gesamtvolumens nicht Uberschreiten. Bei
Restriktionsanalysen der aus Schnell praparation gewonrenen DNA wurden 3pl DNA mit 5U
Restriktionsenzym und 100ug/ml RNase A 45 Minuten inkubiert und anschlief3end
gelelektrophaetisch aufgetrennt. Fur Klonierungsansdtze wurden 5 pg DNA mit 4U
Restriktionsenzym 2-3 Stunden bel der fUr das Enzym optimaen Temperatur inkulbert.

2.24.2 Dephospharylierung von Vektor-DNA

Durch Behandeln lineaisierter DNA mit alkalischer Phosphatase (Shrimps Alkaline
Phosphatase, SAP) wurden selektiv die Phosphatgruppen am 5-Ende dgespalten. Bei
Klonierungen wurde somit eine Religation des Vektors verhindert. Zur Dephospharylierung
der Restriktion wurden 0,2U SAP/ug DNA zum Ansatz pipettiert und 1Stunde bel 37 °C
inkubiert.
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2.2.4.3 Aufflll reaktionen einzelstrangiger DNA-5'- Enden

Mit dieser Methode wurden duch T4-DNA-Polymerase 5'-Uberhange in Gegenwart von
DesoxyribonuKeotiden aufgefiillt bzw. 3-Uberhénge ebgebaut. Dazu wurde nach Beendigung
der Restriktion T4-DNA-Polymerase und Enzympuffer, sowie BSA, dNTPs (je 0,25 mM)
hinzugegeben und 1Stunde bei 37 °C inkulert.

2244 Ligation vonDNA-Fragmenten

Ligationen wurden mit T4-DNA-Ligase nach den Angaben des Herstell ers durchgefiihrt. Im
Fall e kohasiver Enden wurde das zu Klonierende Fragment in 2-5fachem UberschuR,im Falle
glatter Enden in mindestens 10fachem UberschuRzum Vektor eingesetzt. Die Inkubeationszeit
betrug bel kohésiven Enden 2 Stunden bel RT, bei glatten Enden 4 Stunden bel RT.

2.2.4.5 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxy-Methode von Sanger et al. (1977).
Durchgefuhrt wurden de Sequenzierungen von dr ADIS Gruppe des MPI mit dem ABI
Prism 377-Sequenzierautomat nach den Angaben des Herstell ers.

2.2.4.6 Polymerasekettenregktion
(PCR, Saiki et al., 1989

DNA-Amplifikationen mittels PCR wurden in einem TRIO-Thermoblock von Biometra
durchgefihrt.

PCR Ansatz: 2ul (10ng) DNA
10l 10x Taq Puffer
8ul dNTPs(je2,5mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
jelul 25 pmol/pl Primer
1pl 2,5U/ul Tag Polymerase (Roche Diagnastics, Mannheim)

77ul HO
PCR-Bedingungen: 2 Minuten 94°C
30 Sekunden 94°C O
30 Sekunden 45-60°C O 30x

3 Minuten 72°C O
5 Minuten 72°C

10x Tag-Puffer: 100mM Trig/HCI pH 8,0; 15mM MgCl,; 500mM KCI; 0,1 % Gelatine
Die Reinigung des PCR-Prodults erfolgte durch Agarosegelelektrophaese gefolgt von einer

Gelelution des amplifizierten Fragments. Zur Auswahl der gedgneten Primer wurde en
Computerprogramm (DNASTAR) verwendet.
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2.2.5 Gelelektrophoretische Methoden

2251 Elektrophaetische Auftrennurg von DNA in Agarosegelen

Mittels Agarosegelelektrophaese kénren Nukleinsduren fir analytische und péparative
Zwedke der Grofe nadch getrennt wurden. Je nach Grole der DNA-Fragmente wurden
0,8-2%ige Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in TBE-Puffer aufgekocht und de
Losung in einen Geltrager mit Kamm als Taschenformer gegossen. Das Gel wurde auf dem
Geltréger in de mit TBE-Puffer geflllte horizontale Gelkammer gelegt und de Proben
eingeflllt, die mit /20 Volumen Probenpufer versetzt waren. Zur Grolenbestimmung der
Fragmente wurde én DNA-Standard, z. B. Pstl geschnittene Lambda-DNA, aufgetragen. Die
Elektrophaese afolgte bel 35, 60 odr 120V. Nad der Auftrennurg konrte die Position der
DNA-Fragmente durch Fluoreszenz des Ethidiumbromid-DNA-Komplexes mittels UV-Licht
(A = 254 m) sichtbar gemadt wurden.

TBE-Puffer: 90 mM Tris90mM Borsdure; 2,5 mM EDTA; 0,2 pg/ml; Ethidiumbromid; pH 8,0
Probenpuffer: 15 % (v/v) Ficoll 400, 75 mM EDTA; 0,25 % Bromphenolblau; pH 8,0

2.25.2 Isoli erung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten erfolgt mit Hilfe von Gel Extradion Kit (Qiagen,
Hil den) nach den Angaben des Herstell ers.

2.2.6 Northern-Blot

2.2.6.1 Trennurg und Transfer von RNA

RNA wird urter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt, um die Ausbil dung von Sekundér-
strukturen zu verhindern. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben mit 1 Volumen
Probenpufer versetzt, 10 Minuten bel 60 °C erhitzt und auf Eis abgekihlt. Die Auftrennurg
erfolgte bel 2 V/cm Gel. Zur Vermeldung von Kontaminationen mit RNasen siehe 2.2.2 RNA
liegt in Formaldehyd-Agarosegelen bereits denaturiert vor. Das Gel wurde lediglich 10
Minuten in 20x SSC inkuhert. Der Transfer der RNA auf eine HybondN Nylonmembran
(Amersham Buchler) erfolgte ds Kapill arblot mit 20 x SSC tber Nadht. Nach dem Transfer
wurde die RNA mit UV-Licht (UV Crosdinker, Stratagene) tber kovalente Bindurgen auf
der Membran fixiert.

RNA-Agarosegel: 1,29 Agarose
10ml 10x MOPSpH 8,0
Aufkochen, bis auf 50 °C abkiihlen lassen, dann Zugabe von 18 ml 37 % Formaldehyd

10x MOPS: 200mM MOPS; 80 mM NaAc; 10mM EDTA,; pH 8,0 fur Gele, pH 7,0 fur Laufpuffer
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2 X Probenpuffer: 660l Formamid
80l 37 % Formaldehyd
10l 10 % Bromphenolblau
100pl 10x MOPSpH 7,0

20x SC: 3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat
2.2.6.2 Radioaktive Markierung von DNA

Radioaktive DNA-Sonden wurden mit dem ,rediprime DNA labelling system” (Amersham
Pharmacia Biotech) hergestellt. Die DNA (2,525ng) wurde auf ein Volumen von 45l
verdunrt, zur Denaturierung 3 Minuten auf 95 °C erhitzt, auf Eis shockgekihlt und zum
Reationsansatz gegeben. Ferner wurden 5pl o®?P-dCTP (50 pCi) hinzugefigt und
30Minuten bel 37 °C inkubert. Die Trennurg markierter DNA von den freien Nukleotiden
wurde mit dem ,PCR Purificaion Kit* (Roche Diagnastics) nach Angaben des Herstellers
vorgenommen und de DNA in 200 pl Wassr eluiert. Zur Analyse der Sonde wurde die
Radioaktivitét einer 2 pl Probe mit einem Szintill ationszéhler gemessen.

2.2.6.3 Nacdhweis der filtergebundenen RNA

Die folgenden Red&ktionsschritte wurden in einer Glasrohre (Typ GL 45, Amersham
International) im Hybridiserungsofen HERAhybrid 6 (Heraeus) vorgenommen. Um
unspezifischen Bindurgsgellen der Nylonmembran abzuséttigen, wurde die Membran
mindestens 2 Stunden bei 42°C in 10ml Hybridiserungslésung prahybridisiert.
Anschlielend wurde die Loésung abgegosen und de radioaktive Sonde in
Hybridisierungslosung in einer Konzentration von 2 x 10° cpm/ml zugefiigt. Die
Hybridisierung erfolgte Uber Nadit bel 42 °C. Danach wurde die Membran zweima 15
Minuten mit 2 x SSC; 0,1 % SDS bel 42 °C und 10Minuten mit 2 x SSC; 0,1 % SDS bel
55 °C von urspezifisch gebundcener DNA-Sonce befreit. Die Detektion der Signale wurde mit
einer Verstarkerschicht (Phospha Screen GP, SO-230, Kod&k) in einer Filmkassette Gber
einen Zeitraum von 12 Tagen vogenommen. Die Auswertung erfolgte mit dem
Phosphaimager.

Hybridiserungdésung 50 mM NaH,PO4/NaHPO,, pH 7,0; 5 mM EDTA; 0,9 M NaCl; 1 x Denhardt’s; 1 %
(w/v) SDS; 250 ug/ml denaturierte Lachsgperma-DNA, 50 % (v/v) Formamid

100x Denhardt’s: 10gFicoll 400, 10g PVPP, 10g BSA; 500ml H,0; sterilfiltriert, bei -20 °C gelagert
2.2.7 Bakterientransformation
2.2.7.1 Préparation el ektrokompetenter E. coli-Zellen

Mit 5ml einer E. coli DH5a Ubernadhtkultur (LB-Medium) wurden 500ml LB-Medium
inokdiert und bs zu einer ODggp von 0,450,5 kel 37 °C inkukiert. Die Bakteriensuspension
wurde auf 4 °C abgekuhlt und 15Minuten bei 6000rpm (GSA-Rotor) und 4°C zentrifugiert.
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Um die Bakterien von Medium und Salzen zu befreien, wurden de Bakterien dreimal
zentrifugiert undwie folgt resuspendiert: 1) 500ml H,O, 2) 250ml H,0, 3) 15,5ml 10% v/v
Glycein. Alle Lésungen wurden varher auf 4 °C gekhit. Schliefdlich wurden de Bakterienin
1ml 10 % (v/v) Glycerin in Wasser aufgenommen, zu jeweils 30 pl portioniert, in flissgem
Stickstoff gefroren und ki -70 °C gelagert.

2.2.7.2 Elektroparation

Die dektrokompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit der zu transformierenden DNA
gemischt und anschlief?end in eine vorgekuhite Elektroparationskiivette (Bio-Rad) gegeben.
Der Elektroparator wurde auf eine Kapazitdt von 25uF und auf einen Widerstand von 200Q
eingestellt. Die Transformation erfolgte mit einem Spannurgspuls von 2,5kV mit einer
Halbwertszeit von 44,7 ms. Danach wurden de Zellen in 500l LB-Medium resuspendiert
und 45Minuten bei 37 °C inkuhiert. Die Selektion erfolgte durch Ausdreichen vonAliquas
auf Festmedium mit entsprechenden Antibiotika.

2.3 Methoden zur Proteinanalyse
23.1 Praparation pflanzlicher Proteine aus A. thaliana
2311 Proteinprdparation fur SDS-PAGE

Das Pflanzenmaterial wurde unter flisdgem Stickstoff gemérsert, in ein 1,5 ml
Re&tionsgefald Gkerfuhrt undin 1 ml Puffer A suspendiert. Nach 15minUtiger Zentrifugation
bei 13000rpm (4 °C) wurde der Uberstand abgenommen und de Mikrosomen bei 10000@
sedimentiert (1h, 4 T). Der Uberstand wurde ds |6sliche Fraktion bezeichnet und va der
Elektrophaese in der Regel einer TCA-Falung unterzogen. Die mikrosomaen Proteine
wurden in Puffer B mit Hilfe @nes Glasdabes extrahiert und el -20 °C gelagert.

Puffer A: 100mM Trig/Citronensure, pH 8,0; 250mM Sacdarose, 1 mM EDTA; 0,1 mM MgCl,; 3,5
mg/l Trasylol, 100 ug/l Leupeptin

Puffer B: 50 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7,8; 0,5 M NaCl; 2 M Harnstoff

2.3.2 Methoden zur Konzentrationsbestimmung

23.2.1 Bestimmung der Proteinkoreentration mit Bichinonséure

(Smith et al., 1985

Fur Proteinbestimmungen nach der Bichinorsaure-Methode wurde das BCA Protein Assay
Reagent (Pierce) nach Angaben des Herstell ers verwendet.

21



Material und Methoden

2.3.2.2 Bestimmung der Thiolgruppenkorzentration (Ellmans-Test)
(Riddesetal., 1979

Diese Methoce dient der quantitativen Bestimmung freier Sulfhydrylgruppen. Zu je 20l
Probenl6sung wurden 20l Ellmans Reagenz und 1ml PBS pipettiert und gemischt. Nad
15mindtiger Inkubetion kel RT wurde die OD4;, wurde gemessen. Anhand der mit Cystein
erstellten Standardgeraden lief3 sich anschlief3end de Konzentration der freien Thiolgruppen
ermitteln.

Ellmans Reagenz: 4 mg Bis-(4-nitrophenyl)-disulfid-3,3-dicarbonséure in 1 ml PBS
PBS: 7 mM Na,HPO4/1,5 mM KH,PO, pH 7,2; 2,7 mM KCI; 137mM NaCl

2.3.3 TCA-Féallung
(Bensadoun& Weinstein, 197§

Zur Konzentrierung von Proteinen aus verdinrten Losungen wurden dese mit
Trichloressgsaure zu einer Konzentration von 7% (w/v) versetzt. Die Falung erfolgte 20
Minuten auf Eis. Anschlief3end wurden de Proteine zentrifugiert, der Niederschlag mit 70 %
(v/v) Ethand gewaschen undin Puffer aufgenommen.

Puffer: 50 mM NaHPO,/NaH,PO, pH 7,8; 0,5 M NaCl; 2 M Harnstoff

2.3.4 SDS-Polyacrylamidgelelektr ophorese

Die SDS-Polyaaylamidgelelektrophaese (SDS-PAGE) wurde unter denaturierenden
Bedingungen (0,1% (w/v) SDS) in Gegenwat von 0,8% (v/v) Mercgptoethandl
durchgefuhrt. Das verwendete diskontinuierli che Gelsystem nach Laemmli (1970 bestand aus
einem Sammelgel (pH 6,8) mit einer Acrylamidkorzentration von 4% (v/v) und einem
Trenngel (pH 8,8 mit 12% (v/v) Acrylamid. Zur Herstellung des Trenngels wurden ale
Komporenten var der Zugabe von TEMED und APS gemischt und entgast. Die Lésung
wurde zwischen zwei abgedichtete Glasplatten gegossen und vasichtig mit Wasser
Uberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Trenngel mit der Sammelgell 6sung
Uberschichtet, in de sofort ein Kamm zur Ausbildung der Probentaschen gested<t wurde. Die
Proteinlosung, die 30 ks 100 pg Protein enthielt, wurde mit % Volumen 5x Probenpufer
versetzt und 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Die Elektrophaese efolgte bel RT in einer
vertikalen Elektrophaesegpparatur mit einer Stromstérke von zunadst 10 mA. Nachdem die
Lauffront, markiert durch Bromphendblau, das Trenngel erreicht hatte, wurde die
Stromstérke auf 20 mA erhoht.

Sammelgel: 0,125 M TrigHCl pH 6,8, 3,75 % (v/v) Acrylamid; 0,11 % (v/v) N,N*-
Methylenbisaaylamid; 0,1 % (w/v) SDS; 0,2 % (v/v) TEMED; 0,04 % (w/v) APS

Trenngel: 0375 M TriggHCl pH 88; 12 % (viv) Acrylamid; 0,23 % (v/v) N,N*-
Methylenbisaaylamid; 5% (v/v) Glycerin; 5% (w/v) SDS; 0,3 % (v/v) TEMED; 0,1 %
(w/v) APS

Elektrophoresepuffer: 25mM TrispH 8,3; 0,2 M Glycin; 0,1 % (w/v) SDS
5 x Probenpuffer: 0.5 M TrigHCI pH 6,8; 40 % (v/v) Glycerin; 4 % (w/v) SDS; 4 %
(v/v) R-Mercaptoethanol; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau
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Nadch der Elektrophaese wurde das Gel entweder einer Coomasde- bzw. Silberfarbung
unterzogen oder zur Immundetektion (Western-Blot) der Proteine verwendet.

2.3.5 Coomasse-Farbung
(Neuhdf et al., 19859

Zur Fabung wurde das Gel 10 ks 15 Minuten in 65°C heiRe Farbelésung gelegt.
Anschliel3end wurde der Farbstoff mit Entférbel6sung bei 65 °C solange ausgewaschen, bis
der Hintergrund entfarbt war. Das Gel wurde getrocknet, indem es zwischen zwei Lagen
Zellophanfolie auf einen Geltrocknungsrahmen gespannt wurde.

Farbel6sung 7 % (v/v) Essgsdure; 40 % (v/v) Methanol; 0,2 % (w/v) Coomasse-Brill ant-Blau G250in
Wasser
Entfarbel 6sung 7 % (v/v) Essgsaure; 40 % (v/v) Methanol

2.3.6 Silberfarbung

Die Proteine wurden im Polyaaylamidgel fixiert (50 % (v/v) Ethanal; 10 % (v/v) Esdgsaure,
30 Minuten) und das Gel zunadhst 15 Minuten in 5% (v/v) Ethand, 1% (v/v) Essgsaure und
dann deimal je 5 Minuten in Wasser gewaschen. Anschlief3end wurde das Gel eine Minute in
frischer Natriumthiosulfatlosung (0,29/l) inkukert, dreimal 20 Sekunden in Wasser
gewaschen und 20Minuten in Farbelosung inkuhbert. Zur Visualisierung der Proteine wurde
das Gel in Entwicklerl6sung gelegt und de Farbung mit 5 % (v/v) Essgsdure beendet.

Farbel6sung 2 g/l AgNOg; 0,75ml/l 37 % HCOH
Entwicklerldsung 60 g/l Na,COg; 0,5 ml/l 37 % HCOH; 4 mg/l Na:S,05

2.3.7 Transfer von Proteinen (Western-Blot)

Bei dieser Methode wurden die durch SDS-PAGE getrennten Proteine aus dem Gel auf eine
Polyvinylidendifluoridmembran (PVDF-Membran) tbertragen. Die gebundenen Polypeptide
konren mit Antikdrpern spezifisch detektiert wurden (Towbin et al., 1979.

Die PVYDF-Membran (Immobilon P, Milli pore) wurde fir 10 Sekunden in Methanad getaucht
und anschlief}end jewell s 15 Minuten mit Wassr bzw. Anodenpufer 2 gewaschen. Das Gel
wurde d@wa 5 Minuten in Anodenpufer 2 inkulbert. Die Graphitelektroden wurden mit
Wassr befeuchtet und der Transferstapel wie folgt aufgebaut: Sedhs analog der PVDF-
Membran (Immobilon P, Milli pore) zugeschnittene Filt erpapiere (Whatman 3VIM) wurden in
Anodenpufer 1 getrankt und Ukereinander auf die Anode gelegt. Dartiber wurden 3 Lagen in
Anodenpufer 2 getranktes Filterpapier, de vorbereitete PVDF-Membran, das
Polyaaylamidgel und 9Lagen in Kathodenpufer getranktes Filterpapier geschichtet. Auf den
Stapel wurde die Kathode aufgelegt. Der Transfer erfolgte @ne Stunde bei 0,8 mA/cm?
Membranflade.

Anodenpuffer 1~ 300mM Tris’/HCI pH 10,4; 20 % (V/V) Methanol
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Anodenpuffer 2. 25mM Tris’HCI pH 10,4; 25 % (V/V) Methanol
Kathodenpuffer: 25 mM Tris/HCl pH 9,4; 40 mM 6-Aminocapronséure; 20 % (V/V) Methanol

2.3.8 I mmundetektion von Proteinen
(modifiziert nach Blake et al., 1989

Nad Beendigung des Transfers wurde die PVDF-Membran mit Ponceal S-Losung geférbt.
Dies diente enerseits dazu, den Proteintransfer zu Ubkerprifen und erméglichte andererseits,
die Banden des Proteinstandards zu markieren. Um unspezifische Bindurgsdellen auf der
PVDF-Membran abzusdttigen, wurde ene Stunde in Blockpuffer inkubert. Der
Primarantikorper wurde in einer Verdiinnurg 1:2000 bs 1:5000in Blockpuffer zur Membran
gegeben und dese 1-2 Stunden bei Raumtemperatur oder tUber Nadt bel 4 °C inkuhert.
Uberschiissger Antikorper wurde durch fiinfmaliges Waschen (je 5-10 Minuten) mit PBST
entfernt. Die Inkubation mit dem Sekunddrantikorper (anti-Kaninchen 1gG-Rettich-Peroxidase
Konjugat aus Ziege) erfolgte in einer Verdiinnurg von 110000in Blockpuffer. Nadh einer
Stunde wurde die Membran funfmal je 5-10 Minuten mit PBST und einma mit PBS
gewaschen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des Super Signal Substrate Kits (Pierce) nach
den Angaben des Herstellers.

Ponceal S-Losung 0,2 % (v/v) Ponceal Sin 3 % (w/v) Trichloressgsaure

PBS: 7 mM Na,HPO,/1,5 mM KH,PO, pH 7,2; 2,7 mM KCI; 137mM NaCl
PBST: PBS mit 0,01 % (v/v) Tween 20

Blockpuffer: 2 % (w/v) Magermil chpulver in PBS

2.4 Massenspektrometrische Analyse von ZmERabpl
2.4.1 Isolierung von ZmERabpl aus M aisgewebe

Alle Schritte wurden bel 4 °C durchgefuihrt. Etwa 1 kg Koleoptilen und Knotengewebe von
drei Tage dten etiolierten Maiskeimlingen wurden mit 2 | STC zerkleinert und anschli ef3end
mit einem Polytron-Ruhrstab hamogenisiert. Nadh Filtration des Homogenats durch ein
Nylonretz (135 um) wurde der Rickstand mit 1 | STC reextrahiert und erneut filtriert.
Unl6sliche Bestandtell e der vereinigten Filtrate wurden sedimentiert (6000g; HB-Rotor, 4 °C,
30 Minuten). Anschlief?end wurden de Mikrosomen mit 15 mM CaCl, gefdlt und 20
Minuten bei 10000 g sedimentiert. Die Mikrosomen wurden in 100 ml Puffer A
aufgenommen und mit einem Polytron-Ruhrstab hamogenisiert. Die Suspension wurde
anschlief?end mit 100 ml n-Butand versetzt, 20 Minuten gerihrt und zur Phasentrennurg
20Minuten bei 2000 g zentrifugiert. Die untere waldrige Phase wurde gegen Puffer B
dialysiert und duch lonenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose gereinigt. Das mit
ZmERabpl angereicherte Eluat der DEAE-Saule wurde schliefdlich  einer
Affinitatschromatographie unterzogen.

STC: 100mM Trig/Citronensdure, pH 8,0; 250mM Sacdarose; 1 mM EDTA; 0,1 mM MgCl,;
10 mM Ascorbinsdure; 4 mM Diethylthiocarbaminséure; 3,5 mg/l Trasylol;
100pug/l Leupeptin

Puffer A: 2mM K,HPO,; pH 8,0; 0,5 mM EGTA
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lonenaustauschchromatographie

Material: DEAE-Sepharose fast flow

Gel bett: 50 ml, aquili briert in 300ml Puffer B

Fluld 2 ml/min

Detektor: 0,50D, 280

Auftrag: 100-150ml des Dialysats (100-200mg Protein)
Waschen: 200ml Puffer B

Elution: 1 Saulenvolumen 0,2M NaCl in Puffer C
Puffer B: 10 mM Natriumcitrat, pH 6,5; 5 mM MgCl,

Puffer C: 10 mM Natriumcitrat, pH 6,0; 5 mM MgCl,

Affinitdtschromatographie

Material: 4-Hydroxyphenylessgsaure gekoppelt an epoxyaktivierte Sepharose 6B
(Pharmacia)

Gel bett: 10 ml, &quili briert in 200ml Puffer C

Flulz 0,5ml/min

Detektor: 0,20D, 280 M

Auftrag: 50 ml des DEAE-Eluats (75-150mg Protein)

Waschen: 100ml Puffer C

Elution: 1 Saulenvolumen 50mM NH4HCO; pH 9,0

Das Eluat wurde schockgefroren und kel —70 T gelagert bzw. lyophylisiert.

2.4.2 Alkylierung von ZmERabpl
(modifiziert nach Crestfield et al., 1962

Lyophilisiertes ZmERabpl1 (100 pg) wurde in 0,3ml Puffer gel6st (Proteinkorzentration 1,67
10° M). Die Losung wurde mit 4-Vinylpyridin versetzt (100Gfacher molarer Uberschuf
bezlglich drei freier Sulfhydrylgruppen). Das Reé&ktionsgemisch wurde 30 Minuten bei 37 °C
inkubert gefolgt von einer Dialyse gegen 50mM NH4HCO; pH 8,5. Die Proteinldsung wurde
mit festem Harnstoff (Endkoreentration 8V) und 210 Vol. 1 M Tris/HCI pH 8,6 \ersetzt.
Anschlief3end wurde mit B-Mercgptoethand (Endkoreentration14,3uM) 1h bei RT reduziert
und de etstandenen Sulfhydrylgruppen duch Zugabe aner aguimolaren Konzentration
lodacdamid (14,3 uM) 30 Minuten bel RT alkyliert. lodacdamid reagiert zuerst mit den
freien Cysteinseitenketten bevor der Uberschul® duch B-Mercaptoethand abgefangen wird.
Dadurch werden urspezifische Alkylierungen von Seitenketten vermieden (z.B. Tyrosin). Es
folgte ene Diayse gegen 50mM NH4HCO;3 pH 8,5, kevor die Probe lyophili siert und kel —20
°C gelagert wurde.

Puffer: 200mM Triethylamin/Esdgsaure, pH 10; 50 % (v/v) Isopropanol; 4 M Harnstoff
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2.4.3 Tryptischer Verdau

Lyophli siertes ZmERabpl wurde in 50 mM NH4HCO;3; pH 8,5 gelost (Konzentration 56
100pg/ml) und mit Trypsin zu einem Protein/Trypsin-Verhéltnis 1:30 versetzt. Der Verdau
erfolgte bel 37 °C Uber Nadt.

244 Massenspektrometrische Analysen

Die massenspektrometrische Analyse von ZmERabp1 wurde mit Hilfe @nes ThermoQuest
LCQ Classc (Thermo Quest) mittels ESI durchgefhrt.

2441 Bestimmung der molekularen Masse von ZmERabpl duch ES-MS

Lyophili siertes ZmERabp1 (100 pg) wurde in Losungsmittel A gel6st und de Probe direkt in
das Massenspektrometer infundert (2ul/min). Der Lésungsmittelstrom betrug 60 pl/min
(30% Methand in Wasser mit 1 % Ameisensaure). Die lonensprayspannurg betrug 4,2 RV.

2.4.4.2 Analyse der tryptischen Peptide durch LC/ES-MSundMS/MS

Die lyophlisierten tryptischen Peptide wurden in Losungsmittel A gelést, auf einer BDS
Hypersil Reversed Phase C18 HPLC-Saule (100 x 2.1 mm) getrennt und mit einem lineaen
Gradienten von 0bis 50 % (v/v) Losugsmittel B in A innerhalb 60 Minuten bei einem Flul3
von 0,3ml/min eluiert. Die Peptide wurden mittels Fluldnjektion (0,3 ml/min) dem
Massenspektrometer zugefuhrt und mit einer Sprihspannurg von 3,3 K/ ionisiert. Die
Fragmente wurden Gker ihre molekulare Massen bestimmt. Die MS/IMS-Analyse wurde im
sogenannten dependent scan-Modus durchgefiihrt, d.h. @s intensivste lon wurde automatisch
fragmentiert.

Losungsmittel A: 5% (v/v)Acetonitril in Wasser mit 0.025% (v/v) TFA
Losungsmittel B: 95 % (v/v) Aceonitril in Wass®r mit 0.025% (v/iv) TFA

2.5 Peptidsynthese

Die Synthese der Peptide efolgte mit dem Synthesizer EPS 221 (Abimed, Langenfeld) auf
einer festen Phase unter Verwendurg von Fmoc ds Schutzgruppe der a-Aminogruppen der
Amincsduren  (Na-9-Fluorenylmethyloxycarboryl-Aminoséuren). Als Saulenharz wurde
Tentagel-R-RAM (Rapp-Polymere) verwendet. Die Kopdung der Peptidbindurg wurde mit
Benzotriazol-1-yl-oxy-trispyrroli dinophsphonum-hexafluorophasphat (PyBOP,
Novabiochem) as Aktivator und 4Methylmorphdin (NMM, Fluka) as Base vorgenommen.
Der Synthesemal3stab betrug 100 pmol. Pro Kopdung wurden 500pmol Fmoc-Aminosduren
verwendet. Nadh der Kopdung wurde die Fmoc-Schutzgruppe mit 20% Piperidin
abgespalten. Zur Abspaltung der Peptidkette von der Matrix und der Entfernung der
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permanenten Schutzgruppen wurde das Saulenharz in einem Polypropylengefald vagelegt und
mit 10ml Abspatungslosung versetzt. Das Gefad wurde verschlossen und 5 Stunden
geschittelt. Nadch der Reektionszeit wurde das Harz Uber eine Filterfritte durch de
Re&tionssaule filtriert. Die Losung wurde mit Druckluft aus der Reaktionssaule gedriickt und
das Harz mit 1 ml TFA nadhgewaschen. Das gel 6ste Peptid wurde durch Zugabe von 40ml
t-Butyl-Methylether gefdlt. Die Prazipitation wurde 1 Stunde bel -20 °C vervollstandigt.
Nacd 30minitiger Zentrifugation bei 4000rpm und 4°C (Megafuge 1.0R, Heraeus) wurde die
Etherlosung dekantiert, das Proteinprézipitat in 40ml Ether gewaschen und zentrifugiert.
Anschlief3end wurde der Niederschlag in 5ml Wasser gel6st, in flissgem Stickstoff gefroren
und lyophlisiert. Die este qualitative Analyse des Peptids erfolgte chromatographisch an
einer Reversed Phase C18-Saule (RPC18-Saule) auf Bedkman System Gold HPLC. Bei
gentgend holem Reinheitsgrad wurde an einer préparativen RPC18-Saule die voll sténdige
Reinigung vorgenommen. Die Aquilibrierung der Saule afolgte mit 50 ml 10%
Losungsmittel B in Lésungsmittel A. Das lyophilisierte Peptid wurde in 5 ml 10 % B gel0st
und po Lauf 1 ml injiziert. Die Elution des Peptids erfolgte mit einem lineaen Gradienten
von 10% auf 40 % Losungsmittel B in A innerhalb 30Minuten bel einem Ful3 von Iml/min.
Das Eluat wurde mit einem Detektor durch Messen der OD,y verfolgt, gesammelt und
lyophili siert.

Abspaltungdosung 9 ml TFA; 0,35 ml Triethylsilan; 0,35 ml H,O; 0,3 ml Thioanisol

Losungsmittel A: 0,1 % (v/v) TFA in H,0

Losungsmittel B: 0,1 % (v/v) TFA in Acetonitril

Die massenspektrometrische Analyse der Peptide efolgte Gber ESI-MS bei A&M GnbH in
Bergheim.
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2.6 Renaturierung von AtERabp1
2.6.1 Expresson und Extraktion von AtERabp1l
Ndel
N
(1) AtERabpl —
-\
Xhol
(2) (His), -tag/N del Xhol
pET28a
(3) MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAPCPING.......ccccocvvveen, KDEL

Thrombinspaltstelle

Abb. 3: Klonierung urd Expresson des Hexahistidin-AtERabp1-Fusionsproteins. Die AtERabp1-cDNA wurde
ohne die ER-Signalsequenz mittels PCR amplifiziert (1) und in den Expressonsvektor pET28a kloniert
(2). AtERabpl wurde ds Fusion mit einem N-terminalen Peptid exprimiert, das mit dem Enzym
Thrombin zum gréf¥en Teil abgespalten werden kann (3). Die sedhs Histidinreste sind unterstrichen, N-
und C-Terminus von AtERabp1 sind fett hervorgehoben.

Die Expresson vonAtERabpl erfolgte ds Fusion mit einem N-terminalen Hexahistidinrest
unter der Kontrolle @nes T7-Promotors. Die dDNA von AtERabpl wurde ohre die N-
terminale ER-Signalsequenz mittels PCR amplifiziert undin den Expressonsvektor pET28a
kloniert. (Abb. 3. Die Sequenz wurde auf Fehler Gberprift und der Vektor in den E. coli
Stamm BL21 transformiert. Es wurden 100 ml TY-Medium mit einer Kolonie E. coli
BL21AtERabplangeimpft und Gker Nadt bel 37 °C geschiittelt. Ein Liter TY-Medium wurde
mit 20 ml der Ubernachtkultur angeimpft. Nachdem die Bakterien his zu einer ODggovon 0,8
gewadhsen waren, wurde die Expresson des Proteins durch Zugabe von ImM IPTG indwziert
und de Kultur 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden 30Minuten bei 4000 rpm
(GS3-Rotor) und 4°C sedimentiert, in 150 ml Puffer A resuspendiert und mit einer french
press (2 kbar) aufgeschlossen. Die inclusion bodes wurden bei 8000 rpm (GS3 Rotor) und
4°C sedimentiert und Gker Nadt bei 4 °C in 200ml Puffer B gel6st.

Puffer A: 100mM Trig/HCI pH8,0; 20 mM NaCl; 10 mM MgCl,
Puffer B: 100mM Trig/HCl, pH8,5; 6 M Guanidiniumchlorid; 100mM DTT
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2.6.2 Gdfiltration auf einer Sephadex G-25-Saule

Die Gdfiltration wurde dazu verwendet, die Proteinldsungen umzupufern und dente
weiterhin der Entfernung von Verunreinigungen und DTT vor der Applikation auf die Ni-
NTA-Saule.

Die G-25-Saule (500ml Saulenvdumen) wurde mit 11 Puffer C &quilibriert und de
Proteinlosung appliziert. Das Eluat wurde mit einem Detektor durch Messen der OD,g auf
seinen Proteingehalt geprift und in Fraktionen zu je 20 ml gesammelt. Zur Regeneration
wurde die Saule mit 20 ml 10% Essgsaure und anschlief3end mit 20 ml 1 M Tris pH 8,0
gewaschen.

Puffer C: 100mM TrigHCI pH 8,5; 6 M Guanidinium/HCI

2.6.3 Reinigung Uber ene Ni-NTA-Saule

Die Ni-NTA-Saule wurde mit 10 ml 1 M NiSO, beladen undmit 10 ml 1 M Tris pH 8,0
sowie 200 ml Puffer C gewaschen. Die Proteinfraktionen wurden appliziert und de Saule
dann mit ca 100ml Puffer C gesplilt. Anschlief3end wurden de gebuncdenen Proteine durch
Zugabe von 30ml 20 mM EDTA in Puffer C euiert. Mit einem Kollektor wurden 15ml
Fraktionen gesammelt, die OD,g gemesen und aufgezeichnet. Die mit dem
Elutionsdiagramm ermittelten proteinhatigen Fraktionen wurden duch SDS-PAGE
analysiert.

Puffer C: 100mM TrigHCI pH 8,5; 6 M Guanidinium/HCI

2.6.4 Renaturierung von AtERabpl
(modifiziert nach de Bernardez Clark et al., 1999

Das denaturierte Protein wurde rasch 1:100in Puffer 1 verdiinrt und kei 10 °C 24 Stunden
geruihrt. Die Proteinl6sung wurde mehrmals in einer Ultrafiltrationszelle (Amicon) Gber einen
Diaflo® Ultrafilter eingeengt und mit Puffer aufgefilllt. Nach dem letzten Einengen wurde die
Proteinldsung mit Puffer 2 auf ein Volumen von 10ml gebradit, eine Stunde bel 10000@
zentrifugiert und kel -20 °C gelagert.

Puffer 1: 100mM TrigHCI pH 8,5; 5 mM Glutathion (reduzierte Form); 1 M Arginin; 10mM EDTA
Puffer 2: 100mM TrigHCI pH 8,0; 1 mM EDTA
2.6.5 Fluoreszenzspektroskopie

Diese Methoce diente der schnellen Uberpriifung der Riickfaltung sowie der Bestimmung von
Dissziationskonstanten. Die intrinsische Fluoreszenz von rekombinantem AtERabpl wurde
mit einem Scanning Fluoreszenzspektrometer (SFM 25, Kontron) in ener 1x1 cm
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Quarzklvette gemessen. Die Probe wurde wadhrend der Messung geriihrt und auf 10 °C
temperiert. Im Falle der Titration mit 1-NAA wurde 1 ml der Proteinlésung mit 900 pl
100mM Tris pH 8,0 verdiinrt und mit 100 pl 10 x Puffer versetzt. Anschlief3end wurde mit
verdunrter Salzsdure der pH-Wert auf 5,5 titriert. Jeweils nach Zugabe ener Probe des
Liganden wurde durch Pipettieren gemischt und de Mesaung nach dei Minuten
Inkubetionszeit durchgefiihrt. Dies diente @nerseits der Temperierung und andererseits der
Gleichgewichtseinstellung von Protein und Ligand (Lilie, pers. Mitteilung). Die Anregung
erfolgte bei 295 M und de Emisgon wurde von 300 s 400 rm mit einer Geschwindigkeit
von 1 mMm/s und einer Mef3genauigkeit von 0,1 m detektiert. Die Bandlreite betrug 10 nrm
sowohl fir die Anregung als auch fir die Emisson. Der Fuoreszenzbeitrag von
Losungsmittel und Ligand wurde durch eine analoge Titration ermittelt und von @ Protein-
Ligand-Titration subtrahiert.

10x Puffer: 1M NaAc pH 5,5; 50 mM MgCl,

2.6.6 Beredhnung der Disziationskonstanten

Zur Berechnury der Dissoziationskonstanten Kp des Protein-Ligand-K omplexes wurde von
einem einfachen Bindurgsmodell ausgegangen. Fur die Disziation des ABP-Ligand-
Komplexes (1) gilt das Masenwirkungsgesetz (2) und de Erhatungsgleichungen (3a und
3h):

[ABPY - [ABP] +[L] (1)

Massenwirkungsgesetz Erhatungsgleichungen
_[ABPL] _
> = [ABPL] 2 [ABF], =[ABP] +[ABPL]  (3a)
[Llo =[L]+[ABPL] (3b)

[ABPL] Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes

[ABP] freie Proteinkonzentration

[ABP]o Gesamtproteinkonzentration

[L] freie Ligandenkonzentration

[L]o Gesamtli gandenkonzentration

Kp Disziationskonstante des Protein-Ligand-Komplexes

Zur Berechnurg der Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes werden de
Erhatungsgleichungen in das Massenwirkungsgesetz eingesetzt (3a und 3bin 2). Daraus
ergibt sich nach Umformung die quadratische Gleichurng

0=[ABPL]?> -[ABPL[ABP], +[L], + K, )+[ABP,[L], (4)
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mit der folgenden physikalisch sinnvdlen Losung:

[L], +[ABP, + Ko —+/([L], +[ABP], + Ko} — 4 ABPI,[L],

[ABPL] = ,

(5)

Die Abnahme des Fluoreszenzsignals im Gleichgewicht bel steigender Zugabe von freiem
Liganden ist gleich dem Bindurgsgrad [ABPL]/[ABP]o, multipliziert mit der maximalen
Anderung, die bel Séttigung erhalten wird. Damit ergibt sich das Gesamtsignal F aus der
Summe des Fluoreszenzsignals ohre Ligand und der partiellen Signalénderung bei
Ligandenzugabe, sowie die Fluoreszenz des Liganden im Lésungsmittel.

Fur das Fluoreszenzsignal F gilt:

F=Fue- (FABP - FABPL)M + FL[L] (6)

[ABPF,
mit
Fasp Fluoreszenzsignal der Proteinlésungbei [L] =0
FaspL Fluoreszenzsignal des Protein-Ligand-Komplexes (nach Séttigungmit [L])
F. Fluoreszenz von L im Lésungsmittel

Alle Fluoreszenzwerte wurden auf das Fluoreszenzsignal bei [L] = O namiert (Fagp = 1). Der
Term [L] F_ ist die Eigenfluoreszenz des Liganden im Puffer. Dieser Wert wurde bereits vor
der graphischen Darstellung der Titrationskurve vom Mef3wert der Protein-Ligand-Titration
subtrahiert.

Somit ergibt sich nach Einsetzen von(5) in (6) fur die korrigierte Fluoreszenz Fc:

[L]o +[ABP]O + KD _\/([L]o +[ABP]O + KD)2 _4{ABP]0[L]
2 ABPF|,

Fc = FABP - (FABP - FABPL) . (7)

Ein Kurvenangleich an de Mef3daten urter Verwendurg von Gleichurg (7) mit konstanter
Proteinkoreentration [ABP]o und dn Angleich-Parametern Fagp, Fage UNd Kp liefert die
Disziationskonstante Kp. Diese nichtlineae Regressonsanalyse wurde mit Hilfe enes
Computerprogramms (Sgma Plot) durchgefthrt.
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2.7 Antikorperherstellung und Reinigung

2.7.1 Kopplung der Peptide an Keyhole Limpet Hemocyanin

Da Peptide haufig nicht in der Lage sind, eine starke Immunantwort zu stimulieren, missen
sie an Tragerproteine gekoppelt werden. Die Peptide wurden nach Angaben des Herstellers an
Keyhde Limpet Hemocyanin (KLH) gekoppelt. Nadch der Koppung der Peptide wurde das
Konjugat gegen 41 PBS liber Nadt bei 4 °C dialysiert. Eswurde auf 1 ml mit PBS aufgeflillt,
die Lésung in 100ul Portionen aufgeteilt und kei -70 °C gelagert.

PBS: 7 mM NaHPO,/1,5 mM KH,PO, pH 7,2; 2,7 mM KCl; 137mM NaCl,

2.7.2 Immunisierung der Kaninchen

Die Immunisierung der Kaninchen mit den Peptiden wurde von der Firma Eurogentec Bel
S.A., Ougreédurchgefiihrt. Samtliche Injektionen erfolgten subkutan.

2.7.3 Reinigung der Antikorper

2.7.3.1 Ammoniumsulfatprézipitation

Dem Kaninchenantiserum wurde unter Rihren Uber einen Zeitraum von 2 Stunden ein
Volumenteil Ammoniumsulfatlosung (1 g/ml) in PBS bei 4 °C zugetropft. Nach weiteren 5
Stunden bei 4 °C war die Falung der Antikorper vervoll standigt. Die Suspension wurde 30
Minuten zentrifugiert (SS34-Rotor, 15000rpm, 4°C) und dr Niederschlag in 10 ml PBS
aufgenommen. Es folgte @ne ausgiebige Diayse Giber Nadht bei 4 °C gegen PBS.

2.7.3.2 Affinitatschromatographie der Anti-Peptid-Antikorper

Die Affinitatsreinigung der Antikorper erfolgte Gber eine Saule mit immobili siertem Antigen.
Die Koppung erfolgte tber die Sulfhydrylgruppe der Cysteine nach Angaben des Herstell ers
(Sulfo Link-Koppungsgel, Pierce Chemical Compary). Das vorgereinigte Antiserum (5 ml)
wurde 30 Minuten bel 30000rpm und 4°C zentrifugiert (TL-100 Ultrazentrifuge) und auf die
vorbereitete Affinitétssiule gegeben. Zur quantitativen Bindurg wurde das Eluat der
Antikérper zweimal appliziert. Es wurde mit 20ml PBS gewaschen und anschlief3end mit
8 ml Elutionspuffer 1 eluiert. Um das saure Eluat schnell zu reutralisieren, wurden 1ml
Fraktionen in Vorlagen mit 400 pl Neutralpuffer 1 gesammelt. Die Saule wurde mit 10 ml
PBS neutralisiert und dann mit 8 ml Elutionspuffer 2 eluiert. Fraktionen von 1ml wurden in
Vorlagen mit 400l Neutralisationspuffer 2 auf einen physiologischen pH-Wert eingestellt.
Der Proteingehat der Fraktionen wurde durch Mesaung der OD,go bestimmt und de
proteinhaltigen Fraktionen ausgiebig bei 4 °C jeweils gegen PBS diaysiert. Schliefdlich
wurden de gereinigten Antikorper durch Inkubationin 90% (w/v) PEG 40000in PBS auf ca
2 ml eingeengt, schockgefroren und & -70 °C gelagert.
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Waschpuffer: 1M NaCl

PBS: 7 mM NaHPO,/1,5 mM KH,PO, pH 7,2; 2,7 mM KCI; 137mM NaCl
Elutionspuffer 1: ~ 20mM NaAc pH 2,5

Elutionspuffer 2: 20 mM Ethanolamin pH 11,5

Neutralpuffer 1: 1M Trig/HCI pH 9,0

Neutral puffer2: 1M NaAc pH 5,0

2.8 | mmuncytochemie

Das Pflanzengewebe wurde @ne Stunde unter Vakuum in Fixierlosung inkubert und
anschliefend 15 Minuten in PBS gewaschen. Die Dehydratisierung erfolgte Uber ene
Ethandserie (30, 50, 70, 90 und 9% (v/v) Ethand in PBS) fur jewels 30 Minuten.
Anschliel3end wurde das Ethand bel 37 °C in jeweils 1-2stiindgen Schritten gegen Wads
ausgetauscht (Wads:Ethand — 1:2, 1:1 und 21 (v/v)). Schliefdich wurde das Gewebe weitere
zwei Stunden, Ubker Nadht und am folgenden Tag nochmals zwei Stunden in 100% Wadhs
inkukiert, in Formen transferiert und ausgehértet. Das eingebettete Pflanzengewebe wurde mit
Wads auf einen Metall sockel fixiert und auf 14 °C gekuhlt. Mit Hilfe anes Mikrotoms
wurden 6 ks 10 pum dicke Schnitte angefertigt, welche auf Poly-L-Lysin-beschichtete
Objekttrager Ubertragen wurden. Um eine regelméldige Anordnurg der Schnitte auf dem
Objekttrager zu gewdahrleisten, wurden diese mit mehreren Wassertropfen benetzt, auf denen
sich de Wadhsshnitte aisdredkten. Die Praparate wurde bel RT mehrere Stunden ocer tber
Nadit getrocknet. Dadurch hefteten de Pflanzenschnitte fest an der Glasflache. Zur
Rehydrierung wurden de Objekttrager in folgende Losungen getaucht: 97 % Ethand (dreimal
10 Minuten), 90 % und 50% Ethanad in PBS (je 10 Minuten) und schliefdich 30 Minuten in
PBS. Es folgte @ne 10minttige Inkubetion in auf -20 °C vorgekihltem Methana mit
anschlieRender Aquilibrierung in PBS (30 Minuten). Die Inkubation mit dem
Primarantikorper (1:20 ks 1:100 Verdinnurg in 1% Milchpdver in PBS) erfolgte 1,5
Stunden in  ener feuchten Kammer. Als Kontrollexperiment erfolgte die
Primarantikorperinkubetion in Gegenwart des Antigens (100facher molarer Uberschul? dbs
Peptids). Nadh dreimaligem Waschen mit PBST (jewells 5 Minuten) wurde der
Sekundérantikorper (1:100 Verdinnurg in 1% Milchpdver in PBS) appliziert und de
Préparate ebenfalls 1,5 Stunden in einer feuchten Kammer inkuhert. Es shlossen sich drei
funfminUtige Waschschritte mit PBST gefolgt von einem Waschschritt mit PBS an. Die
markierten Schnitte wurden zur mikroskopischen Auswertung unter 50 % Glycerin mit einem
Dedkglas eingeschlosen undmit Nagellad versiegelt.

PBS: 7 mM Na,HPO,/1,5 mM KH,PO, pH 7,2; 2,7 mM KCI; 137mM NaCl
PBST: 0,2% (v/v) Tween 20in PBS

Wadhs: 10 % (w/v) 1-Hexadecanol in PEG 960

2.9 Kultivierung von A. thaliana Pflanzen

29.1 Oberflachensterili sation von Samen

Die Sterilisation der Samen erfolgte in 1,5ml Eppendafgefél3en mit einer Lésung aus 5 %
(wiv) Ca(OCl), + 0,02 % (v/v) Triton X-100 fur 15 Minuten. Die maximale Fullhdhe der
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Samen betrug 400ul. Die Losung wurde ébgenommen, und die Samen wurden zweimal mit je
1 ml H,O gewaschen. Anschlief3end gpettiert man de Samen mit einem weiteren ml H,O auf
ein steriles 3 MM Papier in einer Petrischale. Nadh dem Trocknen wurden die Petrischalen
mit Parafilm abgedichtet und kel 4 °C gelagert.

2.9.2 Kreuzung der Reporterlinien mit einer Aktivatorlinie

Zur Aktivierung der zur Verfigung stehenden hamozygoten Reporterpflanzen (Fedler, 1997
wurden dese mit einer Aktivatorlinie (Mohrs, 1997 gekreuzt. Die Samen der Reporterlinien
wurden auf ARA Festmedium mit 15 pg/ml Hygromycin und de Aktivatorlinie aif ARA
Festmedium mit 100 pg/ml Methotrexat in Petrischalen (O 14 cm) ausgelegt. Nach 1014
Tagen wurden de resistenten Pflanzen, d.h. Keimlinge mit 4 oder mehr Bl&ttern unddeutlich
langeren Wurzeln a's nicht resistente Pflanzen, in neue Petrischalen umgesetzt und racd einer
weiteren Woche in Erde tUberfihrt. Die Pflanzen wurden bis zur BlUtenreife kultiviert. Zur
Kreuzung wurden de Kelch-, Bliten- und Staubdétter der Reporterlinien entfernt und der
freigelegte Stempel mit den reifen Staubldéttern der Aktivatorlinie mehrmals bestrichen. Die
gekreuzten BlUtenstande wurden gekennzeichnet und de Pflanzen his zur Samenreife
kultiviert. Die geanteten Samen (TO-Generation) wurden wie unter 2.9.1 beschrieben
sterilisiert und auf ARA Festmedium mit 15 pg/ml Hygromycin und 100ug/ml Methothrexat
in Petrischalen (O 14 cm) ausgelegt. Nach 1014 Tagen wurden de resistenten Pflanzen in
neue Petrischalen umgesetzt und rach einer weiteren Woche in Erde tberfuhrt.

2.9.3 Herstellung von Wurzelkulturen

Die Anzucht von A. thaliana Wurzelkulturen erfolgte in 250ml Erlenmeyerkolben mit 40 ml
ARA Flussgmedium und ca 15 zwel Wochen dten, auf ARA Festmedium angezogenen
Keimlingen. Die Kolben wurden in einer Kulturkammer (21 °C, 16 hPhatoperiode und 75%
Luftfeuchtigkeit) bei 80 rpm fir 2 Wochen geschlittelt.

2.10 Funktionelle Analyse von ZmERabpl
2.10.1 Herstellung von Protoplasten aus M aiskoleoptilen

Maissamen (Zea mays L., cv Garant) wurden UOber Nadt gewadssert und funf Tage auf
feuchtem Zellstoff bei 26 °C im Dunkeln keimen gelassen. Die Koleoptilen wurden geentet,
die Oberflache mit Siliciumcarbidpuver abgerieben und de Spitze (3 mm) entfernt. Etwa 1
cm grofe Sticke der Koleoptile ohre Primérblatt wurden zerkleinert und 4,5 Stunden in
Enzymlosung inkubiert. Anschlief3end wurde die Lésung durch Nylonretze mit Porengrolien
von 100, 50 und 3QM filtriert und de Protoplasten in Puffer Gberfuhrt.

Enzymldsung 1% (w/v) Cellulase Onozuka RS (Yakult Honsha Co., Tokyo, Japan); 0.075% (w/v)
Pedolyase Y-23 (Kikkoman Corporation, Tokyo, Japan); Makro- und Mikroelemente nach
Krautwig, 1993

Puffer: 10mM MES, pH 6,5; 1 mM CaCl,; 10 mM KCl; 0,33 csmolar mit Mannitol
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2.10.2 Volumenbestimmung der Protoplasen

Die Protoplasten (ca 20) wurden in eine Mikrotiterplatte mit 20 pl Puffer transferiert. Um
Anderungen in der Osmolaritdt zu vermeiden, wurde die Platte mit einer Abdedkung versehen.
Die Zugabe von Agenzien erfolgte mittels einer Pipette durch de Abdedkung. Einzelne
Protoplasten wurden fotografiert und de ehaltenen Bilder wurden auf die Oberflache a@nes
Grafiktabletts (Genius) projiziert. Mit Hilfe anes digitalen Stifts wurde der Umfang bestimmt
und das Volumen mit einer elgens entwickelten Software (Luthen) berechnet. Da die relativen
Volumina unbehandelter Protoplasten mit einer lineaen Funktion abnahmen, wurden de
gemessenen Werte um diese Funktion karigiert. Jedes Experiment wurde mit fanf bis 20
einzelnen Protoplasten wiederhalt.

Puffer: 10mM MES, pH 6,5; 1 mM CaCl,; 10 mM KClI; 0,33 csmol mit Mannitol

2.10.3 Wachstumsmesaungen von Maiskoleoptilen

Die Wadstumsmesaingen wurden mit einem sog. Auxanometer, bestehend aus sds
paralel geschalteten Winkelgeber-Apparaturen, an aufgerauhten Maiskoleoptilen
durchgefuhrt (nach Lithen undBattger 1992. Dieses Auxanometer ermdglicht die Messung
des Wadhstums smultan in sedhs Versuchsgefalzen.
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31 Expressonsanalysen von AtERabplin A. thaliana

3.1.1 Northern-Blot-Analysen

Da bisherige Northern-Blot-Analysen des AtERabplGens basierend auf total-RNA-
Préparationen erfolglos blieben, muf@e von einer sehr niedrigen Transkriptmenge in den
analysierten Geweben ausgegangen werden. Deshalb war die Isolierung von Poly(A)*-RNA
notwendig, um die Proben mit mRNA anzureichern. Folgende Gewebe wurden analysiert:
Rosettenbldtter und Hypokayle von 4Wochen aten Pflanzen, Sprofladchsen undBliten von 6
Wochen dten Pflanzen und Wurzeln von 4 Wochen alten Wurzelkulturen. In alen
analysierten Geweben konrte an Signal bel einer Grole von etwa 1 kb detektiert werden. Als
Sonce wurde die AtERabpLcDNA verwendet. Zur Quantifizierung der Signale wurde mit
einer Ubiquitinsonde hybridisiert (Abb.4 A). Trotz spektroskopischer Bestimmung der
aufgetragenen RNA-Menge zeigte die Ubiquitinkortrolle unterschiedliche Signalstérken.
Deshalb wurde das AtERabp1-Signal auf das jeweili ge Ubiquitinsignal normiert (Abb. 4 B).
Ein Vergleich der Signastarken zeigte bei Normierung auf das Signal in Bliten (100 %)
abnehmende Transkriptmengen in Hypokayl (35 %), Rosettenbléttern (26 %), Sprolladchsen
(12 %) und Wurzeln (8 %). Die unterschiedlichen Signalstdrken der untersuchten Gewebe
weisen darauf hin, dal3 de Transkription des AtERabp1-Gens gewebespezifisch reguliert wird.
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Abb. 4: Northern-Blot-Analyse von A. thaliana Wil dtyppflanzen. (A) Jeweils 1 ug Poly(A)*-RNA wurde aus A.
thaliana Gewebe isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembranen transferiert.
Die Hybridisierung erfolgte mit der AtERabpl-cDNA bzw. mit einer Ubiquitin cDNA. B: Bliten, S:
Sproladhsen, R: Rosettenblétter, H: Hypokotyle, W: Wurzdn. (B) Die Quantifizierung erfolgte durch
Computeranalyse mit Hilfe des Programms ImageQuan. Die AtERabpl-Signale wurden auf die
Ubiquitinsignale normiert und dem Signal in Bllten wurde die relative Intensitét 100 % zugewiesen.

3.1.2 Western-Blot-Analysen

Spezifische Antikorper stellen wichtige Werkzeuge fur die Analyse von Proteinen dar. Sie
ermdglichen de Detektion des zu urtersuchenden Proteins in Proteinextrakten durch Western-
Blot-Analysen. In histologischen Studien kénren Informationen Uler die gewebespezifische
und subzellulére Lokalisierung gewonren werden. Aus diesen Grinden wurde en anti-
Peptidantikorper gegen AtERabpl hergestellt und auf seine Spezifitét hin Gkerprift. Des
weiteren wurde der Antikorper zur Detektion von AtERabpl in Gewebe von A. thaiana

verwendet.
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3.1.2.1.1 Herstellung eines gezifischen anti-AtERabp1-Peptidantikorpers

Mittels Computeranalyse (DNASTAR) wurde éne Sequenz aus der Primérsequenz von
AtERabpl gewdhlt, die ane hohe Immunagenitdt aufweist. Diese Sequenz Uberlappt zum
grof¥en Teil mit der Box A, diein allen Auxin-bindenden Proteinen hachkorserviert ist. Um
mogliche Kreuzreaktionen des herzustellenden Antikorpers auszuschlief3en, wurde in einer
Datenbank-Recdherche Sequenzen gesucht, die zu dem gewahlten Peptid hanolog waren.
Ausgenommen von AtERabpl wurden keine Proteine aus A. thaliana gefunden. Zur
Herstellung des anti-Peptidantikérpers wurde das folgende Peptid mit dem Synthesizer EPS
221 (Abimed) hergestellt:

NH,-SETPIHRHSCEE-COOH

Das Peptid wurde Uber die Thiolgruppe des Cysteinrestes an KLH gekoppelt und zur
Immunisierung in Kaninchen injiziert (Eurogentec). Durch Ammoniumsulfatpréazipitation
wurden de Antikorper vom Serum getrennt und anschlief3end auf einer Affinitatssaule mit
dem immobhili sierten Peptid gereinigt. Die Immohili sierung des Peptids erfolgte ebenfall s Gber
die Sylfhydrylgruppe des Cysteinrestes.

In Western-Blot-Analysen wurden mikrosomale Proteine ais Rosettenblédttern von A.
thaliana mit dem affinitdtsgereinigten anti-AtERabpl-Peptidantikérper untersucht. Der
Antikorper zeigte @ne spezifische Immunrestion, de durch einen UberschulR as Antigens
gehemmtwerden konrte (Abb. 5. Das Signal wurde bel einer apparenten molekularen Masse
von ca 24 KDa detektiert. Die aus der Primérsequenz berechnete molekulare Masse betragt
18,64 WDa AtERabpl lesitzt zwei theoretische Glykosylierungssequenzen. Unter der
Annahme, dal? de beiden Zuckerstrukturen dem in ZmERabp1identifizierten mannosereichen
Typ entsprechen (vgl. 3.3, betrégt die molekulare Masse ca 22,4 kDa, in guter
Ubereinstimmung mit dem detektierten Signal.
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Abb. 5: Western-Blot-Analyse mit  Kompetitionskontrolle. Mikrosomale Proteine as A. thdiana
Rosettenblattern (100 pg) wurden tber SDS-PAGE getrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert.
Diese wurde geteilt und mit anti-AtERabp1-Peptidantikorper (1) bzw. mit Antikérper und Antigen (2)
inkubiert.

3.1.2.2 Western-Blot-Analysen vonAtERabpl

In Northern-Blot-Anaysen wird dein den urtersuchten Geweben vorhandene mRNA-Menge
bestimmt. Um die Expresson des AtERabplGens auch auf Proteinebene zu Ukerprifen,
sollten Western-Blot-Analysen mit dem anti-AtERabpl-Peptidantikdrper durchgefiihrt
werden. Dazu wurden aus denselben Geweben, de fir die mRNA-Isolierung verwendet
wurden, Proteine der mikrosomalen Fraktion isoliert (Abb. 6. Die Signae in Bliten und
Hypokayl waren vergleichbar schwad, wahrend Sproffachsen undRosettenblétter ein dahnlich
starkes Signal aufwiesen. Somit ist neben der mRNA-Expresson auch de Proteinexpresson
gewebespezifisch; alerdings snd de Mengenverhdltnise genau entgegengesetzt (grole
Proteinmengen stehen geringen mRNA-Mengen gegentiber und ungekehrt).

Auffalend ist das shr starke Signal in Wurzelgewebe, das zudem bel einer kleineren
apparenten molekularen Mass (20 kDa) detektiert wurde. In alen urtersuchten Geweben
konnte a@n schwadies Signal mit anadoger molekularer Mass detektiert werden. Im
Blltengewebe ist dieses Signal sogar stérker, als das Signal bel 24 kDa. Mdglicherweise

handelt es sch um eine prozesgerte Form von AtERabp1.
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Abb. 6;: Western-Blot-Analyse mikrosomaler Proteine aus Rosettenbléttern von A. thaliana Jeweils 100 pg
Protein wurden (ber SDS-PAGE getrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion von
AtERabpl erfolgte mit dem anti-AtERabpl-Peptidantikdrper. B: Bliten; S: Sprofadsen; R:
Rosettenblétter; H: Hypokotyle; W: Wurzen.

3.1.3 I mmunfluoreszenzmarkierung von AtERabpl

Die gewebespezifische und subzellulére Lokalisierung eines Proteins erlaubt Rickschlisse
auf desen mdgliche Funktionen. Ausgehend von den gewonrenen Erkenntnissen der
Western-Blot-Daten sollte AtERabpl in Wurzeln auf zellulérer Ebene lokalisiert werden.
Ferner gibt es Hinweise, dal} AtERabpl eine wichtige Funkiion in der frihen
Embryonaentwicklung spielt (Chen et al., 200Q. Daher wurden zusétzlich Schoten von A.
thaliana untersucht. Durch de Verwendurg der indirekten Immunfluoreszenztechnik mit

FITC-gekoppelten Antikorper sollte die Sensitivitét erhoht werden.

3.1.3.1 Lokalisierung von AtERabplin Wurzeln vonA. thaliana

Fur die Herstellung von Gewebeschnitten wurden vier Wochen ate Wurzelkulturen
verwendet. Diese wurden fixiert, in PEG-Wads eingebettet und Querschnitte mit einer
Schichtdicke von 8 bs 10 um angefertigt. Die Detektion erfolgte mit dem anti-AtERabpl-
Peptidantikorper und enem FITC-gekoppelten Sekundérantikorper (Abb£€7). Die
mikroskopische Untersuchung der immunfluoreszenz-markierten Wurzelquerschnitte zeigte in
jungem Wourzelgewebe ohre Xylem die Markierung aler Zellen. Die stark blau
fluoreszierenden nicht markierten &auf¥eren Zellen hlden de Cayptra (A). Die
Dekonvdutionstechnik fuhrt zu einer hoheren optischen Auflésung mikroskopischer Bilder.
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Streulicht, das aus anderen Ebenen oder von der Seite kommt, wird von einem Bildpunk
mathematisch subtrahiert. Ferner wird das gesamte Licht, das von jeweiligen Bildpunk
ausgeht, berechnet und wieder zum Bildpunk zusammengefugt, auch wenn es nicht in der
Fokusebene detektiert werden kann (McNally et al., 1999. Das Signal des anti-AtERabp1-
Peptidantikorpers zeigte trotz Anwendurg dieser Technik keine engeschrankte subzell ulére
Lokalisierung, sondern es erstreckte sich tber die gesamte Zelle. Ausgenommen davon sind
radialsymmetrische Bereiche, die auf Vakuden bzw. den Zellkern schlief3en lasen (B). In
dlteren Wurzeln, de, erkennbar an der blauen Autofluoreszenz, bereits Xylemelemente
ausgebil det hatten, war eine deutliche Farbung des Zentralzylinders zu erkennen. Die Zellen
von Endodermis und Cortex waren in desem Entwicklungsdadium der Wurzel deutlich
vergrofRert und wiesen nur eine schwade bzw. kaum mehr detektierbare Markierung auf (C).
Zur Kontrolle diente in desem Entwicklungsdadium der Wurzel die spezifische Hemmung
des Primarantikopers mit einem UberschulR ks zur Immunisierung verwendeten Peptids (D).
Die gruine Fluoreszenz des FITC-Signas wurde vollstdndig geldscht. AtERabpl lesitzt eine
ER-Signalsequenz und ein ER-Retentionssgnal und konne ausschliefdich in mikrosomalen
Proteinprparationen in  Western-Blot-Analysen detektiert werden. Daher war ene
Markierung von ER-Strukturen zu erwarten gewesen. Um auszuschlief3en, dal3 subzellulére
Strukturen bei der Pr8paration des Gewebes zerstort wurden, wurde an Priméarantikorper
(MAC256) eingesetzt, der gegen den C-terminus von ZmERabpl einschliefdlich des ER-
Retentionssgnals gerichtet ist (Napier et al., 198§. Dieser Antikorper markierte ER-Proteine
in tierischen Zellen und konte in desem System als ER-Marker eingesetzt werden (Napier et
al.,, 1993. Als Sekunddrantikorper wurde en Oregon-Green-Konjugat verwendet. Die
Markierung mit MAC256 zeigte an typisches ER-Muster und dokumentiert somit die
Erhatung subzell uldrer Strukturen wahrend der Gewebepraparation (E).
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(A)

(B)

Abb. 7. Lokalisation wvon AtERabpl in Wurzdn von A. thaliana Mikroskopische Aufhahmen
immunfluoreszenzmarkierter Wurzequerschnitte. Verwendet wurde der affinitétsgereinigte anti-
AtERabpl-Peptidantikdrper bzw. ein affinitétsgereinigter anti-KDEL-Peptidantikorper. Die Detektion
erfolgte mit einem FITC-gekoppelten Sekundarantikdrper (A bis D) bzw. mit einem Oregon-Grean-
gekoppelten  Sekundérantikérper (E). (A) relativ junges Wurzdgewebe markiert mit  dem
anti-AtERabpl-Peptidantikorper; (B) dasslbe Objekt wie in (A) aufgenommen mit der
Dekonvolutionstechnik; (C) alteres Wurzelgewebe markiert mit dem anti-AtERabp1-Peptidantikorper;
(D) Kontrolle mit 100fachem nolaren Uberschul? ces Antigens zum anti-AtERabp1-Peptidantikorper;
(E) relativ junges Wurzdgewebe markiert mit MAC256. Jeweils redits neben den
Fluoreszenzaufnahmen sind die entsprechenden Hell fel daufnahmen abgebil det.
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Abb. 7: Lokalisation von AtERabplin Wurzen von A. thaliana Legende s. vorhergende Seite.
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3.1.3.2 Lokalisierung von AtERabplin Embryonen vonA. thaliana

Es wurden Gewebeschnitte von urreifen griinen A. thaliana Schoten immuncytochemisch mit
Hilfe des anti-AtERabp1-Peptidantikérpers und eines FITC-gekoppelten Sekundérantikorpers
analysiert. Dazu wurden de Schoten fixiert, in PEG-Wads eingebettet und Schnitte mit einer
Schichtdicke von 8 bs 10 um angefertigt. Die Lokalisierung von AtERabplwurde in einigen
Entwicklungsdadien der Embryogenese verfolgt (Abb. 8. In jungen Embryonalstadien bis hin
zum Torpedostadium waren al e Zellen deutlich markiert (A-C). Aul3erdem wiesen sie én der
Markierung in Wurzelzell en analoges Signamuster auf. Die Spezifitat des Antikorpers wurde
duch de Kompetition mit seinem Antigen demonstriert (D). Ab dem gebogenen

Keimbl &tterstadium wiesen Embryonen kein Fluoreszenzsignal mehr auf (E undF).
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Abb. 8: Lokalisation von AtERabplin Embryonen von A. thaliana Legende s. nachste Seite.
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Abb. 8: Lokalisation wvon AtERabpl in Embryonen wvon A. thaliana Mikroskopische Aufnahmen
immunfluoreszenzmarkierter Embryonen in verschiedenen Entwicklungsgadien. Verwendet wurde der
affinitétsgereinigte  anti-AtERabpl-Peptidantikérper. Die Detektion erfolgte mit einem FITC-
gekoppelten Sekundérantikorper. (A) Kugel-Stadium/Trianguéres Stadium; (B) Herz-Stadium; (C)
Torpedo-Stadium; (D) Torpedo-Stadium, Kontrolle mit 100fachem molaren Uberschu? des Antigens
zum anti-AtERabp1-Peptidantikdrper; (E) Gebogene Keimblétter-Stadium; (F) reifer Embryo. Jeweils
redhts neben den Fluoreszenzaufnahmen sind die entsprechenden Hell fel daufnahmen abgebil det.
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3.2 Homologe Expresson in A. thaliana

Das Auxin-bindende Protein aus A. thaliana AtERabpl, ist vermutlich ein bedeutendes
Protein in der Signatransduktionskette von Auxin (Ubersicht s. Venis und Napier, 1995
Jones 1998. Eine Verénderung in der natirlichen Expresson kénrie daher eine dramatische
Auswirkung auf den Phénotyp haben. Die Expresson der AtERabplcDNA in sense- und
antisense-Orientierung unter der Kontrolle @nes kongtitutiv aktiven 35SPromotors konrte
bereits in einem frihen Entwicklungsdadium eine letale Auswirkung haben (Chen et al.,
2000. Mit der Anwendurg aktivierbarer Promotoren kann eine kontrolli erte Expresson
exogener DNA erreicht werden. Das Prinzip des verwendeten aktivierbaren Systems besteht
in der Kreuzung zweier Pflanzenlinien (Moore et al., 199§. Die Aktivatorpflanzen
exprimieren urter der Kontrolle enes konstitutiven 35SPromotors einen chiméren
Transkriptionsfaktor. Dieser Faktor ist ein Fusionsprotein einer hochaffinen DNA-
Bindurgsmutante des Lac-Repressors aus E. coli undeiner Transkriptionsaktivierungsdomane
des Gal4-Proteins aus S.cerevisiae. In den Reporterpflanzen befindet sich de exogene DNA
unter der Kontroll e des aktivierbaren Promotors pOp. Dieser besteht aus zwei lac-Operatoren
und einem Minimalpromotor. Nach der Kreuzung beider Linien bindet der LacRepressor an
den Operator, und de Transaktivierungsdomane bewirkt die konstitutive Expresson cer
exogenen DNA. Im Gegensatz zur Expresson urter der Kontrolle @nes konstitutiv aktiven
35SPromotors wird der Zeitpunk der Aktivierung durch de Kreuzung beider Linien
bestimmt. Ein auftretender Phanotyp kann daher direkt auf die Aktivierung zurtickgefihrt
werden. Falls die Kreuzung des konstitutiven Aktivators mit dem Reporter letal fur die
Nadhkommen sein sollte, besteht ferner die Mogli chkeit, Aktivatorpflanzen zu verwenden, de
den Transkriptionsfaktor unter der Kontrolle gewebespezifischer Promotoren exprimieren

bzw. urter chemischer Kontroll e tragen.

Es danden transgene A. thaliana Pflanzen zur Verfigung, die die AtERabplcDNA in
ihrem Genom in sense- bzw. antisense-Orientierung unter der Kontrolle des aktivierbaren
Promotors pOp tragen (Fedler, 1997. Die Aktivierung wurde mit den zur Verflgung
stehenden Aktivatorlinien durchgefuihrt und de Nachkommen analysiert.
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3.21 Charakterisierung der AtERabpl-sense- und antisense-Pflanzen

Zu Beginn deser Dissrtation standen jewels sds aktivierbare AtERabplsense- und
antisense-Pflanzen zur Verfigung. Zwei AtERabplsense- und de antisense-Linien wurden
mit einer Aktivatorlinie (Mohrs, 1998 gekreuzt. Die gebildeten Samen wurden geentet,
sterilisiert und auf Resistenzmedium ausgelegt. Nadh 14 Tagen wurden de resistenten
Keimlinge in Erde dberfihrt und im Gewédshaus weiter kultiviert. Die Samen deser
T1-Linien (T2-Generation) wurden geentet und fur Transkriptionsanalysen und Immuno-

Blots verwendet.

3.21.1 Northern-Blot-Analysen der T2-Generation

Zur Uberpriifung der Transkription cer aktivierten Pflanzen wurden Northern-Blot-Analysen
in der T2-Generation duchgefiihrt (Abb.9). Als Material dienten Rosettenblatter vier
Wochen alter Pflanzen. Die Hybridisierung erfolgte mit der AtERabpLcDNA. In alen
analysierten Geweben wurde é@n Signal bel einer Grofe von etwa 1 kb detektiert. Zur
Quantifizierung der Signale wurde mit ener Aktinsonde hybridisiert (A). Trotz
spektroskopischer Bestimmung der aufgetragenen RNA-Menge zeigte die Aktinkortrolle
unterschiedliche Signalstérken. Deshalb wurde das AtERabpl-Signa auf das jeweilige
Aktinsignal normiert (B). Die Analyse zeigte in den Linien sl und a20 eine starke
Uberexpresson (13-fach bew. 9-fach lber Wildtypniveau) sowie in den Linien al3 unda23
eine schwade Uberexpresson ces AtERabplsense- bzw. antisense-Transkripts (jeweils 3-
fadch Gker Wildtypniveau). Die Linie s6 zeigte keinen Effekt. Da die Analyse mit einer DNA-
Sonce vorgenommen wurde, konrte nicht zwischen sense- und antisense-Transkript

unterschieden werden.
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Abb. 9: Northern-Blot-Analysen der aktivierten AtERabplsense- und antisense-Pflanzen. (A) 1 pug Poly(A)*-
RNA wurde aus Rosettenbléttern isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
transferiert. Die Hybridisierung erfolgte mit der AtERabpl-cDNA bzw. mit einer Aktin-cDNA. wt:
Wildtyp; K1: nicht aktivierte sense-Linie s1; K20: nicht aktivierte antisense-Linie &0; sl: aktivierte
sense-Linie sl; s6: aktivierte sense-Linie s6; al3: aktivierte antisense-Linie &l3; a20: aktivierte
antisense-Linie &0; a23: aktivierte antisense-Linie &3. (B) Die Quantifizierung erfolgte durch
Computeranalyse mit Hilfe des Programms ImageQuart. Dem Signal in Wildtyp wurde die relative
Intensitdt 1 zugewiesen.

Relative Intensitat
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3.2.1.2 Western-Blot-Analysen der T2-Generation

Um eine mogliche Auswirkung des verdnderten Transkriptspiegels insbesondere der Linien
s1, al3, a20 unda23 auf Proteinebene zu verifizieren, wurden aktivierte und ncht aktivierte
Pflanzen sowie die Aktivatorlinie im Vergleich zum Wildtyp einer Western-Blot-Analyse
unterzogen (Abb.10). In alen Proben wurde en Signal mit einer apparenten molekularen
Mase von 24 lDa detektiert. Beim Vergleich der AtERabpl-Proteinmengen in den
aktivierten Pflanzen mit den nicht aktivierten Pflanzen kzw. Wildtyp und Aktivatorlinie
konnte keine signifikante Veranderung detektiert werden. Da ebenfalls beim phdnaotypischen
Vergleich der aktivierten und ncht aktivierten Pflanzen kein Unterschied festzustellen war,
wurde auf weitere Untersuchungen verzichtet. Es mufde davon ausgegangen werden, dai3
posttrankriptionelle Regulierungen in den aktivierten Pflanzen zu einer Reduktion der

Proteinexpresson auf Wil dtyp-Niveau fuhrten.

Abb. 10: Western-Blot-Analyse der aktivierten sense und antisense Pflanzen. Etwa 100 pg mikrosomale Proteine
aus Rosettenbléttern wurden tber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert.
Die Detektion von AtERabp1 erfolgte mit dem anti-AtERabp1-Peptidantikrper. wt: Wil dtyp; K1: nicht
aktivierte sense-Linie s1; K6: nicht aktivierte sense-Linie s6; sl: aktivierte sense-Linie sl; 6: aktivierte
sense-Linie s6; al3: aktivierte antisense-Linie dl3; a20: aktivierte antisense-Linie &0; a23: aktivierte
antisense-Linie @3; K23: nicht aktivierte antisense-Linie &3; K20: nicht aktivierte antisense-Linie
a20; K13: nicht aktivierte antisense-Linie al3; Akt: Aktivatorlinie.
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3.3 Massnspektrometrische Analyse von ZmERabpl

ZmERabpl ist das einzige Auxin-bindende Protein, das fur biochemische Analysen in
ausreichenden Mengen aus Maiskoleoptilen isoliert werden kann. Bisher charakterisierte
Auxin-bindende Proteine weisen eine hohe Ahnlichkeit (55 %) in ihrer Aminosiuresegquenz
auf (Ana et al., 1997. Ferner besitzen ale Proteine drei konservierte Cysteinreste. Dies
deutet darauf hin, dafi3 alle Auxin-bindenden Proteine a@ne énliche Tertiarstruktur ausbil den,
einschliefdlich der kovalenten Verknipfung tber die Cysteinreste. Somit erlaubt die Analyse

von ZmERabpl Rickschlisse auf die homologen Proteine.

Es konne gezeigt werden, dal3 ZmERabpl urner nativen Bedingungen als Homodimer
vorliegt, jedoch nach nichtreduzierender SDS-Denaturierung als Monamer (Shimomura et al.,
1986. In frihen Experimenten zur Auxinbindurg wurde nach reduktiver Behandlung von
Maismikrosomen eine Abnahme spezifischer NAA -Bindurg beobadtet (Ray und Dohrmann,
1977). Daher lag die Vermutung nahe, dal3 in ZmERabp1 eine intramolekulare Disulfidbrticke
vorliegt, die fir die Auxinbindurg notwendig ist. In eéinem epitope-mappngVersuch wurde
eine Disulfidbrticke zwischen Cys2 undCys3 in NtERabpl patuliert (Leblanc et al., 19991).
Dabel wurden monoKonale Antikorper gegen Peptide von NtERabpl eingesetzt, die auf der
Proteinprimarsequenz  voneinander getrennt liegen. In dem Experiment konrte gezeigt
werden, dai’ einige Anti-Peptidantikorper Uberlappende Antigenitédt aufwiesen. Dies wurde ds
raumliche Néhe der entsprechenden Epitope interpretiert. Um die Frage @ner mdglichen
Disulfidbricke direkt aufzukléren, sollte ZmERabpl aus Maikoleoptilen isoliert und

massenspektrometrisch analysiert werden.

Bei der Elektrospray-Massenspektrometrie (ES-MS) werden Moleklle schorend ionisiert,
gemal’ ihrer molekularen Mas<e getrennt und cdetektiert. Es erfolgt keine Fragmentierung, und
kovalente Bindurgen wie Disulfidbriicken bleiben erhalten. Daher eignet sich dese Methode
sehr gut zur Bestimmung der molekularen Masse von Proteinen undProteinkomplexen, sofern
ihre Verknipfung kovaent ist. Die Tandem-Massenspektrometrie (Tandem-MS bzw.
MS/MS) berunt auf der Hintereinanderschaltung zweier Massenspektrometer. Im ersten
Massenspektrometer wird de Probe ionisiert und ergibt ein Massenspektrum. Eine bestimmte
lonensorte kann dann in eine StolRkammer gelenkt und dat fragmentiert werden. Die

Fragment-lonen werden anschlief3end im zweiten Massenspektrometer getrennt und cetektiert.
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Mit dieser Methode kdnren Informationen Ubker die Struktur eines Molekils gewonren

werden.

3.3.1 Analyse der molekularen Masse von ZmERabpl

ZmERabplwurde aus etiolierten Maiskoleoptil en isoliert. Die mikrosomalen Proteine wurden
durch lonenaustauschchromatographie fraktioniert und ZmERabpl duch Affinitas
chromatographie zur Homogenitét gereinigt (Abb. 11).
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Abb. 11: Isolierung von ZmERabp1 aus Maiskoleoptil en. 1: mikrosomale Proteine; 2: DEAE-Elutionsfraktion; 3:
DEAE-Durchflu3fraktion; 4: PAA-Durchflu3fraktion; 5-7: PAA-Elutionsfraktionen.

ZmERabp1 wurde mittels ES-MS analysiert. Es wurden mehrfachgeladene Mol ekdilionen
detektiert ([M+10H]'* bis [M+15H]**") und zur Berechnurg der molekularen Masse des
Proteins verwendet (Abb. 19. Die Mas< betragt 20243Da.

Aus friheren Analysen ist bekannt, dal3 ZmERabplglykosyliert ist, und @3 der Zuckerrest
sehr wahrscheinlich dem mannasereichen Typ entspricht (Hess et al., 1989. Dies wurde aus
dem Verhdltnis der identifizierten Moncsacdaride (2 Glukasaminreste, 9 Mannacsereste)
postuliert. Die Masse des Glykanrests wurde durch Subtraktion der aus der Sequenz von
ZmERabp1 kerechneten Mas<s der Polypeptidkette von der experimentell bestimmten Masse
ermittelt. Bel dieser Beredhnurg konrie entweder die Mass der reduzierten Form des
Proteins (ale Cystinreste liegen als Sulfhydryle vor, 18379,86Da) oder die Mass der
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oxidierten Form des Proteins (eine intramolekulare Disulfidbriicke 18377, 84Da) verwendet
werden. Unter Verwendurg der Disulfid-Form von ZmERabpl ketrug die berechnete Masse
des Glykanrestes 1865,16 Da, bei Verwendurg der redwzierten Form 1863,14 Da. Die
theoretisch beredhnete Masse fir den manncsereichen Glykanrest betrug 1865,67Da. Die
Abweichung von desem Wert ist bel der Verwendurg der oxidierten Form von ZmERabpl
geringer. Daher impliziert bereits die Bestimmung der molekularen Masse von ZmERabpl

das Vorhandensein einer Disulfidbriicke.

Ferner wurden funf weitere signifikante Molekulspezies zwischen 19400 und 2010@a
detektiert. Diese Signale wiesen auf die Gegenwart mehrerer Glykoformen von ZmERabpl
hin, bei denen ein oder mehrere Mannasereste fehlten (A 162 = Mannacse). Das Phanomen
unterschiedlicher Glykoformen wurde ach bei anderen Glykoproteinen wie z.B.
Ribonukease B beobadtet (Burlingame, 1993.
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Abb. 12: Massenspektrometrische Analyse von ZmERabpl Uber den Massenzahlen der Molekilionen sind ihre
Ladungszahlen angegeben. Das Fenster zeigt die berechnete molekulare Masse von ZmERabpl Neben
dem vollstandig dykosylierten Protein wurden verschiedene Glykoformen detektiert, die sich vom
mannosereichen Typ durch das Fehlen ein oder mehrerer Mannosereste unterscheiden (A 162 Da).
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3.3.2 Analyse der Disulfidstruktur von ZmERabpl

Zur Lokalisierung der postulierten Disulfidbriicke in ZmERabpl wurden zwel Experimente
durchgefuhrt. Fir die im Protein vorhandenen drei Cysteinreste (Cys2, Cys61 undCysl55)
gibt es neben der vallig reduzierten Form drei intramolekulare Verknipfungsmogli chkeiten;
jeweils ein Cystein liegt dabel in reduzierter Form vor. Im ersten Experiment sollte zuerst das
freie Cystein mit einem fur Sulfhydrylgruppen spezifischen Agens chemisch markiert werden.
Nad reduktiver Spaltung der postuli erten Disulfidbriicke sollten de entstandenen Sulfhydryle
analog mit einem zweiten Agens umgesetzt und s Protein tryptisch verdaut werden. Im
zweiten Experiment sollte ZmERabpl drekt tryptisch verdaut und de tiber die Disulfidbriicke

verknipften Peptide identifiziert werden.

3.3.2.1 Lokalisierung einer Disulfidbrticke durch spezifische Derivatisierung

Zuerst wurde das Protein mit 4-Vinylpyridin ungesetzt. Dadurch wurden alle freien
Cysteinreste derivatisiert. Nach Spaltung der Disulfidbriicke mit 3-Mercgptoethand wurde die
Proteinldsung mit lodacdamid versetzt, um die an einer Disulfidbrticke beteili gten Cysteine
zu caboxymethyli eren. Anschliefiend wurde tryptisch verdaut, das Peptidgemisch tber HPLC
fraktioniert und massenspektrometrisch analysiert (Abb. 13). Die Identitét der Peptide wurde
durch Vergleich der detektierten Massen mit den aus der Primérsequenz von ZmERabpl
abgeleiteten theoretischen Werten bestimmt (Tab. 1). In alen Untersuchungen konrte keine
Spaltung zwischen den theoretischen tryptischen Peptiden T11 undT12 detektiert werden.
Diese Peptide traten somit immer as T1V12-Fragment auf (Tab.1). Die
massenspektrometrische Analyse zeigte, dald das tryptische Fragment T11/12 den 4
Vinylpyridinrest trug, erkennbar an der Mas®endifferenz von 105Da. Dies bedeutet, dal
Cysl55 dbs einzige Peptid mit einer freien Sulfydrylgruppe in ZmERabpl war. Bestétigt
wurde das Ergebnis durch de Identifizierung der Carboxymethylierung der Peptide T1 und
T6, de beide ene Mas®ndifferenz von 57Da aufwiesen (Tab. 1). Alle weiteren tryptischen
Peptide konrten detektiert werden, mit Ausnahme von T7, dessen HPLC-Retentionszeit zu
gering war (s. Anhang).
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Abb. 13: Masenspektrometrische  Analyse d@nes  tryptischen  Verdaus  von derivatisiertem
(4-Vinylpyridin/lodacgamid) ZmERabpl A: Chromatographische Spur als Totalionenstrom (TIC); B-
D: Massnspektren der derivatisierten Peptide TLl/lodacdamid, T6/lodacdamid bzw. T11/12/4-
Vinylpyridin.

3.3.2.2 Direkter Nachweis einer Disulfidbriicke

Um die Lokalisierung der Disulfidbriicke zwischen Cys2 und Cys61 drekt nachzuweisen,
wurde das isolierte ZmERabpl drekt einem tryptischen Verdau urterzogen und
massenspektrometrisch urtersucht. Es konrte e@ndeutig gezeigt werden, dal3 de tryptischen
Fragmente T1 und T6 nicht einzeln, sondern zusammen mit einer Masse von 1753,9Da
detektiert wurden (Abb.14A u. Tab. 2). Kein weteres mdgliches Dipeptid, das auf eine
andere Disulfidbrticke hinweisen wirde (T1/T11/12, T6/T11/12), wurde detektiert. Es wurden
weder das Fragment T11/12 ncch de Einzel peptide detektiert.

In eénem MS/MS-Experiment wurden de verknUpften Peptide T1 und T6 genauer
untersucht (Abb.14B u. Tab. 3). Mittels Fragmentanalyse konnte die Sequenz ermittelt
werden. Ferner wurde die Verknipgfungsart der beiden Peptide tber eine Thioetherbindurg
und somit die Disulfidbriicke endeutig durch die dharakteristischen lonenpaae 430,31323,7
sowie 1258,8496,4 lewiesen.
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Abb. 14: Analyse der disulfidverbiickten Peptide T1/T6. A:Molekilionenspektrum von T1/T6; B:Tandem-
Massenspektrum von T1/T6; das Fenster zeigt die schematische Fragmentierung des Molekiils.
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Peptide [M+H]" theor. | [M+H]" det. | RT [min] Bemerkungen
TUT6 175407 17539 22,02-22,11 | T1 verknipft mit T6 Uber Disulfidbriicke
T2 70377 7035 9,63-9,98 —
T3 304345 30434 31,57-31,83 —
T4 164285 16419 28,71-29,06 —
T5 62373 6234 4,71-4,97 —
T7 204,25 — — Dipeptid, zu kein zur Detektion
T8 109432 10936 22,21-23,08 —
T9 729771 72954 37,79-37,88 | Mannosereicher Typ (GIcNAc,Many)
T10 200835 20078 — —
T11 170490 — — Nicht det.
T12 376,39 — — Nicht det.
Tab. 2: Identifizierungder tryptischen Fragmente von ZmERabp1 Natives ZmERabp1wurde mit Trypsin

Die Resultate der Fragmentanalyse belegten de Existenz einer
Disulfidbriicke in ZmERabp1zwischen Cys2 undCys61 (Abb. 15).

verdaut, Uber HPLC getrennt und massenspektrometrisch analysiert.

S-S

Cys2

Cy:561

intramol ekularen

Cy|5155

T2

T3

T4

T8

T9

T1

T7

T12

Abb. 15: Schematische Darstellung der Disulfidstruktur von ZmERabpl Die Redtedke stellen mal3stabgerecdt

die tryptischen Fragmente dar. Die Peptide mit Cysteinresten sind rot unterlegt.
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Sequenz [M+H]" / [M+2H]*" theor. [M+H]" / [M+2H]*" det.
SCVR TUT6 17540 17539
O 8775 8774
HSCEEVFTVLK
SCVR bis 17360 n.d.
0 bs? 8685 8682
HSCEEVFTVLK
SCVR bus 16079 16069
0 b 804.4 804.1
HSCEEVFTVL
SCVR bis 14947 14937
0 bt 7479 7476
HSCEEVFTV
SCVR bis 13956 13944
0 b2 6983 6980
HSCEEVFT
SCVR b1 12945 12935
0 by %t 6477 647.9
HSCEEVF
SCVR bio 11473 11462
0 by 5741 574.0
HSCEEV
SCVR bo 10481 10488
0 [ 5246 n.d.
HSCEE
SCVR bg 9190 9193
0 bg* 4600 4604
HSCE
SCVR b, 7899 7899
0 b 3955 n.d.
HSC
SCVR (- H,S) 4305 4303
SCVR 4966 4964
0
SH
HSCEEVFTVLK (—H,S) 12575 12586
SH 13226 13237
O
HSCEEVFTVLK

Tab. 3: MS/IMS-Analyse der Uber eine Disulfidbriicke verbundenen Peptide TL/T6. Aufgefiihrt ist die b-
Fragmentierungsserie sowie die Spaltungder Disulfidbriicke von TL/T6.
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34 Renaturierung von AtERabp1

Die fur biochemische Analysen bendtigten Proteinmengen sind viel gréfier, als die Mengen,
die sich aus Pflanzen von A. thaiana in einem sinnvdlen Mal3stab isolieren lasen. Daher

sollte AtERabplin E. coli rekombinant exprimiert, isoliert undrenaturiert werden.

34.1 Expresgon und Reinigung

Die AtERabpl-cDNA wurde in den Expressonsvektor pET28a unter der Kontrolle des T7-
Promotors kloniert. Zur leichteren Reinigung tber Ni-NTA-Agarose wurde das Protein mit
einer N-terminalen Fusion von sechs Histidinresten exprimiert. Fir die angestrebten
Untersuchungen wurden mehrere Milli gramm des Proteins bendtigt. Aus 4 | Bakterienkultur
wurden nach IPTG-Induktion de inclusion bodes isoliert, denaturierend gelost und zur
Trennurg von kekteriellen Verunreinigungen sowie von DTT auf einer Sephadex G-25-Saule
in einen anderen Puffer Uberfuhrt. Die Affinitatsreinigung des Proteins erfolgte auf einer Ni-
NTA-Saule. Schliefdlich wurde zur Vorbereitung der Renaturierung erneut auf einer Sephadex
G-25-Saule der Puffer gewedhselt. Die a@nzelnen Reinigungs<chritte wurden duch SDS-
PAGE analysiert (Abb. 16). Die Ausbeute betrug etwa 300 mg rekombinantes Protein.

R FT FT E1 E2 E3 E4 E5 EG6
66—

45—
31— |

21—
14— =

Abb. 16: Isolierung won AtERabpl aus E. coli und Reinigung an Ni-NTA-Agarose. Coomasse-Farbung eines
SDS-Gels. R: Rohextrakt; FT: Durchflul3; E1-E6: Elutionsfraktionen.
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3.4.2 Renaturierung

Nach der Isolierung lag das rekombinante Protein in 6 M Guanidiniumhydrochlorid vor und
sollte fur weitere funktionelle Analysen in seine native Konformation Ukerfihrt werden. Eine
einfache und effiziente Methode ist das rasche Verdiinren der Proteinlésung in ein grof3es
Volumen. Dabel wird einerseits das eingesetzte Agens unter seine denaturierend wirkende
Konzentration verdinrt. Andererseits wird die Proteinkorezentration stark verringert, so dal3
die Aggregation von Ruckfatungsintermediaten minimiert wird. Die Zusammensetzung des
Puffers einschliefdlich des Redoxpotentials wurde empirisch evaluiert. Dazu wurden mehrere
Renaturierungen in kleinen Volumina durchgefihrt und Fluoreszenzspektren aufgenommen.
Verwendet wurde schliefdlich ein reduzierender basischer Puffer mit Arginin undGlutathion.
Um auszuschlief3en, dal3 Mikroaggregate die nachfolgenden Analysen stdren, schlof3sich nach
der Konzentration cer Probe @n Ultrazentrifugationsschritt an. Uber SDS-PAGE wurde
Uberprift, ob ein ausreichender Tell des rickgefalteten Proteins unter denaturierenden aber
nicht reduzierenden Bedingungen as Monamer vorlag (Abb.17). Der Vergleich von
reduzierter und nchtreduzierter Probe zeigte, dal3 etwa 50 % des vorhandenen Proteins als

Monamer vorlagen.

1 2
97 —
66 —
-
45—
. <«— Dimer
31—

.. <«— Monomer
21—

14 —

Abb. 17: Uberpriifung der Renaturierung Jeweils 5 g renaturiertes AtERabpl wurde déner SDS-PAGE mit
anschlielfender Coomasse-Farbung unerzogen. Dabei wurde éne Probe mit Puffer ohne
Reduktionsmittel (1), die andere mit reduzierendem Probenpuffer (2) versetzt.
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3.4.3 Fluoreszenzspektroskopie

Das Fuoreszenzspektrum eines Proteins wird hauptsdchlich duch de Fluoreszenz der
Tryptophanreste bestimmt. Dabei beanflufd die direkte rdumliche Umgeburg des Fluorophas
die Lage und Intensitdt des Fluoreszenzmaximums. Je hydropholer die Umgebung des
Tryptophanrestes ist, desto starker ist das Emissonsmaximum ins kurzwellige Blaulicht
verschoben; umgekehrt verschiebt es sch in pdarer Umgebung zu groleren Well enléngen.
Mesaungen der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz geben daher Aufschlul dartiber, ob ein
Protein denaturiert vorliegt oder ob sich bereits regelmaliige Strukturen ausgebil det haben. Im
ersten Fall li egt das Fluoreszenzmaximum bei 350 rm, wahrend retives Protein in der Regel
ein Maximum um 330 m oder darunter besitzt (Eftink, 1997. Daher stellt die
Fluoreszenzspektroskopie @ne schnelle und effiziente Methode zur Uberprifung der
Renaturierungsschritte dar. Ferner ist die Fluoreszenzspektroskopie éne haufig angewandte
Methode zur Analyse sowohl von Protein-Protein- als auch von Protein-Ligand
Wedselwirkungen (Phizicky und Fields, 1995. Zur weteren Charakterisierung des
renaturierten AtERabpl sollten Titrationen mit Auxin duchgefihrt und de

Dissziationskonstante des Protein-Ligand-K omplexes bestimmt werden.

3.4.3.1 Uberpriifung der Renaturierung

Direkt nach der Renaturierung wurden Messungen der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz
vorgenommen. Es wurden sowohl die Emissonsgektren von renaturiertem AtERabpl as
auch von anschlief3end wieder mit Guanidiniumhydrochlorid denaturiertem AtERabpl
aufgenommen (Abb.18). Die Spektren zeigten eine deutliche Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums von 330 m (renaturiertes Protein) zu 350 m (denaturiertes Protein).

Aulerdem wies die denaturierte Proteinprobe e@ne geringere Fluoreszenzintensitat auf.
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Abb. 18: Fluoreszenzspektren von renaturiertem (griin) sowie von denaturiertem (rot) AtERabpl Die Anregung
erfolgte bei 285nm, und de Emisson wurde awischen 300 und 400nm aufgezeéchnet.

3.4.3.2 Ligandentitration

Ferner wurden Ligandentitrationen duchgefiihrt, um eine spezifische Bindurg an das
renaturierte Protein zu Uberprifen. Die Bindurg eines Liganden an ein Protein zeigt sich in
der Intensitdtsdnderung des Fluoreszenzmaximums. Die Bindurg von Auxin an ZmERabp1list
vom pH-Wert abhéngig. Das Optimum liegt bei einem pH-Wert von 5,5(L6bler und Klémbt,
1985. Daher wurde die Proteinlésung auf diesen pH-Wert eingestellt und Titrationskurven
aufgenommen. Dabei wurde durch de Wahl des Puffers darauf geaditet, dal? de Zugabe des
Liganden den pH-Wert nicht verénderte. In Auxinbindurgsgudien wurde gezeigt, dald3 das
synthetische Auxin 1-NAA eine hohere Affinitat zu ZmERabp1 tesitzt (Kp 2,4x 107 M), as
die natiirlich vorkommende IAA (Kp 1,26x 10° M) (Hes= et al., 1989. AuRerdem sind de
spektroskopischen Eigenschaften von ENAA gunstiger, da IAA as Tryptophananalogon
stérker als 1-NAA die Mesaung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz des Proteins
Uberlagert. Daher wurde 1-NAA bei den folgenden Mesaungen verwendet. Als Referenz
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diente die Titration von ENAA in Probenpufer und wurde aufgrund seiner relativ starken
Eigenfluoreszenz vom Proteinfluoreszenzsigna subtrahiert. Sowohl die Proteinkorzentration
als auch de Konzentration von ENAA lagen im mikromolaren Bereich. Zur Aufnahme aner
Titrationskurve wurde die relative Fluoreszenz bei 340 rm gegen de 1-NAA Konzentration
aufgetragen (Abb. 19). Die Emissonwurde bei 340 nm gemessen, da bei dieser Well enlange
die Fluoreszenzénderung maximal war. Als Kontrolle wurde die Proteinlésung durch Zugabe
von festem Guanidiniumhydrochlorid denaturiert und der Titration urterzogen (Abb. 19). Der
Vergleich zeigte bel der renaturierten Probe mit steigender 1-NAA-Konzentration einen
abnehmenden Verlauf der Fuoreszenzintensitdt, wahrend de denaturierte Probe
Fluktuationen in der relativen Fluoreszenz aufwies. Ferner war der Wert der relativen
Fluoreszenz vor der 1-NAA-Zugabe bei der renaturierten Probe deutlich grof¥er. Dies wies
darauf hin, da3 zumindest ein Tell des renaturierten AtERabpl in seiner nativen

Konformation valag und dasher Auxin zu binden vermochte.

11

Relative Fluorezenz
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Abb. 19: Titration von renaturiertem (grin) und mit 4 M GdmCl denaturiertem (rot) AtERabpl mit 1-NAA.
Aufgetragen ist die relative Fluoreszenz gegen die NAA -Konzentration nach Puff erkorrektur.
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Die in Abbldung Abb. 19 dargestellte Titration mit 1-NAA wurde zur Berechnurg der
Komplex-Disziationskonstanten Kp herangezogen (Abb.20). Die Titration zeigte ene
konvergierende Abnahme der relativen Fluoreszenz. Allerdings wurde die Konzentration von
AtERabpl nu geschétzt, da die Rickfatungsausbeute nicht bestimmt werden konrte. Die
eingesetzte Gesamtproteinkoreentration betrug 100 ug/ml. Das funktionell aktive Protein liegt
unter SDS-denaturierenden Bedingungen als Monamer vor (Shimomuraet al., 1986; dies war
fur etwa 50 % des renaturierten Proteins der Fal (Abb.17). Das entsprach einer
Proteinkoreentration von etwa 50 pg/ml, oder 2 nmol/ml bzw. 2 uM. Die resultierende
Disziationskonstante von 1-NAA wurde durch nichtlineae Regresson mit Hilfe enes

Computerprogramms (Sgma Plot) berechnet undergab 2,3x 10° M.

11

10 e

0,9 -

0,8 -
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Relative Fluoreszenz
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Abb. 20: Titration von renaturiertem AtERabpl mit 1-NAA zur Bestimmung der Disziationskonstanten.
Aufgetragen ist die relative Fluoreszenz bel 340 nm gegen die 1-NAA-Konzentration nach
Pufferkorrektur; die Anregungerfolgte bei 295 nm. Die Regresson wurde mit Sgma Plot durchgefihrt.
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Die zu 1-NAA isomere 2-NAA besitzt keine physiologische Auxinwirkung. In
Bindurgsdudien mit isolietem ZmERabpl konrie dlerdings eine mit 1-NAA
kompetiti erbare Bindurg ermittelt werden (Lobler undKlambt, 1985 Shimomura et al., 1986
Hese et al., 1989. Die Titration von 2NAA zu renaturiertem AtERabpl zeigte ene
konvergierende Abnahme der relativen Fluoreszenz (Abb. 21). Durch nichtlineae Regresson
(Sgma Plot) konrte fur die 2-NAA-Bindurg an AtERabpl de Dissziationskonstante
berechnet werden. Es ergab sich ein Kp-Wert von 3,6x 107 M.,

Die Titrationsexperimente gaben klare Hinweise darauf, da3 zumindest ein Teill des
renaturierten AtERabpl in seiner nativen Konformation valag und eine spezifische
Auxinbinde&ktivitét aufwies.
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Abb. 21: Titration von renaturiertem AtERabpl mit 2-NAA zur Bestimmung der Disziationskonstanten.
Aufgetragen ist die relative Fluoreszenz bel 340 nm gegen die 2-NAA-Konzentration nach
Pufferkorrektur; die Anregungerfolgte bei 295 nm. Die Regresson wurde mit Sgma Plot durchgefiihrt.
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35 Funktionelle Untersuchungen von ZmERabpl

Das Auxin-induzierte Wadhstum beginnt beim klasgschen Avena
Koleoptil enstredkungsversuch mit einer 8- bis 10minitigen Vezdgerung nadh Auxin-
applikation (Davies, 1995. Nadch der Acid Growth Theorie bewirkt das Auxinsignal eine
Absenkung des pH-Werts im Apopasten, einhergehend mit einer Plastizitésgeigerung der
Zellwand (Ubersicht s. Kutschera, 1994. Durch Aufnahme von Kaliumionen wird der Turgor
erh6ht, so dad Zellwadhstum stattfinden kann. Zur Untersuchung der priméaren Auxinantwort
wurde @n System gesucht, in dem Antikdrper und Peptide engesetzt werden kdnren; Stoffe
mit einer molekularen Masse grof¥er als 100 kDakonren de Zellwand nicht passeren (Baron-
Epel et a., 198§. Nadch Zugabe von Auxin zu Maisprotoplasten beginnen dese zu schwellen.
Analog des Auxin-indwzierten Streckungswadstums bei der Koleoptile hangt die
Volumenanderung der Protoplasten mit einer Kaliumionenaufnahme zusammen (Keller und
Van Volkenbugh, 199¢. Deshdb liegt es nahe, den Medanismus des
Zellstreckungswachstums auf die Ergebnise aus der Analyse des Protoplastensytems zu
Ubertragen. Es ist gelungen, de Volumenzunahme von Maisprotoplasten nad
Auxinapplikation zu messen (Steffens und Lithen, 200Q. Mit Hilfe spezifischer Antikorper
gegen ABPL aus A. thalianaundeinem Peptid, abgeleitet aus der Priméarsequenz von Z. mays,

sollte Gberprift werden, ob de Funktionsanalyse von ABPL in desem System mdglich ist.

3.5.1 Auxininduktionsgudien mit Protoplasten

Zunachst sollte gezeigt werden, inwieweit die Auxin-indwzierte Volumenzunahme von

Mai sprotoplasten mit dem Streckungswadstum der Maiskoleoptil e zeitli ch karreliert.

Inddesdgsaure (IAA) wurde in einer Konzentration von 1M zu Maisprotoplasten
gegeben. Nad einer anfanglichen Volumenverringerung des Protoplasten um 3 % (Minimum
fanf Minuten nach Zugabe von IAA) erfolgte e@ne VolumenvergrofRerung um 3 % (Maximum
25 Minuten nadh IAA-Zugabe) (Abb.22). Vergleicht man dese Schwellantwort des
Protoplasten mit dem Stredkungswacdhstum einer Maiskoleoptile, so kann eine zeitliche
Korrelation in den ersten 25 Minuten nach Auxinindultion festgestellt werden (Steffens und
Lathen, 200Q. Nad etwa 15 Minuten hatte der Protoplast seine urspriingliche Grofe wieder
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erreicht und zeigte danach Netto-,W achstum®. Genau zu desem Zeitpunk begann auch das
Stredkungswacdhstum der Koleoptile (Steffens und Liuthen, 200Q. Dieses Experiment
verdeutli cht die Analogie von Auxin-indwzierter VVolumenzunahme von Maisprotoplasten und
dem Stredkungswadhstum von Maiskoleoptilen in dem gewéhlten Zeitraum. Daher war es
sinnvdl, das fir Peptide und Antikorper leicht zugangliche Protoplastensystem fir

funktionell e Untersuchungen der friihen Auxinantwort zu nuzen.

Volumenéanderung [%]

0 5 10 15 20 25

Zeit [min]

Abb. 22: 1AA-induzierten Volumenénderung eines Maisprotoplasten. Die Volumendnderung des Protoplasten
wurde vor und nach der Zugabe von 10° M IAA bei t = 0 beobadhtet.

3.5.2 Anti-AtERabp1-Peptidantikér per

Der in deser Arbet hergestellte ati-AtERabpl-Peptidantikbrper war gegen eine
Amincsduresequenz von AtERabpl gerichtet, die in alen Auxin-bindenden Proteinen
hochkorserviert ist (Box A). Daher war zu erwarten, dal3 der Antikorper ZmERabpl zu
detektieren vermag. Dies wurde mittels Western-Blot-Analyse von mikrosomalen Proteinen
aus Koleoptilen von Z. mays Uberprift (Abb.23). Der Antikorper zeigte ene spezifische
Immunregktion mit einem Protein bei einer apparenten molekularen Masse von 24 Da, die

mit dem Antigen kompetiti ert werden konrte.
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Abb. 23: Western-Blot-Analyse mit Kompetitionskontrolle. Mikrosomale Proteine aus Maiskoleoptilen wurden
Uber SDS-PAGE getrennt und auf eine PVYDF-Membran transferiert. Diese wurde geteilt und mit anti-
AtERabp1-Peptidantikorpr (1) bzw. Antikodrper und Antigen (2) inkubiert.

Elektrophysiologische Untersuchurgen von Tabakprotoplasten haben gezeigt, dal3
Antikorper, die gegen Box A von ZmERabp1 gerichtet sind, Auxinaktivitét besitzen (Barbier-
Brygoo et al., 1989 Leblanc et al., 19991). Da mit dem anti-AtERabp1-Peptidantikorper ein
analoger Antikérper zu Verfigung stand, sollte untersucht werden, welchen Einflul3 de

Zugabe des Antikorpers auf die Maisprotoplasten ausiibte.

Unmittelbar nach Zugabe des Antikorpers erfolgte éne VVolumenverringerung, die5 bis 10
Minuten anhielt und danach in eine Volumenzunahme des Protoplasten umschlug (Abb. 22).
Der Vergleich mit der Auxin-indwzierten Antwort zeigte en ahnliches Verhaten der
Protoplasten. Allerdings war die Antikorper-indwzierte Volumenzunahme langsamer und am
Ende der Mesaung nach 100 Minuten nach nicht abgeschlossen. Da der Antikorper in PBS
vorlag, wurde en Kontrollexperiment mit PBS durchgefihrt. PBS indwierte keine
signifikante Anderung des Volumens. Um die Spezifitdt des Antikorpers in vivo zu
demonstrieren, sollte seine Auxin-dhnliche Wirkung durch Zugabe seines Antigens
kompetitiert werden. Der Antikorper wurde mit einem UberschulR abs Peptids préainkubiert
und anschlief3end zu den Protoplasten gegeben. Es wurde gezeigt, dald de darakteristische

Volumenanderung voll sténdig unterdriickt wird.

70



Ergebnisse

Ferner wurde emittelt, welche Antikorperkonzentration de gréf@e Wirkung in dem
verwendeten System ausibte. Dazu wurden Maisprotoplasten mit verschiedenen
Konzentrationen des Antikorpers inkubiert und de Anderung des Nettovolumens 90 Minuten
nach Zugabe gemessen (Abb.24B). Der grolde Effekt wurde bei einer Konzentration von
10° M beobadhtet.
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Abb. 24: Einflul des anti-AtERabpl-Peptidantikdrpers auf die Volumenédnderung von Maisprotoplasten. (A)
Volumenanderung eines Maisprotoplasten nach Zugabe von 10° M anti-AtERabp1-Peptidantikorper
(rot), PBS (schwarz) bzw. 10® M anti-AtERabp1-Peptidantikdrper prainkubiert mit 10° M Antigen
(blau). Die Zugabe efolge bei t = 0 min. (B) Konzentrationsabhangigkeit der Antikorper-induzierten
Volumenzunahme. Dargestellt sind de Mittelwerte von 4-10 Mesaungen pro Antikorperkonzentration.
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3.5.3 Anti-C-Terminus-Antikor per

Ein weiterer in dieser Arbeit affinitdtsgereinigter Antikorper sollte auf seine Funktionalitét im
Maisprotoplastensystem  untersucht werden. Die Herstellung erfolgte anadlog dem anti-
AtERabp1-Peptidantikorper. Der Antikorper war gegen ein C-terminales Peptid gerichtet, das
aus der Aminosiuresequenz von A. thaliana abgeleitet wurde (Abb. 29. Die Ahnlichkeit des
Peptids zur ZmERabpl-Sequenz betragt nur 50 %. In Western-Blot-Analysen von
Maismikrosomen konrte mit dem AntikOrper kein Signal detektiert werden. Allerdings
detektierte der Antikérper das as Ubiquitin-Fusionsprotein rekombinant exprimierte
ZmERabp1 mit einer aus der Primarsequenz berechneten Masse von 28 KDa (Abb. 26). Diese
Immurnregtion konrie mit einem C-terminalen Peptid (T11/12) aus Z. mays kompetiti ert

werden.

A thaiana YWDEQCI CESCK
Z. mays VWDEDCF EAAK

Abb. 25: A. thaliana Peptidsequenz, die aur Herstellung des anti-C-Terminus-Antikorpers verwendet wurde. Im
Vergleich wurde die entsprechende Peptidsequenz aus Z. mays abgebil det.

In elektrophysiologischen Studien vermochten Antikorper, die gegen das gesamte Protein
gerichtet waren, de Auxin-indwzierte Hyperpdarisation des Transmembranpaentials zu
inhibieren (Barbier-Brygoo et al., 1989. Daher sollte untersucht werden, ob dr anti-C-
Terminus-Antikorper einen Einfluld auf die Auxin-indwzierte Volumenzunahme auszuliben
vermag. Die Protoplasten wurden vor Auxinzugabe mit anti-C-Terminus-Antikorper
prankubert. Das Ergebnis zeigte, dald de darakteristische Auxin-indwzierte
Volumenanderung inhibiert wurde (Abb.27). Die Volumenverringerung, die Uber einen
Zeitraum von etwa 40 Minuten beobadtet werden konrte, urterschied sich im Verlauf nicht
vom Kontrollexperiment mit PBS. Um zu zeigen, dal3 PBS selbst keinen Einfluld auf die
Auxinsensitivitdt des Systems hat, wurde a@ne Probe mit IAA und PBS inkuhert (Abb. 27,
vgl. Abb. 24).
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Abb. 26: Western-Blot-Analyse mit Kompetiti onskontrolle. Rekombinant exprimiertes UBQ-ZmERabp1 wurde
Uber SDS-PAGE getrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Diese wurde geteilt und mit anti-C-
Terminus-Antikorper inkubiert (1). Die Kompetiti on erfolgte mit Mais-Peptid T11/12 (2).

—@— anti-C-Terminus-Antikorper + IAA
6 1 —e— PBS

—&— |AA + PBS

Volumenénderung [%]

Zeit [min]

Abb. 27: EinfluR des anti-C-Terminus-Antikdrpers  auf die Auxin-induzierte Volumenénderung \on
Maisprotoplasten. Nach Prainkubation der Protoplasten mit dem Antikorper (10® M) erfolgte die
Zugabe von 10° M IAA (rot). In Kontroll experimenten wurden die Protoplasten nur mit PBS versetzt
(schwarz) bzw. mit 10° M 1AA und PBS (blau). Die Zugabe afolgte bei t = 0 min.
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3.54 C-terminales Peptid T11/12 ausMais

Bereits frihere Experimenten gaben Hinweise aif eine Beteiligung des C-Terminus bei der
Auxinsignaltransduktion. Synthetische C-terminale Peptide, abgeleitet von den Primar-
sequenzen vonZmERabpl kzw. NtERabpl wermochten Auxinantworten zu indwzieren (Thiel
etal., 1993 Gehring et al., 1998 Leblanc et al., 199%).

Der Effekt des C-Terminus von ZmERabpl auf die Schwellantwort des
Maisprotoplastensystems llte untersucht werden. Dazu wurde én Peptid synthetisiert, das
aus den 17 Aminosduren des C-Terminus von ZmERabpl kesteht (Abb.28). Mikromolare
Konzentrationen des Peptids indwzierten eine Volumenzunahme der Protoplasten, in der
Amplitude &nlich stark, wie der anti-AtERabpl-Peptidantikdrper und somit stérker als die
optimale Auxinkorzentration. Im Gegensatz zur Auxinantwort bzw. zur Indukion mit anti-
AtERabpl-Peptidantikorper zeigte das Peptid-indwzierte Wadstum keine aféangliche
negative Antwort. Als Kontrolle wurde e@n beliebiges g/nthetisches Peptid eingesetzt, das
keinen Eff ekt aufwies (Abb. 28).
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C-terminales Peptid T11/12:
NH,-FPFVWDEDCFEAAKDEL-COOH
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Abb. 28: Peptid-induzierte VVolumenanderung eines Maisprotoplasten. Zugabe von 10° M Peptid T11/12 (rot)
bzw. eines Kontroll peptids (schwarz) bei t = 0 min.
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4 Diskusson

4.1 Expressonsanalyse von AtERabpl

Northern-Blot-Analysen

Zur umfassenden Charakterisierung des AtERabpl-Gens wurden Northern-Blot-Analysen
durchgefuhrt. Das AtERabplGen ist relativ schwad transkribiert, da die Isolierung von
pay(A)"-RNA und de Verwendury sensitiver Phospharscreens zur Detektion des Transkripts
notwendig waren. Es wird algemein davon ausgegangen, dal3 de Expresson vonERabplin
allen dkotyledoren Pflanzen sehr viel schwadher ist als in monokdyledoren Pflanzen
(Lazarus undMaadoreld, 1996 Leblanc et al., 1997. Der Vergleich der anaysierten Gewebe
zeigte, dal3 de AtERabplTranskriptmenge in Bliten am héchsten ist (100 %). Die relative
MRNA-Menge in Hypokayl betrdgt 35 %, in Blattern 26 %, in Sproffadhsen 12 % undin
Wurzeln 8%. Diese Ergebnisse stimmen gut mit Expressonsanalysen des ZmERabpl-Gens
aus Mais (Hess et al., 1989 und s NtERabpl-Gens aus Tabak (Leblanc et al., 1997
Uberein. In diesen Pflanzen ist die Transkriptmenge in Wurzeln am niedrigsten undin Bliten
und Knospen (Tabak) bzw. Blitenorganen (Mas) am hdchsten. Die mRNA-Menge in
Bléttern und Sprofiadhsen ist in Mais vergleichbar grol3, wahrend Tabakblétter eine héhere
Transkriptmenge aufweisen als Tabaksprolladisen.

Ferner wurde die AtERabpl-Promotoraktivitdt mit Hilfe des Promotor-GUS-Systems
untersucht (Fedkler, 1997. Dazu wurden transgene Pflanzen hergestellt, die das GUS
Reportergen urter der Kontrolle ener 1,2 kb unfassenden Region des AtERabpl-Promotors
exprimieren. Die Analyse egab eine spezifische Farbung mehrerer unabhéngiger Linien
auschliefdlich in der Hypokaylregion undden Blattansétzen. Diese Farburg ist nur zum Tell
mit der Northern-Blot-Analyse in Einklang zu bringen; es wurde keine Farburng in Bliten
detektiert, die der Transkriptanadyse nach de hdchste Expresson aufwiesen. Daher mul3
davon ausgegangen werden, dal3 bei der Expresson von AtERabpl Promotorelemente ene
Rolle spielen, de nicht in der fir die GUS-Analyse verwendeten 1,2 kb unfassenden Region
enthalten sind. Die Expresgon eines Gens kann auch duch Sequenzen kortrolli ert werden,

dieinnerhalb des trangdlatierten Bereichs liegen (Sieburth undMeyerowitz, 1997.

77



Diskusson

Wester n-Blot-Analysen

Northern-Blot-Analysen geben Aufschluf3 Ulker den im analysierten Gewebe vorhandenen
MRNA-Spiegel. Allerdings erlaubt diese Untersuchung keinen direkten Rickschluf3 auf die
exprimierte Proteinmenge in desen Geweben (Gygi et al., 1999. Erst im Vergleich mit der
tatsAdhlich  vorhandenen Proteinmenge konren Aussagen Uber die Regulation cer
Proteinexpresson gemadit werden. Aus diesem Grund wurden Western-Blot-Analysen mit
mikrosomalen Proteinen durchgefuhrt. Es félt auf, dal3 de detektierten Signalstéarken nicht
mit den Signalstdrken der Northern-Blot-Analyse Ubereinstimmen. Die schwadsten Signale
sind in Bliten und im Hypokayl zu finden, das gérkste in den Wurzeln. Die Signde in
SproRRachsen undRosettenbléttern sind etwa gleich stark. Die grofe Diskrepanz zwischen der
Transkription des AtERabpl-Gens und dm tatsddilich vorhandenen Proteinspiegel a3t
darauf schlieffen, dald de Expresson des Proteins in den urtersuchten Geweben
unterschiedlich reguliert wird. Der in Bliten detektierte hohe mRNA-Spiegel kdnrte darauf
hinweisen, da? de Proteinexpresson relativ schnell erhéht werden kann. Ahnliches wiirde fir
das Hypokaylgewebe gelten, in dem ein relativ hoher mMRNA-Spiegel einem relativ geringen
Proteinspiegel gegeniibersteht. Im Gegensatz dazu nmmt das Wurzelgewebe ene
Soncerstellung ein. Dem Gewebe mit dem geringsten mMRNA-Spiegel steht eine
Proteinexpresson gegentber, die die Expresson in anderen urtersuchten Geweben um ein
Vielfades Ubersteigt. Eine mogliche Ursadie konrte éne ehdhte mRNA-Stablitét sein, de

zu einer erhdhten Proteinexpressonfuhrt bzw. eine hohe Stabilit & des Proteins sl bst.

Neben der hohen Proteinexpressonin Wurzel ist eine weitere Abweichung zu den anderen
Geweben zu korstatieren. Wahrend in allen anderen urtersuchten Geweben in Western-Blot-
Anaysen ein Signal bei einer apparenten molekularen Mass von etwa 24 kDa detektiert
werden konrte, zeigte der anti-AtERabpl-Peptidantikorper eine Immurnregtion mit einem
Protein mit einer apparenten molekularen Masse von ca 20 KDa. In A. thaliana existiert im
Gegensatz zu anderen Pflanzenspezies keine ABP-Genfamilie (Palme et al., 1993. Wie die
Northern-Blot-Analyse zeigte, besitzt das AtERabpLTranskript in allen Geweben deselbe
Grole. Daher kann de geringere gparente molekulare Mas® von AtERabpl aus
Wurzelkultur  durch zwei  Phénomene eklart werden. Einerseits konnte durch
postrandationale Modifikation eine Deletion im Protein entstanden sein. Dabel wirde ane
Deletion vonetwa 30 s 40 Aminosduren einen Massnurterschied von 4 IDa bewirken.
Anderersaits besitzt AtERabpl wie dle Auxin-bindenden Proteine aus Dikotyledoren zwei
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potentielle Glykosylierungsdellen. Fir NtERabpl konrie gezeigt werden, dal3 dese Stellen
tatsadhlich glykosyliert sind (Watanabe und Shimomura, 1999. In einer vorléaufigen
Untersuchung wurden mikrosomale Proteine aus Maiskoleoptilen und aus Wurzeln von
A. thaiana mit PNGase F deglykosyliert und mittels Western-Blot analysiert (Fedler,
unver6ffentlicht). In beiden Proben wurde an Signa mit derselben apparenten molekularen
Mas= bei 20 kDa detektiert. Daher liegt die Vermutung nahe, dal3 AtERabpl aus Wurzel
entweder vollig deglykosyliert vorliegt oder die Zuckerstruktur stark modifiziert ist. Ein
ahnli ches Phanomen wurde durch Analye a@nes Auxin-bindenden Proteins aus Priméarwurzeln
und Wurzelhaaen von Mais festgestellt (Radermacher und Klémbt, 1993. Das isolierte
Protein wurde in Western-Blot-Analysen mit Antikorpern gegen ZmERabpl aus Koleoptilen
detektiert, allerdings bei einer kleineren apparenten molekularen Mass von 18,6 Da (statt
21,3 KDa fur ZmERabpl). Obwohl eine Glykosylierung des Proteins detektiert wurde, kann
nicht ausgeschlossen werden, dal3 sich die Zuckerstruktur des Auxin-bindenden Proteins aus
Wurzel von Z. mays vom mannasereichen Typ in  ZmERabpl aus der Koleoptile
unterscheidet.

Lokali sation von AtERabplin Wurzel

Um AtERabpl auf zellulérer Ebene zu urtersuchen, wurden immuncytochemische Analysen
von Wurzelquerschnitten durchgefuhrt. Das Protein konrte in allen Zellen junger Wurzeln
deutlich detektiert werden. In Western-Blot-Analysen wurde AtERabp1 aus<chliefdlich in der
mikrosomalen Fraktion detektiert. Das in Wurzelquerschnitten detektierte Signal war
alerdings nicht auf das ER beschréankt, sondern erstreckte sich tber die gesamte Zelle mit
Ausnahme der Vakuden und as Zelkerns. In einer Untersuchung von ZmERabpl in
Koleoptilen undEmbryonen vonZ. mays ergab de Immunlokalisation reben der Markierung
des ER auch eine Detektion des Proteins im Cytosol undim Zellkern (Bronsemaet al., 1998.
Dal’} AtERabpl in Western-Blot-Analysen nicht in der 16slichen Fraktion detektiert wurde,
konnte seine Begrindurg in der geringen Konzentration im Cytosol haben. Zahlreiche
physiologische Untersuchungen der Auxin-bindenden Proteine, u. a. auch dein deser Arbeit
erzielten Ergebnisse, weisen darauf hin, dal3 das Protein in seiner funktionell aktiven Form
plasmamembranstandig lokalisiert sein sollte (Ubersicht s. Venis und Napier, 1995 Steffens
et al., 2000. Denncch konrie keine dominierende Markierung der Plasmamembran

festgestellt werden. Es bleibt zu kldren, ob dr detektierten Massenunterschied zwischen
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AtERabpl aus Wurzeln und AtERabpl aus den anderen Geweben de Ursade fir die
subzelluldre Lokalisation des Proteins darstellt; z. B. konrte eéne Deletion des C-Terminus
zum Verlust des ER-Retentionssgnals fuhren. Daher wurde der gegen den C-Terminus von
AtERabpl gerichtete Antikorper in Western-Blot-Analysen eingesetzt. Allerdings konrte
weder in mikrosomalen Proteinen aus Bléttern nach in mikrosomalen Proteinen aus Wurzeln

ein Signal detektiert werden (nicht gezeigt).

Lokali sation von AtERabplwahrend der Embryondentwickiung

AtERabp1 spielt sehr wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Embryonalentwickung von A.
thaliana Es gelang die Isolierung einer heterozygoten A. thaliana Mutante, die @ne T-DNA-
Insertion im AtERabp1-Gen tragt. Die nach Selbstung entstandenen hamnozygoten Embryonen
sind in einem frihen Stadium letal (Chen et al., 200Q. Daher wurden Embryonen von A.
thaliana durch Immunlokalisation von AtERabpl urersucht. Das Protein war in frihen
Entwicklungsdadien stark exprimiert, vergleichbar mit der Expresson in jungen Wurzeln.
Die Lokalisation konrie bis zum Torpedostadium verfolgt werden undwar ab dem gebogene
Keimbl&tterstadium nicht mehr detektierbar. Dies zeigt, dal3 AtERabpl stadienspezifisch
exprimiert wird. Allerdings erstredkte sich das Signal analog der Farbung im Wurzelgewebe
Uber die gesamte Zelle und karelierte somit nicht mit der postulierten Funktion an der
Plasmamembran. Trotzdem ist dieses Expressonsmuster ein Hinweis auf eine Beteili gung des

Proteins bei der Entwicklung des Embryos.

4.2 Homologe Expresson in A. thaliana

Es danden transgene homozygote A. thaliana Pflanzen zur Verfigung, in denen de
AtERabplcDNA in sense- undantisense-Orientierung unter der Kontrolle e@nes aktivierbaren
Promotors gand. Durch Kreuzung mit einer Aktivatorlinie wurde die Expresson eingeleitet.
Die Transkription der AtERabpl-cDNA wurde nach der Aktivierung in der T2-Generation
analysiert. Ein erhdhter Transkriptspiegel konnte durch Northern-Blot-Analysen in einer
sense- undin drei antisense-Pflanzen nadhgewiesen werden. Eine Unterscheidung zwischen

endo- undexogenem Transkript war nicht moglich.
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Eine Uberprifung auf Proteinebene a@gab jedoch keine signifikante Verdnderung des
Proteinspiegels in den analysierten Geweben der aktivierten Pflanzen. Die Expressonsanalyse
von AtERabp1l lette gezeigt, dald de Expresson des Proteins nicht mit dem mRNA-Spiegel
korreliert. Eine mogliche posttranskriptionale Regulation konrie ane Erklarung fur die
Diskrepanz zwischen hobker Transkription (13fach Gker Wildtyp) aber unwverénderter

Proteinmenge in der AtERabpl-sense-Linie sein.

Die Reduktion endogener Genexpresson duch de Transkription der entsprechenden
antisense-RNA ist eine vielfach angewandte Methode zur funktionellen Charakterisierung von
Genen. Trotz der intensiven Nutzung ist Uber den Medanismus noch sehr wenig bekannt
(Ubersicht s. Bourque, 1995. Im allgemeinen wird davon ausgegangen, dal3 de antisense-
RNA mit der endagenen RNA hybridisiert. In vielen Falen wurde e@ne starke Reduktion der
endagenen MRNA-Menge beobadhtet. Eine Erklarung dafir ist, dal3 das gebil dete RNA/RNA-
Hybrid instabil i st und duch RNasen abgebaut wird. Es snd all erdings auch Studien bekannt,
die belegen, dal3 zwar die Proteinmenge, nicht aber die endagene mRNA-Menge reduziert ist
(Oliver et al., 1993 Temple et al., 1993. Diese Beobadchtung wird darauf zurtickgefuihrt, dafid
das gebildete RNA/RNA-Hybrid stabil ist; es wird aus dem Kern in das Cytoplasma
transportiert und \erhindert dort die Bindurg der Ribasomen. In den aktivierten antisense-
Pflanzen konrte dlerdings keine Verringerung der AtERabp1-Proteinenge detektiert werden.
In den Northern-Blot-Analysen wurde die Summe ais endagenem sense- und exogenem
antisense-Transkript detektiert. Die detektierte mMRNA-Menge lag 3- bis 9fach Uber dem
Wil dtypspiegel. Eine Erklarung dafir wére ene Verstarkung der endogenen Transkription
durch den erh6hten antisense-Transkriptspiegel .

4.3 Massnspektrometrische Untersuchung von ZmERabpl

Identifizierungeiner Disulfidbrickein ZmERabpl

Die Fatung eines Proteins wird zu einem grofen Tell durch seine Primérstruktur bestimmt.
Jedoch kann de Einfuhrung einer kovalenten Bindurg ebenfalls einen Einflu auf die
Tertiarstruktur haben. Durch die Ausbildung einer Disulfidbriicke kbnren zwel Doménen des
Proteins in raumliche N&he gebracht werden, de ohre die kovalente Bindurg getrennt wéren.

Fir einige Proteine wurde gezeigt, dal3 sie nadh Reduktion ihre Sekundér- und Tertiérstruktur
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verlieren und damit auch ihre Aktivitdt (Thornton,1981). Aulerdem besitzen
disulfidverkniipfte Proteine a@ne grofRere Stabilit . Der Stabilit &tsgewinn eines Proteins mit
Disulfidbriicke kann einerseits mit einer groferen Rigiditét des Proteinstruktur erklart werden.
Ferner wird vermutet, dal? reben desem ,medianischen” auch ein Entropie-Einflu@ zum
Tragen kommt Der Entropiegewinn kel der Denaturierung eines kovalent verknipften
Proteins ist geringer as bel der Denaturierung der freien Polypeptidkette, da die Anzahl der
Freiheitsgrade verringert ist (Wetzel, 1987.

Es wurde die Identitdt und Lage ener Disulfidbriicke zwischen Cys2 und Cys6l in
ZmERabp1 aufgekléart. Dies wurde durch zwel unabhéngige Experimente bewiesen. Im ersten
Experiment wurden de Cysteinreste ihres Redoxzustandes gemda? markiert, d.h. de
Sulfhydylgruppe des Cysl55 wurde mit 4-Vinylpyridin derivatisiert, wahrend de die
Disulfidbriicke ausbildenden Cysteinreste Cys2 und Cys61 rach Reduktion mit lodacegamid
derivatisiert wurden. Die Suche nach anderen moglichen Spezies, d.h. rach Peptiden, de ene
andere Derivatisierung aufwiesen, Hieb erfolglos. Damit ist es unwahrscheinlich, dal3
wahrend cer Isolierung ein Disulfidaustausch stattgefunden hat, welcher sich bei basischem
pH-Wert ereignen kann. Dal3 de beiden mit lodacdamid markierten Cysteinreste tatsadlich
eine kovalente Bindurg ausbilden, wurde in einem zweiten Experiment durch enen
tryptischen Verdau von nchtreduziertem ZmERabpl gezeigt. Die gysteinhaltigen Peptide T1
und T6 wurden as eine Molekilspezies detektiert und mittels partieller Sequenzierung
(MS/MS) identifiziert. Den direkten Beweis fir die Natur der kovalenten Bindury lieferte die
Detektion zweier Fragment-lonenpaae (m/z 1258,6 und 496,40wie 1323,7 und 430)3Sie
entstehen duch asymmetrische Spaltung der Disulfidbriicke; hierbel verbleiben beide
Schwefelatome an einem Peptidfragment. Diese Art der Fragmentierung ist spezifisch fir
Peptide, die Gber eine Disulfidbriicke verbunden sind.

Im Fale von ABP1 wiesen bereits frihe Experimente aif die Bedeutung einer
Disulfidbricke bei der Auxinbindurg hin (Ray und Dohrmann, 1977. Nad reduktiver
Behandlung von Maismikrosomen verringerte sich ihre spezifische NAA-Bindedtivitét. In
einer kirzlich erschienenen Veréffentlichung wurde ébenfals die Frage nach der Lage ener
moglichen Disulfidbriicke gestellt (Leblanc et al., 19991). Mit Hilfe von monolKonalen
Antikorpern gegen rekombinant exprimiertes ABP1 aus Tabak (NtERabp1l), synthetischen
Peptiden abgeleitet aus der NtERabpl Primérsequenz und dr Oberflachen-Plasmon-
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Resonanztechnik wurde @ne Epitopkarte des Proteins aufgestellt. Basierend auf dieser Karte
wurde ane Disulfidbriicke zwischen dem zweiten (Cys82) und ditten (Cysl77) Cysteinrest in
NtERabpl patuliert. Allerdings wurde NtERabpl in E. coli exprimiert und reduzierend
(DTT) isoliert (Leblanc et al., 1997. Daher mul3 davon ausgegangen werden, dald dbs
analysierte NtERabpl keine Disulfidbriicke aifwies oder dal3 dese sich erst nach der
Isolierung des Proteins zufalli g ausgebildet hat. Die Aussagen beziiglich einer Disulfidbriicke
entbehren also der Grundage.

Eine weitere Strukturanalyse wurde mit heterolog exprimiertem ZmERabpl aus
Insektenzellen durchgefuhrt. Dabel wurde das isolierte Protein kristalli siert. Den Abstand der
Aminocsduren Cys61 undCysl155im Kristall i nterpretieren de Autoren als Hinweis auf eine
kovalente Bindurg zwischen den Cysteinresten (Napier et al., 200Q. Allerdings lagen den
Experimentatoren keine Informationen zu einer Lage der Disulfidbriicke im nativen Protein
vor. Esist jedoch nicht auszuschlief3en, dal3 Proteine, die in heterologen Systemen exprimiert

werden, eine andere Disulfidbriicke aufweisen as die nativ isolierten.

Bestimmung der molekularen Mass von ZmERabp1

Mit Hilfe enes Elektrospray-Massenspektrometers wurde die molekulare Masse von
ZmERabpl lestimmt. Sie betragt 20243 Da enschlieffdlich des Glykanrestes. Bel der
gewdhlten lonisierungsart blieben Disulfidstrukturen erhalten. Daher konrte auch mit dieser
Methode gezeigt werden, dal3 ZmERabpl ncht Uber eine intermolekulare Disulfidbriicke
dimerisiert, wie bereits mittels nichtreduzierendem SDS-PAGE festgestellt wurde
(Shimomura et al., 198§. Des weiteren wurde die molekulare Masse des Glykanrests
bestimmt. Sie entsprach mit einer Abweichung von 0,5Da dem postuli erten mannasereichen
Typ (Hes= et al., 1989. Ferner konrten urterschiedliche Glykosyli erungsgezies detektiert
werden, de sich um jeweils einen Hexoserest unterschieden. Dieses Phanomen wurde aich
bei anderen Glykoproteinen wie z.B. Ribonukease B beobaditet (Burlingame, 1993. Die
Ursache koénne ene unvdlstandige Glykosylierung sein, de quasi as natirliche
Nebenregktion auftritt. Andererseits konnten de Glykoformen ein Hinweis auf eine
spezifische Prozesgerung des Glykanrestes sin, de fur Gkykoproteine im Golgi-Apparat
stattfindet. Diese Interpretation kdnrie en weiterer Hinwels zur Stitzung der Theorie der

Transokation vonZmERabpl zur Plasmamembran sein.
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Die Existenz einer Disulfidbriicke in ZmERabp1 erlaubt folgende Riickschl Usse:

1. Da das Cytoplasma en reduzierendes Milieu darstellt, kommt fir ZmERabpl nu eine
kompartimentierte oder extrazellulére Lokalisierung in  Frage. Der strukturelle Vergleich
einiger charakterisierter Proteine belegt, dal3 Disulfide hauptsidlich in extrazelluléren
Proteinen auftreten und &3 in desen Proteinen in der Regel nicht mehr as eine free
Thiolgruppe vorhanden ist (Thornton, 198).

2. Aufgrund der hohen Homologie mit drei Cysteinresten an korservierter Position ist es
wahrscheinlich, dal3 de Lage der Disulfidbriicke in allen Auxin-bindenden Proteinen gleich
ist.

3. Im algemeinen sind freie Sulfhydryle sehr oxidationsanfélig. Daher kann pastuliert
werden, dal3 der C-terminale Cysteinrest entweder intramolekular verborgen ist, oder durch
Interaktion mit einem weiteren Protein (Dimerisierung, docking protein) vor Oxidation
geschiitzt bleibt.

4.4 Renaturierung von AtERabp1

Fur die geplanten Untersuchungen wurden einige Milligramm von AtERabpl tkendtigt.
Expressonsversuche in eukaryotischen Systemen, wie z.B. Hefe oder Insektenzellen
scheiterten an einer zu niedrigen Expressonsrate. Die Expresson mit einer Signalsequenz fir
das Periplasma von E. coli, in dem die Ausbildung von Disulfidbriicken mdgli ch ist, mifdlang
ebenfalls. Daher wurde das Protein im Cytosol von E. coli exprimiert, isoliert und
anschlief3end renaturiert. Erste Hinweise, dald zumindest ein Teil von AtERabplim gefalteten
Zustand valag ergab der Vergleich der Fuoreszenzspektren von renaturiertem und
denaturiertem Protein. Die Verschiebung des Maximums belegte, dal3 de Tryptophanreste,
deren Fluoreszenz bei der Mesaung detektiert wurde, in der renaturierten Probe im
hydropholen Kern des Proteins verborgen waren, wahrend sie im denaturierten Protein im
Kontakt mit dem Ldsungsmittel standen. Das Fluoreszenzmaximum von Tryptophan kann
zwischen 308 M in dem Protein Azurin und 350 m bei vdlli g entfalteten Proteinen variieren

(Eftink, 1997. Die Veringerung der Intensitét des Fluoreszenzmaximums kann auf
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Fluoreszenzléschung aufgrund des Kontakts des Fluorophas (Tryptophan) mit dem
Losungsmittel  (Wasser) zurickgefuhrt  werden; ein  weterer Grund kann  der

Verdinnurgseff ekt nach der Zugabe von Guanidiniumhydrochlorid sein.

Zur weiteren Charakterisierung des renaturierten AtERabpl wurden Ligandentitrationen
mit 1-Naphthylessgsaure (1-NAA) und der dazu isomeren 2-Naphthylessgsaure (2-NAA)
durchfuhrt. Die Bindurg eines Liganden an ein Protein kann auf verschiedene Weise Einflul3
auf die intrinsische Tryptophanfluorezenz nehmen. Einerseits kann der Ligand drekt die
Fluoreszenz |6schen oder durch Anlagerung an Tryptophan den Fluoropha verandern.
Andererseits besteht die Mdglichkeit, dal3 der Ligand eine Konformationsanderung des
Proteins bewirkt und somit indirekt dessen spektroskopische Eigenschaften andert. Diese
Anderungen konren sowohl in einer Verstarkung oder Loschung der Fluoreszenz, als auch in
der Verschiebung des Maximums resultieren (Eftink,1997. Die Titration von INAA zum
renaturierten Protein ergab elne konvergierende Abnahme der Fluoreszenz. Im Vergleich dazu
zeigte die Titration des Liganden zu einer denaturierten Probe im Mittel keine Verdnderung
der Fluoreszenzintensitdt. Somit wurde enerseits gezeigt, da3 Auxin nu an renaturiertes
AtERabpl bindet. Andererseits konrte ausgeschlosen werden, dal3 1-NAA as Anion Uler
rein ionische Wedhselwirkung an den pasitiv geladenen Hexahistidinrest bindet; ware dies der
Fall gewesen, hétte ebenfalls eine Anderung der Fluoreszenz beobadtet werden miissen.
Das=lbe Experiment wurde mit der als Auxin nicht wirksamen 2-NAA durchgefihrt. Auch
diese Titration ergab eine konvergierende Abnahme der Fluoreszenz. Aus beiden Graphen
wurden de Disziationskonstanten der Protein-Ligand-Komplexe beredhnet.

ZmERabplwurde von dei verschiedenen Arbeitsgruppen isoliert und charakterisiert. Zum
Vergleich wurden die in deser Arbeit ermittelten Bindurgsdaten (Disziationskonstanten,
Kp) vonrenaturiertem AtERabp1 mit 1-NAA und 2NAA den Bindurgsdaten vonaus Z. mays
isoli ertem ZmERabp1 gegentbergestellt (Tab. 4).
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Kp 1-NAA [M] Kb 2-NAA [M]
Hess et al., 1989 2,4%107 2,0x10°
Shimomuraet al., 1986 |59 x 108 1,6 x 10"
Lobler und Klambt, 1985 2 4 x 107 3,2x 107
AtERabpl, renaturiert 2,3 x 10° 36x10’

Tab. 4: Gegentberstellungder Dissoziationskonstanten der Protein-Ligand-Komplexe ais ZmERabpl tzw.
AtERabplund 1-NAA bzw. 2-NAA.

Bem Vergleich der Literaturwerte fallt auf, dald urterschiedliche Affinitéten von
ZmERabplzu 1-NAA bzw. 2-NAA ermittelt wurden. Allerdings liegen de meisten Werte bei
107 M, mit Ausnahme der Bindurgskonstanten fir 2-NAA bel Hes= et al. (2,0 x 10° M).
Die in deser Arbeit ermittelten Dissziationskonstanten von renaturiertem AtERabpl mit
1-NAA bzw. 2-NAA liegen bei 10° M bzw. 10’ M. Damit liegen dese Werte in der
Grolenordnurg der fur ZmERabpl gefundenen Bindurgskonstanten. Die Tatsadhe, dal3 2
NAA starker gebundcen wird as 1-NAA, korreliert nicht mit den Literaturwerten.
Selbstverstandich kdonren de Disziationskonstanten von AtERabpl undZmERabpl nu
bedingt miteinander verglichen werden, da sich de Proteine in der Priméarsequenz
unterscheiden (55 % Ahnlichkeit, Anai et al., 1997. Esist wahrscheinlich, da3 de Affinitaten
zu den jewelli gen Liganden dfferieren. Eine wichtige Fehlerquelle der Mesaungen in deser
Arbeit war die grobe Schétzung der eingesetzten Proteinkorezentration. Fir die este
Uberpriifung eines Riickfaltungsansatzes hat sich die Methode jedoch als snnvdl erwiesen,
da ene Bindurg von 1:-NAA bzw. 2-NAA an AtERabpl gezeigt werden konrie. Bel der
weiteren Anayse wird es alerdings notwendig sein, de diversen Fatungsgezies in der
renaturierten Probe zu trennen. Dies kann mittels Hydropholer Interaktionschromatographie
erreicht werden. In korrekt gefalteten Proteinen liegen de hydropholen Aminoséaurereste im
Kern, wahrend sich die hydrophlen Seitenketten auf?en befinden. Jede Stérung der nativen
Konformation hétte @éne Verringerung der Hydrophilitdt zur Folge. Demnach sind falsch
gefaltete Proteine hydropholer und werden daher von einer hydropholen Matrix stérker
gebuncen. Welterhin ist es notwendig, die Disulfidstruktur des renaturierten Proteins zu

bestimmen und dese mit der in deser Arbet fir ZmERabpl kestimmten Struktur zu
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vergleichen. Mit einer reinen, retiven Proteinfraktion sollte es dann mdglich sein, genauere

Bindurgsdaten zu erhalten.

4.5 Funktionelle Untersuchungen von ZmERabpl

Es wurde @n System zur Analyse der Auxinsignaltransduktion in Maisprotoplasten etabli ert.
Mit Hilfe spezifischer Antikorper gegen AtERabpl undeinem Peptid abgeleitet aus der
Primérsequenz von Z. mays wurde Uberprift, ob de Funktionsanalyse von ZmERabp1l in

diesem System mdglichist.

Anti-AtERabpl-Antikorper - Induktion einer Auxin-andogen Volumenanderung

Die Zugabe von 10®M anti-AtERabpl-Antikérper zu Maisprotoplasten bewirkte dne
Veranderung des Volumens in analoger Weise wie die Zugabe von 10° M IAA.
Charakteristisch for den Verlauf der Auxinantwort in desem System war die anféngliche
Volumenabnahme (Schrumpfen), gefolgt von ener Volumenzunehme Uber das
Ursprungsvolumen des Protoplasten hinaus. In friiheren Studien zur Funktionsanalyse von
NtERabpl wurde die Auxin-induzierte Hyperpolarisation des Transmembranpaentials von
Tabakprotoplasten gemessen (Barbier-Brygoo, et al., 1989 Venis et al., 1993). Diese
Hyperpdarisation ist zwei Minuten nach Auxinzugabe dgeschlossen und zeigte keine dem
Schrumpfen analoge antagonistische Antwort (Ephritikhine et al., 1987. Auxineffekte, die
mit Pflanzenorganen urtersucht wurden, wie Stredkungswadstum (Tietze-Hal3 undDaorfling,
1977 Fischer et al., 1999, Transmembranhyperpolarisation (Felle et al., 199) sowie
Protonenefflux (LUthen et al., 1990 zeigten eine Verzogerung von 10 bs 20 Minuten.
Aulerdem wurde wéhrend deser Zeit in alen genannten Experimenten eine voribergehende
antagonistische Antwort beobadtet, die mit der anfanglichen Volumenabnahme des
Protoplasten karrelierte. Vergleicht man den zeitli chen Verlauf des Antikorpereff ekts mit dem
klasgschen Auxin-indwzierten Koleoptilenstredkungswachstum, so fdlt die deutliche
Ubereinstimmung auf. Der Beginn der Stredkung setzte ast nach etwa 15 ks 20 Minuten ein;
in deser Zeit war der Protoplast nadh anfanglichem Schrumpfen wieder auf seine
urspringliche Grole geschwollen, so dal3 de Nettovolumenzunahme bzw. das Wadstum in
beiden Systemen zeitgleich einsetzte. AulRerdem wurde die Konzentrationsabhéngigkeit der
Volumenzunehme bestimmt. Die maximale Volumenzunahme wurde mit einer

Antikérperkonzentration von 1 M ermittelt. Diese Konzentration entspricht exakt den
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Ergebnisen der Antikorper-induwzierten Tabakprotoplasten-Hyperpadarisation (Venis et al.,
1992.

Dieses Experiment stellt erstmals einen drekten sowohl zeitlich as auch medanistisch
vergleichbaren Zusammenhang zwischen ZmERabpl und @m klassschen Auxin-indwzierten
Stredkungswacdhstum her. Somit wird de Theorie gestiitzt, nach der die Sequenz, gegen de
der Antikorper gerichtet ist, die Auxinbindurgsgell e bzw. einen Tell daraus darstellt (Venis et
al., 1993. Die Bindurg von Auxin respektive des Antikorpers sll der Theorie nadch zu einer
Anderung der Proteinkorformation undschlieflich zum Auslésen der Auxinantwort fiihren
(Maadordld, 1997. Dieser Teil der Theorie bleibt alerdings  lange Spekulation, lis weitere

Komponrenten deser mogli chen Auxinsignaltransduktionskaskade identifiziert worden sind.

Anti-C-Terminus-Antikorper - Hemnung der Auxin-induzierten Volumenanderung

Die Prainkubation der Maisprotoplasten mit 10° M anti-C-Terminus-Antikérper bewirkte
eine Hemmung der Auxin-indwzierten Volumenanderung. In friheren Experimenten zeigten
Antikorper, die gegen das gesamte Protein gerichtet waren eine analoge Wirkung bei der
Hemmung der Auxin-indwzierten Hyperpolarisation des Transmembranpaentias (Barbier-
Brygoo et al., 1989. Seit der beobadteten Wirkung von C-terminalen Peptiden auf die
Auxinantwort wird dem C-Terminus von ABPl eine Rolle in der Weiterleitung des
Auxinsignals zugeschrieben (Thiel et al., 1993 Gehring et al., 1998 Leblanc et al., 199%).
Demnach wirden de Antikorper gegen den C-Terminus von ABP1 dese Antwort inhibieren.

Somit stimmen die hier erhaltenen Ergebnisse denfall s mit denen aus der Literatur Gberein.

C-terminales Peptid aus ZmERabp1- Induktion einer Auxin-ahrlichen Volumenanderung

In deser Arbeit wurde Uberpriift, ob dr C-Terminus von ZmERabpl in dem neuen
Maisprotoplastensystem eine Auxin-analoge Wirkung zeigt. Die Zugabe von 10° M des
Maispeptids T11/12 zu Maisprotoplasten bewirkte a@ne rasche Volumenzunahme. Auch in
diesem System zeigte das C-terminale Peptid von ZmERabpl einen dhnlichen Effekt wie in
den friheren Untersuchungen. C-terminale Peptide, abgeleitet von den Priméarsequenzen von
ZmERabpl undNtERabpl, indwzierten im Tabakprotoplasten-System die Hyperpdarisation
des Transmebranpdentials (Leblanc et al., 199%). Eine Erklarung fir das fehlende

Schrumpfen im Vergleich zur Auxin- bzw. Antikorper-indwzierten Antwort konrte die
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einfache Struktur des Peptids im Vergleich zum Gesamtprotein sein. Es ist moglich, dal3
Auxin zwel einander gegenlaufige Antworten auslGst, von dnen zu Beginn de
Volumenabnahme und anschlieffend de Volumenzunahme dominiert. Es ist vorstellbar, dal3
diese vermutete komplexe Auxinantwort von einem Protein mit mehreren Doménen, nicht

aber von einem Peptid ausgel 6st werden konrte.

Die durchgefihrten Experimente belegen eindrucksvoll die Anwendberkeit des neu
etablierten Systems zur funktionellen Anayse von ZmERabpl. Obwohl seit einiger Zeit
ebenfall s intrazell uldre Auxinrezeptoren dskutiert werden (Vesper und Kuf3, 1990 Lithen et
al.,, 1999 unterstitzen de gewonren Ergebnise die Theorie ener Beteiligung von
ZmERabp1 an einem plasmamembranstandigen Auxinrezeptorkomplex.

Aul¥erdem ist es gelungen, eine neue Methode zur funktionellen Analyse der Auxinantwort in
Protoplasten zu entwickeln. Diese Methoce stellt eine bessere zeitli che und medhanistische
Korrelation zwischen der Wirkung von Auxin als Wuchsdoff und dem beobadteten Eff ekt
der Volumenvergroflerung der Protoplasten her, as die bisher verwendeten

Untersuchungssysteme.
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4.6 Ausblick

Expresson von AtERabpl

Bel der Expresson des AtERabp1-Gens besteht keine off ensichtliche Korrelation zwischen
Transkript- und Proteinmenge. Dies 183t auf unterschiedli che Regulationsmedanismen in den
einzelnen Geweben schlief3en. Von grolem Interesse ist die Anayse von AtERabpl in
Wurzelgewebe. Trotz der geringen Transkriptmenge ist der Proteinspiegel im Vergleich zu
den anderen urtersuchten Geweben am héchsten. Aufferdem wird AtERabpl aus Wurzel bei
einer kleineren apparenten molekularen Masse detektiert. Mit Hilfe des gezifischen anti-
AtERabp1-Peptidantikdrpers llte es moglich sein, das Protein zu immunprazipitieren und
masenspektrometrisch zu analysieren. Eventuell kénren de Ergebnise Grinde fur die

ungewohrli che subzell ulére Lokali sierung in Wurzeln undEmbryonen liefern.

Homologe Expresson

Die Verwendurg des Transkriptions-Aktivierungss/stems hatte trotz  deutli cher Veranderung
des RNA-Spiegelsin A. thaliana keine Auswirkungen auf den Proteinspiegel. Denncch ist die
Herstellung von transgenen A. thaliana Pflanzen bezw. Suspensionskulturen mit reduzierter
oder ausgel dschter AtERabp1-Proteinexpresson wichtig fir weitere Untersuchungen. Ein nun
zur Verfigung stehendes System basiert auf der Expresson dopmistrangiger RNA in A.
thaliana (Chuang und Meyerowitz, 200Q. Mit Hilfe vier charakterisierter Gene aus A.
thaliana konrte die vererbbare sequenzspezifische Hemmung der Genfunktion gezeigt
werden. Dieses System sowie die im Labor vielfach praktizierte Methode des Agrobacterium
tumefaciens vermittelten Gentransfers ollen fir einen neuen indwzierbaren revers-genetischen

Ansatz eingesetzt werden.

Biochemische Analyse von ZmERabp1l

Um den Auxinsignatransduktionsmedanismus aufzukléren undsomit die Bedeutung Auxin-
bindender Proteine zu beweisen, ist es unabdingbar, das Protein einer Kristall strukturanalyse
zu urterziehen. Die zu desem Zwedk bendtigten Mengen des Proteins lasen sich in einer
absehbaren Zeit al erdings nur rekombinant gewinnen. Deshalb war es wichtig, ZmERabplals
bisher einziges isolierbares Auxin-bindendens Protein so detailliert wie moglich zu

charakterisieren. Mit den aus der mass®nspektrometrischen Analyse gewonrenen Daten ist es
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jetzt moglich, rekombinant exprimiertes Protein zu Ukerprifen, um es fir in vitro Analysen

e nzusetzen.

Renaturierungvon relkombinart exprimiertem AtERabp1

Es wurde @ne Methode entwickelt, die es erlaubt, grofie Mengen (im Milli gramm-Bereich)
rekombinant exprimiertes AtERabpl zu renaturieren. Die Trennurg von falsch und karekt
gefalteteten Proteinspezies wird aufgrund ihrer unterschiedlichen chromatographischen
Eigenschaften mdglich sein. Die Verwendurg der Fluoreszenzspektroskopie zur Ermittlung
von Bindurgsdaten enerseits und de Information Uker die Lage der Disulfidbriicke
andererseits werden eine umfangreiche Analyse des renaturierten Proteins ermdglichen. Mit
der Renaturierungsmethode wurde somit der Grundstein gelegt, funktionell aktives AtERabpl
herzustellen, das in zahlreichen Experimenten (Kristall strukturanalyse, Interaktionspartner-

Analysen) eingesetzt werden soll.

Suche nach Interaktionspartnern

Die Koimmunprézipitation ist eine Methode, um interagierende Proteine zu identifizieren. Mit
dem in deser Arbeit hergestellten anti-AtERabpl-Peptidantikorper kann deses Experiment
durchgefuihrt werden. Eine weitere Technik, Proteininteraktionspartner zu identifizieren, betet
die Oberflachenplasmonresonanz unter Verwendurg des Biacore-Instruments (Ladkmann et
al., 1999. Rekombinant exprimiertes AtERabpl kannin groffen Mengen renaturiert und zur
Herstellung der Chipoberflache verwendet werden. Uber diese Oberflache werden

solubili sierte Membanproteine geleitet, die nach Adsorption analysiert werden kénren.

Funktionell e Untersuchungen von AtERabpl

Das neu entwickelten Maisprotopl astensystem bietet die Mdgli chkeit, eine Primé&rantwort von
Auxin fur die funktionelle Charakterisierung von Proteinen zu nuzen. Dieses System soll
jetzt in A. thaiana etabliert werden, um die Untersuchungen von AtERabpl in einem
homologen System durchfiihren zu kénren. Dazu soll en transgene Pflanzen mit Hilfe der o. g.
Doppelstrang-RNA-Tednik hergestellt werden. Aul¥erdem existieren zahlreiche Mutanten in

der Modedll pflanze A. thaliana, die mit Hilfe dieses Systems analysiert werden kénren.
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Zusammenfasaung

5 Zusammenfasaung

In deser Arbeit wurden die Auxin-bindenden Proteine AtERabpl undZmERabpl uriersucht.

Die AtERabpl-Expresson ist sowohl anhand von Northern- und Western-Blot-Analysen
eingehend charakterisiert worden. Transkript- und Proteinmenge differierten deutlich in den
analysierten Geweben. Die Transkriptmenge in Bliten lage deutlich Gber den mRNA-Mengen
der anderen urtersuchten Gewebe; alerdings war der Proteinspiegel relativ gering. Im
Gegensatz dazu stand kel der Analyse des Wurzelgewebes einem schwadhen Signal im
Northern-Blot ein sehr starkes Signal im Western-Blot gegentiber; dieses wurde bei einer
kleineren apparenten molekularen Masse detektiert. Durch Immunlokalisation konrie ane

stadienspezifische Expresson vonAtERabplin Embryonen nachgewiesen werden.

Unter Verwendurg eines aktivierbaren Promotors konnte die Transkriptmenge von
AtERabplin A. thaliana Pflanzen duch sense- bzw. antisense-Expresson verandert werden.
Allerdings hatte dies keinen Einflul3 auf die Proteinexpresson kew. resultierte nicht in einem

sichtbaren Phénotyp der transgenen Pflanzen.

ZmERabp1 wurde aus Maiskoleoptil en isoliert und massenspektrometrisch analysiert. Die
molekulare Mas< betragt 20243Da; der Glykanrest liegt in der mannasereichen Form vor. Es
konnte bestdtigt werden, dal3 ZmERabpl richt Uber eine Disulfidbriicke dimerisiert. Ferner
wurde durch zwel unabhéngige Experimente die Lage aner Disulfidbriicke zwischen Cys2
und Cys61 identifiziert.

Fur die Gewinnurg gol¥r Mengen vonrekombinant exprimiertem AtERabpl wurde ene
Renaturierungsmethode entwickelt. Unter Verwendurg der Fluoreszenzspektroskopie konrte
gezeigt werden, 3 ds renaturierte Protein 1-NAA und 2NAA bindet. Die
Diswziationskonstante fiir 1-NAA betragt 2,3x 10° M undfiir 2-NAA 3 x 107 M.

Mit Hilfe enes neu etablierten Systems ist es gelungen, ZmERabpl funktionell zu

charakterisieren. Isolierte Maisprotoplasten wurden mit Antikdrpern gegen AtERabpl
inkubert. Der gegen de postulierte Auxinbindestelle gerichtete Antikorper |0ste ene
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Volumenanderung der Protoplasten aus, die der Auxin-indwzierten Antwort analog war.
Dagegen hemmte en zweiter Antikorper, gerichtet gegen den C-Terminus von AtERabpl, de
Auxin-indwzierte Schwellantwort. Ein C-terminales Peptid, abgeleitet aus der ZmERabpl

Primarsequenz, |6ste @ne Auxin-analoge Schwell antwort aus.
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Anhang1l: Massnspektrometrische Analyse énes tryptischen Verdaus von derivatisiertem (4-Vinylpyridin/

lodacdamid) ZmERabpl Dargestellt sind de in Abb. 13 nicht aufgefiihrten Massenspektren der
tryptischen Peptide T5, T2, T8, T4, T3, T9 und T10.
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Kurzzusammenfassaing

Die AtERabpl-Expresson ist sowohl anhand von Northern- und Western-Blot-Analysen
eingehend charakterisiert worden. Durch Immunlokalisation wurde die AtERabpl-
Expresson in Wurzeln undEmbryonen urtersucht. Unter Verwendurg eines aktivierbaren
Promotors konrte die Transkriptmenge von AtERabplin A. thaliana Pflanzen verandert
werden. Allerdings hatte dies keinen Einfluld auf die Proteinexpresson kew. resultierte
nicht in einem sichtbaren Phanotyp der transgenen Pflanzen. ZmERabpl wurde aus
Maiskoleoptilen isoliert und massenspektrometrisch analysiert. Die molekulare Masse
betragt 20243 Da; der Glykanrest liegt in der manncsereichen Form vor. Ferner wurde
durch zwel unabhéngige Experimente die Lage ener Disulfidbriicke zwischen Cys2 und
Cys61 identifiziert. FUr die Gewinnurg gof¥r Mengen von rekombinant exprimiertem
AtERabpl wurde éne Renaturierungsmethode entwickelt. Unter Verwendurg der
Fluoreszenzspektroskopie wurden de Dissoziationskonstanten des 1-NAA- und 2NAA-
Protein-K omplexes bestimmt (2.3 x 10° M bzw. 3 x 107). Mit Hilfe énes neu etablierten
Systems ist es gelungen, ZmERabpl funktionell zu charakterisieren. Isolierte
Maisprotoplasten wurden mit Antikorpern gegen AtERabpl sowie @nem C-terminaen
Peptid, abgeleitet aus der ZmERabpl Priméarsequenz, inkubert und de Volumenanderung
der Protoplasten urtersucht.

Abstract

Expresson d AtERabpl was charaderized in detal by northern- and western-blot
analysis. Immundocdization studies were performed onroot and embryo tissue. Making
use of a transcription adivation system the level of AtERabp1l transcript was manipulated
in A. thaliana plants withou any effed on the protein expresson level or a visible
phenatype. ZmERabpl was dructuraly charaderized. The moleaular mass of ZmERabp1l
was determined to be 20243 Da @mprising a sugar moiety correspondng to a high
mannase type glycan structure. The position d a disulfide bridge was locdized between
Cys2 and Cys61. The residue Cysl55 leas the free sulfhydryl group. A method was
developed for the renaturation d recombinantly expressed AtERabpl. Refolded AtERabpl
was analyzed by means of fluorescence spedroscopy. Disziation constants of 1-NAA
and 2NAA were determined to 2.3x 10° M and 3x 10° M, respedively. ZmERabp1 tes
been functionally charaderized. Maize protoplasts were incubated with antibodes against
AtERabpl and with a C-terminal peptide deduced from the primary sequence of
ZmERabp1.The volume changes of the protoplasts were analyzed.
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Dieses Dingwird die aveite Cheopspyramide sein:
ein Klotz, der herumliegt und niemandem nutzt.
Erwin Chargaff

Wenn das Humangenomproj ekt abgeschlossen sein wird,
wird esin urserer Madt stehen,

die grundlegenden Eigenschaften zu erkennen,

die uns zu Menschen machen.

James D. Watson

Eine genetisch deterministische Sicht des Lebens

ist ein sehr vereinfachter, Uberaus naiver Blick auf ein Extrem.
Das snd solche Beispiele,

wo Menschen die Wissenschaft aus Holl ywood-Fil men lernen,
anstatt von Wissenschaftlern.

Craig J. Venter

Dieser Erkenntnisgewinn het fir das Selbstverstandnis des Menschen einen ahnli chen Stell enwert
wie die Verdrangungdes ptolomaischen durch das kopernikanische Welthil d

und ist in seinen Auswirkungen mit Sicherheit ein weitaus gréf%erer Sprungfir die Menschheit,
als die Mondlandung

Hans Lehrach

Das eigentli che Problem aber besteht nach wie vor darin,

dal’ weder die Funktion noch die Arbeitsweise von Proteinen

ausreichend erschlossen sind - davon wissen wir alenfalls ein Zehrtel.

Und solange man diese Dinge nicht weil3,

wird de Entschllisselungdes Genoms vor all em von theoretischem Nutzen sein.
Glinter Blobel



