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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Blatenentwicklung - ein Beispiel von pflanzlicher Musterbildung

Die zentrale Frage in der Entwicklungsbiologie der Vielzeller ist, wie aus einer Zelle,
der Zygote, durch geordnete Zellteilung und -differenzierung ein komplex gegliederter
Organismus entsteht. Dieser Musterbildung genannte Vorgang ist vererbbar und wird
durch genetische Netzwerke kontrolliert. Er beruht darauf, das jede Zelle die flr ihre
Position spezifischen Signale empfangt und darauf individuell reagiert.

Pflanzen sind sessile Organismen und missen deshalb in der Lage sein, auf
Veranderungen der Umwelt flexibel zu reagieren. Diese im Vergleich zu Tieren vollig
andere Uberlebensstrategie resultiert auch in Unterschieden wahrend der Ontogenie.
Adulte Pflanzen sind, auf das Wachstum bezogen, ‘offene Systeme’ und in der Lage
de novo Organe wie Blatter, Bllten oder Wurzeln aus teilungsfahigen Stammzellen, den
Meristemen, zu bilden. Im Gegensatz dazu ist die Organogenese in Tieren generell mit
Beendigung der Embryonal- oder Larvalentwicklung abgeschlossen. Demnach lassen
sich die im Tiermodell gewonnenen Erkenntnisse nicht auf Pflanzen Ubertragen, was die
Erforschung von pflanzlicher Entwicklung notwendig macht.

Trotz dieser entscheidenden Unterschiede in ihrer Entwicklung gibt es auch prinzipielle
Gemeinsamkeiten in der Musterbildung von Pflanzen und Tieren. Zum Beispiel werden
die Blltenorgan-Identitaten in Angiospermen analog zu den Segment-ldentitaten in
Insekten (ber das kombinatorische Wirken von Transkriptionsfaktoren festgelegt
(Theissen und Saedler, 1995). Diese Rolle als homdootische Entwicklungskontrollgene
wurde bei  Angiospermen, entsprechend der Funktion der Homeobox-
Transkriptionsfaktoren bei Tieren, weitgehend durch die Familie der MADS-box-
Transkriptionsfaktoren (bernommen (eine Ausnahme ist AP2, das einer eigenen
Genfamilie angehort, s. u.). Dabei wird nach dem ABC-Modell, das auf der Basis von
Untersuchungen homdotischer Mutanten in Arabidopsis beruht (Weigel und
Meyerowitz, 1994), die Identitdt des dulReren Wirtels (Sepalen) durch Klasse A-Gene
festgelegt, die des zweiten Wirtels (Petalen) durch die Kombination aus Klasse A- und
Klasse B-Genen, die des dritten Wirtels (Stamen) durch Kombination von Klasse B-
und Klasse C-Genen und die des vierten Wirtels (Karpelle) durch Klasse C-Gene
festgelegt. Die Klasse A-Gene werden in Arabidopsis durch AP1 (APETALAL; Mandel
et al., 1992) und AP2 (APETALAZ; Jofuku et al., 1994), die Klasse B -Gene durch DEF
(DEFICIENS; Sommer et al., 1990; Schwarz-Sommer et al., 1992) aus Antirrhinum
bzw. AP3 (APETALAS3; Jack et al., 1994) aus Arabidopsis und GLO (GLOBOSA;
Trobner et al., 1992) aus Antirrhinum bzw. Pl (PISTILLATA; Goto und Meyerowitz,
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1994) aus Arabidopsis reprasentiert. PLE (PLENA; Bradley et al., 1993) aus
Antirrhinum bzw. AG (AGAMOUS; Yanofsky et al., 1990) aus Arabidopsis stellen
Klasse C-Gene dar. Die Klasse A-Gen-Funktion ist, abgesehen von Arabidopsis,
generell nicht auf andere Pflanzen Ubertragbar, weil in keiner anderen Spezies bislang
Klasse A-Mutanten, d. h. Pflanzen mit Bluten mit karpellen-artigen Sepalen und
stamen-dhnlichen Petalen gefunden worden sind. Die Klasse A-Gene aus Arabidopsis
besitzen dartiber hinaus eine zweite Funktion als florale Meristem-Identitats-Gene
(siene 1.4.1).

1.2 Mdogliche Anwendungen von Erkenntnissen aus der
BlUtenentwicklung in Nutzpflanzen

Die Blitenentwicklung ist nicht nur fir die Grundlagenforschung interessant. Die
Kenntnis Gber die ihr zugrunde liegenden Mechanismen kdnnten der Verbesserung von
Nutzpflanzen zugute kommen. Zwei Beispiele werden im Folgenden kurz behandelt.

Im Modellsystem Arabidopsis kann die vegetative Phase durch konstitutive Expression
von floralen Meristem-ldentitats-Genen (s. u.) bzw. derer mutmaBlicher Aktivatoren
verkirzt werden (Mandel und Yanofsky, 1995; Weigel und Nilsson, 1995; Simon et al.,
1996; Cardon et al., 1997). Dieser experimentelle Ansatz kann auch im heterologen
System angewandt werden: Wird LEAFY, ein florales Meristem-ldentitats-Gen aus
Arabidopsis in der Zitterpappel konstitutiv exprimiert, reduziert sich die vegetative
Phase von einigen Jahren auf wenige Monate (Weigel und Nilsson, 1995). Eine
Anwendung solcher frihblihenden Pflanzenlinien konnte durch ihre kirzere
Generationsdauer die klassische Ziichtung beschleunigen. AulRerdem ware es maglich,
Nutzpflanzen in Gebieten mit kurzer Vegetationsperiode, in denen sonst kein Anbau
mdoglich ware, zu kultivieren.

Ein spektakuldares Beispiel, wie Blutenentwicklungsgene nutzbar gemacht werden
konnten, zeigt die gentechnische Erzeugung von parthenokarpen (samenlosen)
Frichten. Bei Unterdriickung von Selbstbestdubung konnten in Tabak, Aubergine und
Tomate durch die Expression des iaaM-Gens aus Pseudomonas syringae unter der
Kontrolle der Ovulen-spezifischen DEFH9-Promotorregion (DEFH9 = DEFICIENS
HOMOLOG 9 ist ein MADS-box-Gen aus Antirrhinum) samenlose Friichte erzeugt
werden (Rotino et al., 1997). Das Transgen imitiert ein fir die Fruchtentwicklung
notwendiges, Ovulen-spezifisches Auxin-Signal, das normalerweise nur nach der
Bestdubung ausgelost wird. Die korrekte Funktion der Antirrhinum-DEFH9-
Promotorregion im heterologen System zeigt aulerdem eindrucksvoll, wie konserviert
Regulationsmechanismen tber systematische Grenzen hinaus sein kénnen.
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1.3 Die Blutenbildung wird tber die Wechselwirkung von auf3eren
Bedingungen mit endogenen Faktoren kontrolliert

Die Angiospermen sind, besonders in geographischen Breiten mit Jahreszeitwechsel,
auf den richtigen Zeitpunkt ihrer Blutenbildung angewiesen, weil z. B. die Bestduber
wie Insekten vorhanden sein missen und die Vegetationsperiode fur die Samen- und
Fruchtbildung optimal ausgenutzt werden muf}, um die Vermehrung und Verbreitung
der Pflanze zu sichern. Ein synchrones Blihen gleicher Arten ist aulerdem fiir die
Gewahrleistung genetischer Rekombination notwendig.

Nicht zuletzt sind viele Samen und Frichte unverzichtbare und lebenswichtige
Komponenten in der Erndhrung von Mensch und Tier.

Die Umschaltung vom vegetativen zum generativen Wachstum wird durch duf3ere
Einflusse wie Temperatur, Tageslange, Lichtqualitit und Bodenfeuchte in
Wechselwirkung mit endogenen, d. h. genetisch bedingten Faktoren der Pflanze,
kontrolliert. Die Bluteninduktion kann wvon Spezies zu Spezies unter vollig
unterschiedlichen Bedingungen stattfinden (Ubersicht bei Bernier, 1988). Diese
Unterschiede kdnnen sogar innerhalb einer Art auftreten. Beispielsweise blihen manche
Tabak-Kultivare nur unter Kurztagbedingungen, andere nur unter Langtagbedingungen.
Die Perzeption dieser Signale findet in verschiedenen Teilen der Pflanze statt (Ubersicht
bei Bernier et al.,, 1993). Zum Beispiel wird die Lichtperiode in den Bléattern
wahrgenommen, die Bodenfeuchte in den Wurzeln und Kalte im Apikalmeristem.

Da das Umschalten zum reproduktivem Wachstum in der Sprospitze stattfindet, muf}
es ein Signal geben, das dorthin transduziert wird. Uber die Natur dieses Signals gibt es
verschiedene Theorien. Drei wichtige Theorien seien hier kurz erwahnt.

Die ,,Hypothese der Nahrstoffumverteilung* postuliert, dal induktive Bedingungen zu
einer besseren Versorgung der Sprof3spitze mit Assimilaten flhrt. Dieser Stimulus 16st
dann die Blltenbildung aus (Sachs und Hackett, 1983).

Die ,Florigen-Hypothese“, die lediglich auf Untersuchungen an photoperiodisch
sensitiven Pflanzen basiert, besagt, daR bei induktiver Photoperiode ein Signal von den
Blattern in das Apikalmeristem in Form eines universalen Blihhormons (Florigen)
Ubertragen wird (Chailakhyan, 1936). Spater wurde diese Theorie durch einen
Antagonisten des Florigens, das Antiflorigen ergénzt. Angesichts der Vielfalt in der Art
und Weise, wie in verschiedenen Spezies die Blitenbildung induziert wird, erscheint
die Annahme eines universellen Signalubertrdgers aus heutiger Sicht naiv. Umso
fragwirdiger ist in diesem Zusammenhang, dafl das erst kirzlich identifizierte
INDETERMINATE1-Gen (ID1) aus Mais, das fur ein Zinkfingerprotein kodiert, als
Komponente eines Florigen-Signalweges diskutiert wird (Colasanti et al., 1998;
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Aukerman und Amasino, 1998). Grund fur diese Annahme ist lediglich, dal} das ID1-
Transkript unter induktiven Bedingungen in unreifen Blattern, jedoch nicht im
Apikalmeristem exprimiert und zum Umschalten der Maispflanze auf generatives
Wachstum benétigt wird.

Die ,,Theorie der multifaktoriellen Kontrolle* von Bernier (siehe Bernier, 1988) tragt
der Tatsache Rechnung, dal3 die florale Transition in der Modellpflanze Sinapis alba
von einer Reihe von Signalen, bestehend aus Hormonen, wie beispielsweise
Gibberelline, Polyamine, Cytokinine und Auxine sowie Assimilaten wie Saccharose
abhdngig ist (Bernier et al., 1993).

1.4 Die genetische Kontrolle des generativen Wachstums

Wie gerade behandelt, ist einiges Uber die chemische Natur der Signale, die an der
Blutenbildung beteiligt sind, bekannt. Leider sind die Erkenntnisse, die die Physiologie
der Blutenbildung mit der Genetik der Blitenbildung verbinden, noch eher liickenhatft.

1.4.1 Drei Gruppen von Genen sind fur die Blutenbildung wichtig

Die an der Blutenbildung beteiligten Gene lassen sich, gemaR der zeitlichen Abfolge
ihrer Aktivierung, in drei Gruppen einteilen.

1. Phasen-Umschalt-Gene:

Sie bewirken ein Umschalten des Apikalmeristems von vegetativem auf Infloreszenz-
Wachstum. Das Vorhandensein dieser Gene wurde von verschiedenen Autoren
vorgeschlagen (Poethig, 1990; Schultz und Haughn, 1993; Klein, 1994). Es konnten bis
heute keine Mutanten gefunden werden, die in diesem Schritt vollig blockiert sind, also
unbegrenzt vegetativ wachsen. Dies legt den Schluf} nahe, daR mehrere Gene mit
redundanten Funktionen diesen Schritt kontrollieren mussen.

2. Florale Meristem-ldentitats-Gene:

Die Identitat der lateralen Meristeme, die sich von den Randzonen des apikalen
Infloreszenzmeristems abteilen, wird durch sogenannte florale Meristem-Identitats-
Gene bestimmt (Uberblick bei Ma, 1998). Beispiele fiir florale Meristem-ldentitits-
Gene sind FLO (FLORICAULA; Coen et al., 1990) und SQUA (SQUAMOSA; Huijser et
al., 1992) aus Antirrhinum sowie die ortholgen Gene LFY (LEAFY; Weigel et al., 1992)
und AP1 (APETALA1L; Mandel et al., 1992) aus Arabidopsis. Aus Arabidopsis wurden
auflerdem CAL (CAULIFLOWER; Kempin et al., 1995) und AP2 (APETALAZ2; Jofuku
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etal., 1994) isoliert. Alle genannten Gene kodieren fir mutmaBliche
Transkriptionsfaktoren, wobei SQUA, AP1 und CAL MADS-Box-Gene sind. In
Mutanten der floralen Meristem-ldentitats-Gene schalten die floralen Meristeme von
determiniertem Wachstum zu Infloreszenz-ahnlichem indeterminiertem Wachstum um.
CAL stellt dabei eine Ausnahme dar. Cal-Mutanten zeigen keinen zum Wildtyp
abweichenden Phanotyp, verstarken jedoch den apl-Phénotyp in Doppelmutanten. Die
Funktion von CAL, das zu AP1 in der Sequenz sehr dhnlich ist, ist redundant und kann
durch AP1 Gibernommen werden.

3. Organ-ldentitéts-Gene:
Diese Gene legen die Identitdt der einzelnen Blitenwirtel fest und halten den
terminierten Charakter der Blite aufrecht (Ubersicht in 1.1).

Die vorliegende Arbeit wird sich mit den frihen Phasen der Blutenentwicklung
beschaftigen. Das Hauptinteresse wird darin bestehen, die bislang nicht charakterisierten
Phasen-Umschalt-Gene zu isolieren (Naheres dazu in 1.7).

Zur gleichen Zeit, als von einigen Autoren Phasen-Umschalt-Gene postuliert wurden,
wurden aus Arabidopsis Blitezeit-Mutanten isoliert. Von einigen sind die
korrespondierenden Gene inzwischen bekannt. Blitezeit-Gene bestimmen den
Zeitpunkt des Umschaltens von vegetativem zu generativem Wachstum, stellen
grundsatzlich durchaus Kandidaten fiir Phasen-Umschalt-Gene dar. Aus diesem Grund
soll zunachst ein kurzer Uberblick Gber die wichtigsten aus Arabidopsis isolierten
Bliitezeit-Gene gegeben werden.

1.4.2 Blitezeit-Gene

Unter die Bezeichnung Blitezeit-Gene féllt jedes Gen, welches die Blitezeit beeinfluf3t.
Der Begriff ‘Blltezeit’ 1aRt sich dabei in diesem Zusammenhang verschieden
definieren. Bei einer moglichen Definition wird der Zeitraum zwischen Keimung und
Offnen der ersten Blite (= Anthesis) als Bliitezeit bezeichnet. Nach einer anderen
Definition werden die Blattzahl bzw. die Anzahl der Nodien als MaR fiir die Blitezeit
zugrundegelegt (weniger Blatter/Nodien entspricht friherer Blite). Generell kann man
Repressoren von Aktivatoren der Blitenbildung unterscheiden.
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Repressoren der Blutenbildung
In Arabidopsis lassen sich anhand des photoperiodischen Verhaltens von Mutanten
zwei Typen von Blute-Repressoren unterscheiden (Haughn et al., 1995):

a) Friihblihende Mutanten, die photoperiodisch sensitiv sind:

Mutanten dieses Typs blihen bei jeder Lichtperiode friher als der Wildtyp. Sie sind
jedoch, wie der Wildtyp, in der Lage, Tageslangen wahrzunehmen und blihen deshalb
unter Kurztagbedingungen spéter als unter Langtagbedingungen.

Gene aus dieser Gruppe sind ELF1 und ELF2 (EARLY FLOWERING 1/2; Zagotta et al.,
1992) und TFL1 (TERMINAL FLOWER 1; Shannon und Meeks-Wagner, 1991; Alvarez
etal., 1992).

Von diesen Genen wurde bislang lediglich TFL1 Uber seine Homogie zu dem
orthologen Gen CEN (CENTRORADIALIS) aus Antirrhinum (Bradley et al., 1996;
Bradley et al., 1997) bzw. Uber T-DNA-tagging (Ohshima et al., 1997) identifiziert.
TFL1 wie CEN zeigen Homologien zu tierischen Phosphatidylethanolamin-
Bindeproteinen, stellen demnach  mdglicherweise ~ Komponenten  zellulérer
Signaltransduktion dar. Sowohl Antirrhinum cen-Mutanten als auch Arabidopsis tfl1-
Mutanten besitzen im Gegensatz zum Wildtyp eine terminale Bliite. Dieser Phanotyp
wird durch ektopische Expression von FLO (Bradley et al., 1996) und SQUA
(P. Huijser, personliche Mitteilung) bzw. LFY (Bradley et al., 1997) und APl
(Gustafson-Brown et al., 1994) im apikalen Meristem verursacht. CEN und TFL1 haben
demnach die Funktion, die Infloreszenz-ldentitat des apikalen Meristems aufrecht zu
erhalten, indem sie dort die floralen Meristem-Identitats-Gene unterdriicken. Wahrend
TFL1 in Arabidopsis auch wahrend der vegetativen Phase exprimiert wird, was mit
seinem mutanten Phénotyp als fruhblihende Pflanze in Einklang steht, ist die
Expression von CEN in Antirrhinum ausschlieBlich auf die generative Phase
beschrankt. Cen-Mutanten sind demnach in ihrer Blltezeit unverandert (Cremer et al.,
1998). Diese Unterschiede verdeutlichen, dalR die die Blite reprimierenden
Mechanismen interspezifisch offensichtlich nicht strikt konserviert sein mussen.

b) Frihblihende Mutanten, die photoperiodisch insensitiv sind:

Mutanten dieser Gruppe blihen in Lang- sowie Kurztag gleich, aber in jedem Fall
fruher als der Wildtyp.

Eine &uRerst friihe Blutenbildung zeigen die Mutanten von EMF1 und EMF2
(EMBRYONIC FLOWER,; Sung et al., 1992;Yang et al., 1995). Diese bliihen zwar nicht,
wie der Name suggeriert, im Embryonalstadium, jedoch ohne eine vegetative Phase zu
durchlaufen direkt nach der Keimung. Die Funktion von EMF1/2 scheint deshalb die
Aufrechterhaltung der vegetativen Phase zu sein. Aus dem Phénotyp der emf-Mutanten
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kann geschlossen werden, daB ,,Blihen* ein Grundzustand der Pflanze ist, der von
EMF1/2 unterdriickt wird. Von einigen Autoren wird deshalb EMF1/2 als zentraler
Bestandteil in der Regulation der Blute in Arabidopsis dargestellt (Martinez-Zapater et
al., 1994; Haughn et al., 1995). In diesem Modell wird davon ausgegangen, dal? die
EMF-Aktivitdt mit dem Alter der Pflanze nachlalt und von anderen Blitezeit-Genen
direkt oder indirekt verstarkt oder inhibiert wird. Leider sind EMF1/2 bis heute nicht
kloniert worden und es waére interessant zu erfahren, welcher Klasse von Genen sie
angehoren.

Weitere Gene dieser Gruppe sind ELF3 (EARLY FLOWERING 3; Zagotta et al., 1992),
COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC LOCUS 1; Deng et al., 1991), HY1,
HY2 und HY3 (LONG HYPOCOTYL; Koornneef et al., 1980). Diese Gene sind nicht
spezifisch an der Kontrolle der Blitezeit beteiligt, denn deren Mutanten zeigen neben
einer Reduzierung der Anzahl der Rosettenbl&tter und Infloreszenznodien auch andere
Abnormalitaten: hyl-, hy2- und hy3-Pflanzen besitzen bei verschiedenen Tagesléangen,
elf3-Pflanzen lediglich unter Kurztag ein verlédngertes Hypokotyl (Koornneef et al.,
1980; Zagotta et al., 1992), wahrend copl-Pflanzen im Dunkeln in der Lage sind, sich
wie Wildtyp-Pflanzen im Licht zu entwickeln (Deng et al., 1991).

Aktivatoren der Blitenbildung
Die Aktivator-Gene der Blitenbildung sind an drei verschiedenen Signaltransduktions-
wegen beteiligt.

a) Aktivatoren, die dem autonomen Signaltransduktionsweg angehdren

Die Gene dieser Gruppe agieren autonom, d. h. sie kontrollieren die Blltenbildung
unabh&ngig von aulleren Bedingungen.

LD (LUMINIDEPENDENS) kodiert ein mutmaRliches Kernprotein (Lee et al., 1994).
FCA kodiert fir ein RNA-bindes Protein und wird deshalb als posttranskriptioneller
Regulator diskutiert (Macknight et al., 1997). Daruber hinaus sind noch fpa, fve, fy als
spatblihende Mutanten des autonomen Signalwegs beschrieben worden (Martinez-
Zapater et al., 1994)

b) Aktivatoren, die dem Langtag-Signaltransduktionsweg angehdren

Mutanten dieser Gene bliihen unter Langtagbedingungen verspatet, zeigen jedoch ein
dem Wildtyp d&hnliches Verhalten bei Kurztag. Aus dieser Gruppe sind CO
(CONSTANS; Putterill et al., 1995), und FHA (Guo et al., 1998) kloniert. CO kodiert flr
ein Zinkfingerprotein, ist deshalb moglicherweise ein Transkriptionsfaktor und FHA ist
ein Blaulichtrezeptor (auch als CRY2 bekannt). Die Klonierung der Gene FD, FE, FT,
FWA, und Gl ist noch nicht vertffentlicht worden.
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c) Aktivatoren, die dem GA-Signaltransduktionsweg angehéren

Zu dieser Gruppe gehoren verschiedenen Gene, die an der Gibberellinséure -Synthese
beteiligt sind (GA = Gibberellic Acid). Eine Mutante aus dieser Klasse, gal-3, bliht
unter Langtagbedingungen spédter als der Wildtyp, wéhrend sie unter
Kurztagbedingungen vegetativ verbleibt. Demnach wird Gibberellinséure fur die Blute
unter Kurztagbedingungen benétigt (Wilson et al., 1992).

1.4.3 Sind Blitezeit-Gene Phasen-Umschalt-Gene?

Die gerade behandelten Bliitezeit-Gene kontrollieren den Zeitpunkt der Blitenbildung.
Wie sich anhand der bereits klonierten Gene zeigt, erfiillen mit Sicherheit nicht alle
Gene dieser Gruppe das Kriterium eines Phasen-Umschalt-Gens, weil sie lediglich
indirekt an der Zeitpunktbestimmung der Blite beteiligt sind. Einige dieser Gene sind
allgemeine Signaltransduktionskomponenten wie z. B. der von FHA kodierte
Blaulichtrezeptor. Fur die noch nicht klonierten Gene 18Rt sich keine Aussage dariber
treffen, ob es sich um Phasen-Umschalt-Gene handelt, dennoch scheinen viele davon
nicht spezifisch an den Umschaltprozess von vegetativ zu generativ beteiligt zu sein
(zum Beispiel die LONG HYPOCOTYL-Gene). Unter 1.4.1 wurde beschrieben, welche
Gene wahrend der Blitenbildung aktiviert werden. Eine Schlisselrolle dabei spielen die
floralen Meristem-ldentitats-Gene, weil sie fur die florale Identitat der lateralen
Meristeme unverzichtbar sind. Sie stellen demnach Markergene dar, die das Ende des
Ubergangs von vegetativem zu generativem Wachstum abschlieBen. Demnach sollten
Phasen-Umschalt-Gene Gene sein, die den Zeitpunkt der Expression von floralen
Meristem-ldentitats-Gene direkt bestimmen, also sie demnach als ,molekulare
Schalter” regulieren. Den besten Kandidaten aus der Gruppe von Blitenzeit-Genen
stellt CO dar: Im Wildtyp wird CO unter Langtag, also induktiven Bedingungen
angeschaltet (Putterill et al., 1995). Es konnte gezeigt werden, dal3 Aktivierung von CO
vor allen Dingen die Expression des floralen Meristem-ldentitats-Genes LFY erhoht
(Simon et al., 1996). CO kodiert wahrscheinlich flr einen Transkriptionsfaktor, was
ebenfalls zu der Rolle eines Umschalt-Gens passen wirde. Leider konnte bis heute auf
molekularer Ebene noch keine Interaktion zwischen CO und LFY nachgewiesen
werden.
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1.5 Der Ubergang vom vegetativen zum generativen Wachstum in
Antirrhinum majus

In 1.4.1 wurden die einzelnen Phasen beim Ubergang vom vegetativem zum
generativen Wachstum und ihre genetische Kontrolle kurz geschildert. Am Beispiel der
in dieser Arbeit verwendeten Modellpflanze Antirrhinum majus soll kurz auf die
morphologischen Veranderungen wahrend dieses Phasenwechsels eingegangen werden.
Die vegetative Phase ist unter anderem durch Laubblatter charakterisiert, die in
dekussierter Phyllotaxis angeordnet sind. Wahrend des Phasenwechsels &ndert sich
diese Blattstellung graduell von dekussiert zu spiral, die Blattform geht in kleine
Schuppenbléttern (Brakteen) ber und die Trichomdichte erhoéht sich (Meijer et al.,
1995; Meijer, 1996). In den Achseln der Brakteen wachsen, kontrolliert durch FLO
(Coen et al., 1990) und SQUA (Huijser et al., 1992), und spéater durch die Kontrolle von
Organ-ldentitats-Genen schlieSlich determinierte Sprosse, die Bliten. Mutationen in
FLO oder SQUA fuhren zu Sprossen mit indeterminierten, Infloreszenz-ahnlichem
Wachstum anstelle von Bliten (Abbildung 1-1, am Beispiel von flo).

Abbildung 1-1. Vergleich der Infloreszenzen von Wildtyp (A) mit der floricaula-Mutante (B).

13



Einleitung

1.6 Antirrhinum als geeignete Modellpflanze zur Untersuchung des
Phasenubergang von vegetativ zu generativ

Antirrhinum ist neben Arabidopsis eine hervorragende Modellpflanze fur
Untersuchungen aus dem Bereich der Blitenentwicklung. Es gibt umfangreiche
Mutantensammlungen (Stubbe, 1966), die auch zahllose Blitenentwicklungs-Mutanten
umfassen. Darlber hinaus besteht die Mdglichkeit von Mutagenese mittels endogener
Transposons (Carpenter und Coen, 1990), wodurch die Charakterisierung von Genen
anhand ‘reverser Genetik’ ermdglicht wird. Antirrhinum ist systematisch relativ weit
von Arabidopsis entfernt. Ein Vergleich dieser beiden Modellsysteme mit weiteren wie
z. B. Petunia bietet deshalb die Mdglichkeit artenspezifische von allgemeingultigen
Entwicklungsmechanismen zu unterscheiden.

Nicht zuletzt wurde Antirrhinum gewéhlt, weil es aufgrund seiner GroRe sich fir
biochemische Arbeiten (z. B. Kernprotein-Extraktionen) gut eignet.

1.7 Strategie zur Isolierung von Phasen-Umschalt-Genen

Aufgabe dieser Arbeit ist es, Phasen-Umschalt-Gene zu isolieren, die den Ubergang
von vegetativem zu generativem Wachstum steuern. Gute Kandidaten fir Phasen-
Umschalt-Gene sind Regulatoren von floralen Meristem-Identitats-Genen, weil florale
Meristem-ldentitits-Gene das Ende des Ubergangs von vegetativem zu generativem
Wachstum abgrenzen und andererseits die frihesten Gene sind, die spezifisch
Blutenwachstum festlegen.

Als Ausgangspunkt fur diese Arbeit diente das florale Meristem-Identitats-Gen FLO,
dessen mutanter Phanotyp in Abbildung 1-1 dargestellt ist. FLO wird schon sehr friih in
der Blitenentwicklung angeschaltet und seine Expression ist auf florale Meristeme und
Brakteen beschrankt (Coen et al., 1990). Ein analoger Versuchsansatz wurde bereits mit
SQUA als Ausgangsgen erfolgreich durchgefihrt (Klein, 1994; Klein et al., 1996).

Die Aktivierung eines Genes geschieht (ber sogenannte trans-aktive Faktoren
(= Transkriptionsfaktoren), die spezifisch an sogenannte cis-aktive Elemente binden.
Die cis-aktiven Elemente eines Genes befinden sich meist an seinem 5’-Ende, der
Promotorregion.

Um die Isolierung von Aktivatoren von FLO zu ermdglichen, sollten zuerst deren
Bindestellen, die cis-aktiven Elemente, identifiziert werden um dann in einem South-
western-screening zur Klonierung der korrespondierenden DNA-Bindeproteine zu
ermoglichen. Diese Methode war schon bei der Klonierung von einigen DNA-
Bindeproteinen und mutmallichen Transkriptionsfaktoren erfolgreich. Aktuelle

14



Einleitung

Beispiele sind die Klonierung von SBP1 und SBP2 (SQUAMOSA PROMOTER
BINDING PROTEIN 1 und 2), die aufgrund ihrer Bindung an ein Element in der SQUA-
Promotorregion isoliert wurden und deren Expressionmuster eine Beteiligung an der
Aktivierung von SQUA nahelegen (Klein, 1994; Klein et al., 1996) und die Klonierung
der WRKY-Gene, die vermutlich einen wichtigen Teil der Signaltransduktionskette in
der Pilzabwehr darstellen (Rushton et al., 1996).

SchlieBlich kénnte dann die Isolierung einer entsprechenden Mutante einen Einblick in
die Funktion der isolierten Faktoren geben (= ‘reverse Genetik’).
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2 Material und Methoden

2.1 Biomaterial

2.1.1 Antirrhinum majus Pflanzenmaterial

Material fur Kernproteinextraktionen:

Infloreszenzen wurden von Pflanzen der Linie *‘Snow man’ (Walz, Stuttgart) geerntet,
die den Sommer Uber im Freien kultiviert wurden. Vegetatives Gewebe wurde von 3
Wochen alten, in Flissigkultur (1 x MS Salze, 1 x B5 Vitamine, 1 % Saccharose, 16 h
Licht, 22°C) gehaltenen Pflanzen geerntet. Das Pflanzenmaterial wurde in flissigen
Stickstoff eingefroren und bis zur Aufarbeitung bei -80°C gelagert.

Material fir Transformationsexperimente (2.3.12, Seite 24)
Es wurden die Linien nivi:Tam3 (165E) aus der Sammlung des John Innes Center
Norwich, UK und Yellow monarch (Crestensen Erfurt) verwendet.

2.1.2 E. coli Stamme

DHb5a (life technologies, USA)

Genotyp: F Phi80AlacZAM15 A (lacZYA-argF)U169 endAl recAl hsdR17(rK- mK+)
deoR thi-1 supE44 A-gyrA96 relAl

Zur Amplifikation von Konstrukten, die vom bindren Vektor pHyg35S (siehe 2.1.4)
stammen, verwendet.

MC1061 (Casadaban und Cohen, 1980)

Genotyp: araD139 A(ara-leu)7696 A(lac)l74 galU galK hsdR2(rk-mg+) mcrBl
rpsL(Str")

Fur einfache Plasmidamplifikationen verwendet.

M15[pREP4] und SG13009[pREP4] (Gottesman et al., 1981)
Beide Stdmme sind Derivate von E.coli K12 und Bestandteil des Qiaexpress-Systems
(Qiagen, Hilden).
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XLOLR (Statagene Cloning Systems, USA)

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]c Su™A'

Dieser Stamm ist gegen den Phagen A resistent. Er wurde zur ‘in vivo-Exzision” von
Plasmid DNA (2.1.6, Seite 19) aus den Phagen AZAP und AZAP Express verwendet.

XL-1blueMRF’ (Stratagene Cloning Systems, USA)

Gentotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac [F’ proAB laclqgZAM15 Tn10 (Tet")]

Fur einfache Plasmidamplifiktionen und als Wirtsstamm fur die AZAP und AZAP-
Express cDNA-Banken.

Y1090r" (Young und Davis, 1983)

Genotyp: A(lac)U169 A(lon)? araD139 strA supF mcrA trpC22::Tn10 (Tet)
[PMC9 Amp' Tet'] merB hsdR

Wurden als Wirtszellen fur die Agt22A cDNA-Expressionsbank verwendet.

2.1.3 Agrobacterium tumefaciens Stamm

GV3101[pMP90] (Koncz und Schell, 1986)
Fir die Transformation von Antirrhinum verwendet.

2.1.4 Plasmide und Vektoren

pGC4
pGC4 enthélt ein 3,5 kb groRes genomisches BamH1Fragment, das die FLO-

Promoterregion umfaldt. Es wurde von I. Leitner aus einer genomischen DNA-Bank der
Antirrhinum Linie T53 (von Dr. Zs. Schwarz-Sommer zur Verfugung gestellt), unter
Verwendung der FLO-cDNA (950 bp in pJAM101, von Dr. E. Coen zur Verfiugung
gestellt) als Sonde, isoliert. Die Subklonierung des 3,5 kb BamH1-in pUC18
Fragmentes erfolgte durch Dr. G. Cardon (Plasmid pGC4). Die Sequenzierung
(Methode nach Sanger) des Fragmentes erfolgte durch G. Cardon, unter der
Verwendung des T7 Sequenzierungskits (Pharmacia).
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pBluescript KS+ (Stratagene Cloning Systems, USA)
Verwendung fur Subklonierungen.

pHyg35S
Das pHyg35S-Konstrukt wurde freundlicherweise von Frau Dr. Zs. Schwarz-Sommer

zurVerfigung gestellt. pHyg35S ist ein Derivat des bindren Pflanzenvektors
pGPTV-HPT (Becker et al, 1992). Er tragt das Selektionsmarkergen
Hygromycinphosphotransferase, dafl die Selektion auf Hygromycin-haltigen Medien
ermoglicht. In pHyg35S wurde das Glucuronidase-Gen durch eine 35S-Promotor-
Terminator-Kassette ersetzt. Der CaMV35S-Promotor (= cauliflower mosaic virus 35S
promoter) erlaubt konstitutive Genexpression in Pflanzen (Odell et al., 1985).

pQEGO (Bujard et al., 1987, Stuber et al., 1990)
Zur Uberexpression von Protein in E.coli, Bestandteil des Qiaexpress-Systems (Qiagen,
Hilden).

2.1.5 Oligonucleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonucleotide wurden bei MWG Biotech, Bayern
hergestellt. Die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Oligonucleotide sind im
Anhang dargestellt (siehe 8.2).

2.1.6 cDNA-Banken

Agt22A Antirrhinum-Infloreszenz cDNA-Expressionsbank (Klein et al., 1996)

Die Bank wurde von Herrn Dr. J. Klein mit dem Superscript Synthesis kit (Katalog-Nr.
8256SA, BRL/Life Technologies Inc., USA) mit aus Antirrhinum ‘Snow
man’Infloreszenzen stammender RNA hergestellt und ist gerichtet kloniert (Han und
Rutter, 1987). Fur das ‘South-western-screening’ wurde die nach Herstellerangaben
amplifizierte Bank verwendet.
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AZAP Express (Statagene, USA) Antirrhinum majus 165 E Gesamtpflanzen-cDNA-
Bank

Diese amplifizierte Bank wurde freundlicherweise von Herrn Dr. H. Sommer zur
Verfligung gestellt. Sie représentiert die mRNA-Population aus Antirrhinum 165E-
Gesamtpflanzen aus verschiedensten Stadien.

AZAP 11 (Statagene, USA) Arabidopsis Landsberg errecta Infloreszenz-cDNA-Bank
Diese amplifizierte cDNA-Bank reprasentiert die Infloreszenz-mRNA aus Arabidopsis
thaliana, ssp. Ler, die jiunger als Stadium 11 waren (Weigel et al., 1992). Die Bank
wurde aus den allgemeinen Bestdnden des Max-Planck-Instituts  fur
Zuchtungsforschung zur Verfugung gestelit.

2.1.7 Enzyme

Enzyme wurden von Boehringer Mannheim, NEB (USA) und Promega (USA),
Pfu-Polymerase wurde von Stratagene Cloning Systems (USA) bezogen.

2.2 Material

2.2.1 Chemikalien, Radiochemikalien und sonstige Materialien

Chemikalien des Reinheitsgrades p.A. wurden von Faust (Koéln), Fluka (Schweiz),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Mdinchen)
verwendet.

Nylon-Membranen und Radiochemikalien wurden Amersham-Buchler (Braunschweig)
geliefert. Die spezifische Aktivitdt von a**P-dATP und o**P-dCTP betrug 3000
Ci/mmol, die des y**P-ATP 5000 Ci/mmol.

Antibiotika stammten von Bayer (Leverkusen) und Duchefa (Niederlande).

Das Reagenz fur Proteinbestimmungen (Art.-Nr 500-0006) wurde von BioRad (USA)
gekauft.

Nitrozellulosemembranen BA85 wurden von Schleicher und Schuell (Dassel) geliefert.
3MM Filterpapier stammte von Whatman (UK).

Saulen zur Aufreinigung von DNA wurde von Qiagen (Hilden) verwendet.
Rontgenfilme fur Autoradiographie wurden von Kodak (USA) bezogen.
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2.3 Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Alle nicht n&her beschriebenen molekularbiologischen Standardmethoden wurden nach
Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. SSPE, Denhardts Reagenz und Heringssperma-
DNA wurden ebenfalls nach Sambrook et al. (1989) hergestellt.

2.3.2 Hybridisierung von Northern blots

Hybridisierungen von Northern blots wurden nach Sommer et al. (1990) durchgefuhrt.

2.3.3 Insitu-Hybridisierungen

In situ-Hybridisierungen wurden nach Huijser et al. (1992) durchgefuhrt. Abweichend
davon wurde Digoxigenin-markierte RNA (Boehringer Mannheim) nach Perbal et al.
(1996) hergestellt und detektiert. Um Kreuzhybridisierungen mit anderen HMG-Y-
ahnlichen mRNAs auszuschlieBen, wurde fir HMR1 eine Probe hergestellt, die der
HMR1-cDNA ab Nukleotid 800 entspricht.

2.3.4 Screening von cDNA Banken

Screening nach vollstdndige cDNAs

Die Prahybridisierung der Filter erfolgte bei 65°C in 6 x SSPE, 0,1 % SDS, 200 mg/I
Ficoll, 200 mg/l PVP und 100 ug einzelstrange Heringsperma-DNA fiir eine Stunde.
Die Hybridisierung erfolgte N bei gleicher Temperatur in gleicher Ldsung, jedoch in
3 X SSPE und unter Zusatz von 2 x 10° cpm/ml radioaktiver Sonde (50 ng markierte

DNA,; Hybridisierungsvolumen 10 ml/6 Nitrozellulosefilter [J 14,5 cm). Es wurde 3
mal 10 min lang in 1xSSPE, 0,1% SDS, 1x10min in 0,2x SSPE bei 65°C
gewaschen. Die Filter wurden bei -70°C UN auf einem Rontgenfilm in Kassetten mit
Verstarkerfolien (3M Trimax) exponiert.

Heterologes cDNA-Screening

Die Prahybridisierung erfolgte pro 6 Filter (Durchmesser 14,5 cm) eine Stunde bei 58°C
in 20 ml 5 x SSPE, 5 x Denhardt, 0,5 % SDS und 100 pg/ml denaturierter
Heringssperma-DNA.
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Die Hybridisierungen wurden unter gleichen Puffer- und Temperaturbedingungen uber
Nacht mit 2x 10° cpm/ml Sonde (50 ng markierte DNA; Hybridisierungsvolumen
10 ml/6 Nitrozellulosefilter (0 14,5 cm) durchgefiihrt.

Das Waschen der Filter erfolgte 1 x 15 min, 1 x 20 min und 1 x 15 min in 2 x SSPE bei
58°C. Die Filter wurden bei -70°C GN auf einem ROntgenfilm in Kassetten mit
Verstarkerfolien (3M Trimax) exponiert.

2.3.5 Kilonierung von 5’-cDNA-Enden mittels PCR aus einer cONA-Population

Die hier verwendete Methode basiert auf dem SMARTL -cDNA-Synthese-Protokoll
der Firma Clontech. Es wurde eine cDNA-Population aus Antirrhinum Wildtyp-
Pflanzen verwendet (von Dr. G. Cardon zur Verfligung gestellt). Diese cDNA wurde als
Matrize flr eine lineare PCR mit einem genspezifischen 3’-Primer verwendet. In
diesem Schritt wird genspezifische Einzelstrang-DNA angereichert. Eine zweite
Reaktion erfolgte mit dem fur die Herstellung der cDNA verwendeten 5’-Primer und
demselben 3’-Primer wie zuvor. Eine dritte ‘nested PCR’ mit demselben 5’-Primer wie
zuvor, jedoch einem mehr zum 5’-Ende liegenden ‘nested Primer’ erlaubte dann die
Amplifikation von spezifischen Banden, die subkloniert und sequenziert wurden.

2.3.6 Herstellung und radioaktive Markierung von FLO-Promotorregion-
Fragmenten fir EMSA

FLO-Promotorregion-Fragmente fir die Analyse mittels ‘Electrophoretic Mobility Shift
Assay’ (EMSA) wurden mittels PCR hergestellt. Als Matrize diente das Plasmid pGC4
(siehe 2.1.4), das die FLORICAULA-Promotorregion enthalt.

Die Aufreinigung und radioaktive Markierung erfolgte nach Klein et al. (1996).

2.3.7 Extraktion von Kernproteinen

Kernproteine wurden nach Klein et al. (1996) isoliert. Die Qualitadt der Kernextrakte
wurde mittels Inkubation mit einem dsDNA-Fragment, die die ‘CAMP response
element binding site’ (CREB; Inamdar et al., 1991) enthielt, Gberprift.
Kernproteinextrakte wurden aus Infloreszenzen oder aus vegetativem Gewebe
gewonnen (siehe 2.1.1).
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2.3.8 Native Polyacrylamidgelelektrophorese zum Nachweis von DNA-Protein-
Interaktionen

Der Nachweis von Protein-DNA-Interaktionen erfolgte tUber ‘Electrophoretic mobility
shift assay’ = EMSA nach Klein et al. (1996).

2.3.9 Uberexpression von Proteinen mit ‘Histidin-tag’in E. coli und Aufreinigung

Zur Uberexpression von Proteinen in E.coli wurde das pQE-System von Qiagen
(Hilden) verwendet. Inserts wurden “in frame’ in den Vektor pQE60 Kkloniert, sodal’ das
resultierende Konstrukt fur ein Protein mit C-terminalen Histidin-tag kodiert. Die
uberexprimierten Proteine wurden nach Herstellerangeben ber einer NTA-Saule unter
nativen Bedingungen aufgereinigt. Die Qualitat des Uberexprimierten Proteins wurde
mittels SDS-PAGE (Laemmli, 1970) und Western blot (berpriift, wobei der
immunologische Nachweis mit dem Anti-penta-His-Antikorper (Qiagen) und dem
Vectastain ABC-Kit (Vector Laboratories, USA) als Detektionssystem erfolgte. Fir die
Farbreaktion wurde als Peroxidasesubstrat DAB Tabletten, Artikelnr. D-4293 von
Sigma (Munchen) verwendet.

Vor Verwendung der Imidazol enthaltenden Proteinextrakte wurden diese gegen gegen
den Elutionspuffer, jedoch ohne Imidazol mittels Tropfendialyse (Marusyk und
Sergeant, 1980) unter Verwendung des Filters Millipore ,,V* (Durchmesser 25 mm,
Porengrolie 0,025 um ; Millipore, USA) dialysiert.

2.3.10 South-western-screening

South-western-screenings wurden, mit einigen Abweichungen, wie in Klein et al.
(1996) beschrieben, nach einem Protokoll von Singh et al. (1989) durchgefihrt.

Es wurden 8 x 10° Phagen einer nach Herstellerangaben amplifizierten Antirrhinum
Infloreszenz Agt22A cDNA-Expressionsbank (Klein et al., 1996), verteilt auf 24 Platten
von 145 mm Durchmesser ausplattiert. Abweichend vom Herstellerprotokoll wurde
eine 30°C UN-Kultur von E. coli Y1090r" verwendet. Nach 5-stiindiger Inkubation bei
42°C waren deutliche Plagues zu erkennen.

AnschlieBend erfolgte die Induktion und Immobilisierung der Proteine durch 6-
stindiges Auflegen von Nitrozellulosefiltern (Schleicher und Schuell BA 85) bei 37°C,
die zuvor jeweils halbstiindig bei RT in 10 mM IPTG inkubiert und auf Whatman 3MM
Filterpapier getrocknet wurden. Ein ebenso behandelter zweiter Filtersatz wurde fur 2 h
bei 37°C inkubiert. Wé&hrenddessen wurde der erste Filtersatz fir 15 min bei RT
getrocknet.
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Falls nicht abweichend angegeben, wurden folgende Waschschritte und
Bindungsreaktionen unter leichtem Schutteln bei 4°C durchgefiihrt. Der erste Filtersatz
wurde fir 10 min in Waschpuffer (7.5 mM Hepes/KOH pH 7.3, 35 mM NacCl, 0.2 mM
MgCl,, 1.2 mM EDTA, 0.75 mM DTT, 7 % Glycerol) gewaschen.

Durch 10-minitige Inkubation in Waschpuffer, der 6 M Guanidiniumhydrochlorid
enthielt wurden die Proteine denaturiert. Die Filter wurden in funf weiteren Schritten
gewaschen, wobei die Guanidiniumhydrochlorid jeweils halbiert wurde. Schliellich
wurden die Filter 2 x for 10 min in Waschpuffer gewaschen. Der zweite Filtersatz
wurde lediglich 15 min bei RT getrocknet.

Alle folgenden Schritte waren fur beide Filtersatze identisch. Die Filter wurden fur 10.5
Stunden in Blockierungspuffer (5 % Magermilchpulver in Waschpuffer) inkubiert.

Die Bindereaktion mit 3,5 x 10°> cpm/ml radioaktiv markierter DNA erfolgte pro
Filtersatz (=24 Filter) in 150 ml Bindungspuffer (= 1 mM Spermidin, 5 pg/ml
denaturierte Heringsperm-DNA, 0.25 % Magermilchpulver inWaschpuffer) fir 4
Stunden. AnschlieRend wurde 2 x 30 min 1 x 60 min 1 x 30 min und schlieBlich 1 x 30
min bei RT gewaschen. Die Detektion der Signale erfolgte Giber Autoradiographie bei -
70°C Uber Nacht in Kassetten mit Verstarkerfolien.

2.3.11 Radioaktive Markierung von DNA als Sonde flr South-western-screening

Die Markierung von DNA erfolgte wie in Klein et al. (1996) beschrieben, jedoch
lediglich unter Verwendung von **P-markiertem dATP und dCTP.

2.3.12 Hypokotyltransformation und Regeneration von Antirrhinum

Transgene Antirrhinum Pflanzen wurden nach dem Protokoll von Heidmann et al.
(1998) hergestellt.

2.3.13 Sequenzierungen

DNA-Sequenzierungen in der MPI-Sequenziereinheit (ADIS) mit einem automatischen
DNA-Sequencer (model 377, Applied Biosystems) durchgefiihrt.

2.3.14 Sequenzanalysen

Die Verarbeitung von Nucleinséure -und Proteinsequenzen wurde mit den Programmen
assemble, bestfit, gap, map, pileup, pretty, publish und translate, aus dem Wisconsin
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Packet Version 9.1 von Genetics Computer Group (GCG), (Madison, Wisc, USA) fur
Digital UNIX Version 4.0 (Digital Equipment) durchgefiihrt.

Kernlokalisationssignale wurden mittels PSORT, Version 6.3 (Nakai und Kanehisa,
1992) im WWW unter der Adresse http://psort.nibb.ac.jp:8800/ identifiziert.
Sequenzvergleiche mit den Nucleinsdure- und Proteindatenbanken mit BLAST
(Altschul et al., 1990) wurden ebenfalls im WWW unter der Adresse
http://www.blast.genome.ad.jp/SIT/BLAST.html durchgefiihrt.

Mehrere Proteinsequenzen wurden mit Clustal W (Thompson et al., 1994) aus dem dem
MacVector Packet Version 6.0 verglichen.

Proteinstrukturen wurden mit dem Programm ‘protein toolbox’ aus MacVector
Version 6.0 nach Chou-Fasman (Chou und Fasman, 1978) und Robson-Garnier
(Garnier et al., 1978), vorhergesagt. Bei diesen Methoden ist zu beachten, dal3 die
Wahrscheinlichkeit einer korrekten VVorhersage 60 % oder weniger ist.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war, Gene aus Antirrhinum zu isolieren, die das Umschalten von
vegetativem Wachstum zu generativem Wachstum steuern. Nach der hier verfolgten
Strategie (1.7, Seite 14) sollten solche sogenannten Phasen-Umschalt-Gene auch
Aktivatoren des FLO-Gens umfassen.

Die Regulation eines Gens geschieht Uber sogenannte cis-aktive Elemente, die sich
haufig in der Promotorregion befinden. Das 5’-Ende des FLO-Gens, die
Promotorregion, wurde von Herrn Dr. G. Cardon isoliert, sequenziert und zur
Verfligung gestellt.

3.1 Detektion von cis-regulatorischen Elementen in der FLO-
Promotorregion

Zunachst sollten in der FLO-Promotorregion cis-aktive Elemente identifiziert werden,
die spater als Sonde in einem South-western-screening einer cDNA-Expressionsbank
dienen sollten.

Eine gangige Methode, cis-regulatorische Elemente zu identifizieren, stellt die in vivo-
Charakterisierung durch in planta-Expression von Promotorregion-Reportergenfusions-
Konstrukten dar. Diese Experimente waren zu Beginn der Arbeit nicht realisierbar, da sich
Antirrhinum nur mit geringer Effizienz transformieren bzw. regenerieren lie (Eneva, 1995).
Es wurde die Madglichkeit erwogen, entsprechende Reportergen-Konstrukte in das
leicht transformierbare heterologe System Nicotiana tabacum einzubringen.

Bezuglich der Verwendung von Tabak war jedoch folgendes zu beachten: Die homologen
Gene von FLO aus Tabak, NFL1 und NFL2 werden in floralen und vegetativen
Meristemen exprimiert (Kelly et al., 1995). Die Expression von FLO ist jedoch auf die
floralen Meristeme begrenzt (Coen et al., 1990). Offensichtlich werden NFL1/2 in Tabak
Uber andere trans-aktive Faktoren reguliert als FLO in Antirrhinum.

Demnach erschien eine in vivo-Studie mit der Antirrhinum FLO-Promotorregion in Tabak,
letztendlich mit dem Ziel, die auf diese Weise identifizierten cis-regulatorischen Elemente
fur die Isolation korrespondierender Faktoren zu verwenden, nicht geeignet.

Eine weitere Moglichkeit zur Detektion von potentiellen cis-regulatorischen Elementen
bestand darin, in vitro-Bindestudien ~ von Promotorregion-Fragmenten mit
Kernproteinextrakten durchzufiihren. Die Detektion der DNA-Protein-Komplexe erfolgt
durch Trennung von der ungebundenen DNA im Acrylamidgel unter nicht denaturierenden
Bedingungen (EMSA = Electrophoretic Mobility Shift Assay). Der Vorteil dieser Methode
ist, dal} mit nativem, aus Antirrhinum relativ einfach isolierbarem Kernprotein gearbeitet
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wird und daR keine transgenen Pflanzen hergestellt werden missen. Dennoch muf3 auf
einen Nachteil dieser Methode hingewiesen werden: Interagiert ein Nuklearprotein in vitro
mit einem mutmaRlichen cis-regulatorischen Element, 14Bt sich noch nicht entscheiden, ob
es in vivo regulatorische Funktion hat.

Aus friiheren Untersuchungen, die mit Kernproteinextrakten aus vegetativem Gewebe
bzw. aus Infloreszenzen durchgefiihrt wurden, war bekannt, dal DNA/Protein-
Wechselwirkungen lediglich in den Bereichen -62 bis-251 und -768 bis-1074
stromaufwarts vom Start-ATG des FLO-Gens (Coen et al., 1990) nachweisbar waren
(G. Cardon, personliche Mitteilung). Die entsprechenden Experimente wurden mit
relativ groRen Fragmenten (ca. 200 bp) durchgefuhrt (Pabst, 1995). Meist waren
mehrere  DNA-Protein-Komplexe unterschiedlicher GrolRe entstanden. Dies ist
vermutlich darauf zuriickzufiihren, dall an die DNA verschiedene Proteine gebunden
hatten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese Bereiche der Promotorregion zur genaueren
Lokalisierung der Komplexe in kleinere Einheiten unterteilt. Im Folgenden soll
insbesondere auf eine DNA-Protein-Interaktion im Bereich -94 bis -213 eingegangen
werden. Dieses Fragment erschien deshalb interessant, weil es im Vergleich zu allen
anderen untersuchten FLO-Promotorregions-Fragmenten (nicht gezeigt) am stérksten
mit Nuklearproteinen interagiert hat.

3.2 Das AT-reiche FLO-Promotorregion-Fragment (-94/-213)
interagiert spezifisch mit Kernproteinextrakten

Das Fragment (-94/-213) der FLO-Promotorregion (auf das Startcodon des FLO-Gens
bezogen, Coen et al., 1990) enthdlt in der Nahe seines 3’-Endes eine mutmalliche
TATA-Box und ist AT-reich (Abbildung 3-1). Mit diesem Fragment wurden
Bindeexperimente, sowohl mit Infloreszenz-Kernproteinextrakten als auch mit
Kernproteinextrakten aus vegetativem Gewebe durchgefihrt. Das entsprechende
Retardationsgel zeigt, dal in dem Ansatz mit Kernproteinextrakt aus vegetativem
Gewebe verhéltmassig schwache Bindung, in dem mit Infloreszenz-Kernproteinextrakt
starke Interaktion stattfand (Abbildung 3-1). Da in diesen Ansdtzen ein 1250-facher
UberschuR an Plasmid-DNA (pUC18 mit Haelll geschnitten) als unspezifischer
Kompetitor vorhanden ist, sind die beobachteten Interaktionen spezifisch.
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CVlIi
-213 GAGTTTTGTG CAGATTTTAT GAATAATTTG | '
-183 GTGTAATTTT CCCATGAAAG CCCAAAATAA
-153 ACACAAAACC CATAAATAAA TTTAAAAAAA i
-123 AAAATATATC TTTAAAAGCA CCCCACACCC I

Abbildung 3-1. links: Sequenz des Fragmentes (-94/-213) der FLO-Promotorregion (gerechnet
vom Startcodon, Coen et al., 1990.). Die mutmaRliche TATA-box ist eingerahmt. Rechts:
Autoradiogramm des EMSA, durchgefuhrt mit dem Fragment (-94/-213) und
Kernproteinextrakten. C = Kontrolle, DNA mit Elutionspuffer, V = Reaktionsansatz mit
Kernproteinextrakten aus vegetativem Geweben, | = Reaktionsansatz mit Kernproteinextrakten
aus Infloreszenzen. Die ungebundene DNA ist mit weill gefulltem Pfeilkopf, spezifische
Komplexe mit schwarz gefillten Pfeilkdpfen markiert.

3.3 Zwei verschiedene cDNAs wurden in einem South-western-screening
mit dem FLO-Promotorregion-Fragment (-94/-213) isoliert

Anhand der Unterschiede in den Bindungsintensitaten in dem in 3.2 beschriebenen
Experiment konnten keine sicheren Aussagen uber die etwaigen Bindeaffinitdten in vivo
getroffen werden (siehe Diskussion, 4.1).

In Ubereinstimmung mit der hier verfolgten Strategie und der Expression von FLO
wurde davon ausgegangen, dal sich Aktivatoren von FLO in den Infloreszenzen
befinden missen. Zur Klonierung des korrespondierenden DNA-Bindeproteins bzw. der
DNA-Bindeproteine wurde deshalb ein South-western-screening einer Antirrhinum
majus ‘Snowman’-Infloreszenz-Agt22A-cDNA-Expressionsbank (Klein et al., 1996)
mit dem Fragment (-94/-213) als Sonde durchgefiihrt.

Bei einem Screening von 800 000 Phagen konnten 12 Signale von vergleichbar starker
Intensitat ausfindig gemacht werden (Abbildung 3-2). Diese Signale traten lediglich auf
den Nitrozellulosefiltern auf, die vor der Hybridisierung mit Guanidiniumhydrochlorid
behandelt wurden (zur Behandlung der South-western-Filter: siehe Seite 24). Die
hierfur ursachlichen DNA/Protein-Interaktionen waren auch nach langem und
stringentem Waschen, d. h. Gber 3 Stunden und bis zu Raumtemperatur, stabil. Der
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zweite Filtersatz, auf dem die Proteine nativ gebunden waren, zeigte keinerlei
Interaktion mit der angebotenen Sonde.

Nach Subklonierung der korrespondierenden Phagen-DNA-Inserts in pBluescript-
Plasmide zeigte sich, dall deren GréRen unterschiedlich waren: 6 cDNAs zeigten eine
GroRe von ungefahr 1,6 kb und 6 cDNAs von ungefédhr 1,1 kb. Die Sequenzierung
ergab, daB es sich tatsdchlich um zwei unterschiedliche cDNAs handelt.

A B

Abbildung 3-2. Autoradiogramme von South-western-Filtern des ersten Rescreenings. Phagen-
Klone in die die 1,6 kb-cDNA inseriert war (A) verursachten die gleiche Signal-Intensitit wie
Phagenklone, die die 1,1 kb-cDNA enthielten (B). Die Signale konnten nur auf Filtern detektiert
werden, die mit Guanidiniumhydrochlorid behandelt wurden.
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3.4 Sequenzanalyse der cDNAs, die aus der Antirrhinum Infloreszenz-
Expressionsbank isoliert wurden

3.4.1 Die 1,6 kb lange cDNA, HMR1 zeigt hohe Homologie zu pflanzlichen
HMG-1/Y-DNA-Bindeproteinen

In der cDNA-Sequenz des HMR1 (fir HMG-Y/I Related 1, zur Namensgebung s. u.)
genannten Gens féllt der hohe GC-Anteil auf, wodurch Sequenzierung und PCR-
Amplifikationen erheblich erschwert wurden.

Das mutmaliliche Leseraster dieser cDNA kodiert fir ein 400 Aminosduren langes
Polypeptid (Abbildung 3-3). Northern blot-Hybridisierungen zeigten, da die HMR1-
MRNA ungeféhr 1,7 kb grof ist (siehe 3.6.1). Demnach ist die cDNA am 5’-Ende
unvollstandig. Deshalb wurde, unter Verwendung der HMR1-cDNA als Sonde, ein
Screening einer Antirrhinum 165E Gesamtpflanzen-cDNA-Bank (von Herrn
Dr. H. Sommer zur Verfigung gestellt) nach vollstindigen HMR1-cDNAs
durchgefihrt. Leider konnten nur cDNAs isoliert werden, die am 5’-Ende noch stérker
verkurzt waren als der urspriingliche, aus der cDNA-Expressionsbank isolierte Klon.
Auch der Versuch, das 5’-Ende mit Hilfe eines PCR-Protokolls (2.3.5) zu
synthetisieren, schlug fehl.

Dennoch ist es wahrscheinlich, da die HMR1-cDNA im Hinblick auf ihre kodierende
Sequenz vollstandig ist. Das in Abbildung 3-3 dargestellte Startcodon zeigt ndmlich
eine gute Ubereinstimmung mit dem Konsensus eukaryotischer Startcodons (Kozak,
1981).

Legende zu Abbildung 3-3 (Seite 32). Die HMR1 cDNA-Sequenz mit abgeleiteter
Aminosduresequenz. Das dargestellte Startcodon ist zwar mutmaBlich, jedoch wahrscheinlich,
weil es gute Ubereinstimmung mit dem Konsensus eukaryotischer Startcodons zeigt (Kozak,
1981). Die Familienzugehorigkeit von HMR1 zu den pflanzlichen HMG-Y/I bzw. HMG-Y/I-
dhnlichen DNA-Bindeproteinen wird durch die fiir diese Faktoren charakteristische Histon H1-
Doméne (unterbrochen unterstrichen) und die AT-hook-DNA-Bindemotive (unterstrichen)
bestimmt. Die GRP-’core’-Motive der AT-hooks sind konserviert (fett dargestellt).
MutmaRliche Kernlokalisationssignale sind mit Kreuzen versehen. In den Positionen AS 283
bzw. 284 bis AS 299 wurde ein zweiteiliges Kernlokalisationssignal (Dingwall und Laskey,
1991), in den Positionen AS 282 bis 285, AS 296 bis AS 299 und AS 319 bis AS 322 einfache
Kernlokalisationssignale (Raikhel, 1992) gefunden. Zwei potentielle Leucine-zipper-Motive
wurden in den Positionen AS 95 bis AS 109 bzw. AS 336 bis AS 350 identifiziert
(entsprechende Leucine sind mit Pfeilen markiert).
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1 TTTTTTTTTTTCTCTTTCTCTCTCTGCCTTTCGAAATTCTCTCOCTTTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTATATCAGATATT 80

81 TGAAGATGGACTCACAACAGCAACCGCAACAGCAACT GGATCCAGCACCACAAGCAGCCOCCCCTGITCCTGTTCCTGTT 160
1 MDSQQOQPOQOQOLTDPAPO QAAPGPVGPVPYV 25

161 CCTACTACTACTGCTGAGGCOCCTATCCCCAACCCCGT OGCTAACCOCACCCCCAAACGOGCCCOCGOCCACAACCACCE 240
6 P TTTATEAPI PNPVANGPTPIKRAPAHNTHTEP 52

241 COCTTATGCTGAGATGATAACATCOGCCATATCOGOGT TGAACGAGCGCAACGGGT CGAGCAAGAGGGCCATAGCCAAGT 320
53 P Y AEMI T SAI SALNTETPRANGSS ST KT RALIAKJY 79

321  ACGTTGAGTCCAACTTCACTGEOCT CCCAGCCACT CACGCCT COCT CTTGBOCACCCAT CTCAAGAGGCTCAAAGACACC 400
80 V ESNZFTGLPATHASLLATHLTEKRLTIKTDT 105

401 GGOGATATTCTCATGGTCAAGCACT CCTACAAGCT COCCAGAT CTGOCOCAT CAAACGGOGOCGT TTCTGCTGATCCATC 480
106 G DI L MV KHSYKLTPRSAPSNGAVSA ATDTP S 132

481 CACCAAGAGGCGACCGGGACGOCCOCGCAAGGACAACCCCCAGAACCT CCAAGCCBOCGT COCOGT TTTOGOCCCGCAGG 560
133 T KRRPGRPRAKDNPONLTGOAAVPVEATPOQV 159

561 TOGACATCAACGOCGCACCGGAGATTGCTGTCGAACAGGGCT COGTTTATGTCGAACT TGEOCOGATAAACGGECCTTCT 640
60 DI NAAPEI AVEOQGSVYVETLGPI NGTPS 185

641 COCCCAAGAGGEOGT GECCGT COGCCCAAGCAGGGT GRGAGGEGCAGAGGEOGT GBGCGTCCACCCAAGACTGCTGTTGE 720
186 P P R G R GRPPKO QGG GRGRGRGRPPKTAVA 212

721  TOCTCCTGCTGCTGCTGCTGOCGCT GTTOCT GGTGCT CCT GCT GCT GCOGT TGOGCCAGCT GCOCAAGT TAAGEGGCCCG 800
213 PP AAAAAAVPGAPAAAVYVATPAAGOVIKTGTEPG 239

801 GGAGACCACGAGGCOGACCACCAAAGCCCATTAATGTGGTTGAAGBOGGGE0GGT GRCAGCT COCGTTGCTGTACCTGCT 880
240 RPRGRPPIKPI NVVEGGAVAATPVAVEPA 265

881 GGTGGTGTTTTGOCOGT GGCTGGT GGAAGT GTTGT TGOCGGEGGT GBCACCAAAGCGTAGAGGGOGECCCCCAAAGGOCGG 960
266 G G V. PV AGGSVVAGVYAPEKRRGRPPKAG 292

b 3 X X X

961 TGGTGAGGOGAAAAAACCGAGGT TGCAGACT GTTGT CAAACCCAAGACT CCAAGAAAGCTATCTGGAAAGCCTTTGEGOC 1040
203 G E A KKPRLIO OTVV KPIKTPRIKLTSGEKTPLGUR 319
X X X X X

1041 GGCOCAAGAAGAATGCGGCGGCAGCTGTATCTCAAGT TGCAGACACCCAGCT GCTAGTGGCCTATCTTGATCTCAAAGGA 1120
320 P KK NAAAAVYVSQVADTOLLVAYTLTDTLKG 345

X X X 1 )

1121 AAACTTGAAAATTTGCAATCAAGAGT CAAACT AGCAGCGAACGT GATCAAACCGT GTCTGACCACTGAGGATGCAGTTAA 1200
346 K L ENL QS RV KLAANGVI KPCLTTTETDAVN 372

1
1201 TGCTTTTCAAGAACTAGAAATGTTGGCAACACT GAATACAACAGCACCACCGAACGTTCAACCCCAGCAGCCTCAGOCCC 1280
373 AFQELEMLATLANTTAPPNVOPO OOPUO QTP Q 39

1281 AAAGCTGAAAAGAGTTGCTAACTTGCAGAGAGAAGT GAACT GTATGTAGT GCTGACTTCTGGATGAAGAATTTGGAAATT 1360
40 S * 400

1361 CTGTAGGAGGTACTGTTAAAATTAGGAT GAGTTGTAGAGGGAACAGAAAATTGATGTTATATATGGATGAAGGCCAGCTC 1440
1441 CATTGCACAATCTCTGITGTCTGTGTTTTTAGTTTGGAAAACATTTAGAGAGTATGATTAAGACTCTGGTGGTTGTATTG 1520
1521 TTATTTTGTACTTTAGTTAGAAAACT GCAGT GTAGT GCTATTGTTAAGT GAATCTTAAAAAAAAAAAAAAAA 1592

Abbildung 3-3. Sequenz der HMR1-cDNA mit abgeleiteter Aminoséuresequenz. Legende siehe
Seite 31.
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In der abgeleiteten HMR1-Proteinsequenz wurde mit Hilfe von PSORT (Nakai und
Kanehisa, 1992) ein zweigeteiltes Kernlokalisationssignal (Dingwall und Laskey, 1991)
und weitere einteilige Kernlokalisationssignale (Raikhel, 1992) gefunden (Abbildung
3-3).

Weitere Sequenzvergleiche mit den Gen- und Protein-Datenbanken wurden mit BLAST
durchgefuhrt (Altschul et al., 1990).

Auf Nucleotidebene wurden in der Nahe des 5’-Endes von HMR1 vor allem
Ahnlichkeiten zu dem Tabak-DNA-Bindeprotein PABF  (Genbank-Zugangsnr.
U06712), ferner zu Histon H1 aus Triticum aestivum und zu einem Arabidopsis EST-
Klon (Genbank-Zugangsnr. AA394712) gefunden. Der EST-Klon AA394712 korrelliert
weder mit HMG-Y noch mit Histon H1 aus Arabidopsis und kodiert anscheinend wie
HMRL fiir eine Histon H1-Domane und AT-hooks (s. u.).

Ein Sequenzvergleich mit den allgemein zugédnglichen Proteindatenbanken mit
BLASTP ergab, daB HMR1 ebenfalls auf Proteinebene die grokte Ahnlichkeit zu dem
Tabak DNA-Bindeprotein PABF zeigt.

HMR1 zeigt auf Proteinebene ebenfalls groRe Ahnlichkeit zu dem erst neuerdings
isolierten HMG-Y aus der japanischen windenden Schwertbohne, Canavalia gladiata
(Yamamoto und Minamikawa, 1997) und zu HMG-Y aus Arabidopsis (Gupta et al.,
1997B). Ferner wurden Verwandtschaften zu PF1 aus Reis (Nieto-Sotelo et al., 1994A)
und Hafer (Nieto-Sotelo et al., 1994B), zu AT1 aus Reis (Meijer et al., 1996), SB16A
bzw. SB16B aus der Soyabohne (Laux et al., 1991) und HMG-Y aus Pisum (Gupta et al.,
1997A) gefunden. AuRerdem ist HMR1 zu ATBP-1 aus Tabak ahnlich (Tjaden und
Coruzzi, 1994). Sequenzvergleiche von ATBP-1 mit PABF (Daten nicht gezeigt) und
Northern blot-Hybridisierungen (Tjaden und Coruzzi, 1994) belegen, dal} es sich um
das identische Gen handelt, jedoch fehlt in der ATBP-1-cDNA das fir die Histon H1-
Domane kodierende 5’-Ende.

Alle gerade erwéhnten Faktoren, wie auch HMRL1 selbst, gehdren zu der erst neuerdings
beschriebenen Genfamilie der pflanzlichen HMG-Y/I bzw. HMG-Y/I-&hnlichen DNA-
Bindeproteine (HMG = High Mobility Group, Ubersicht bei Grasser, 1995).

Faktoren dieser Familie besitzen an ihrem N-Terminus eine Doméne, die zur globularen
Doméne von Histon H1 ahnlich ist. Die hochste Homologie wird dabei zu pflanzlichen
Histonen H1 gefunden, auRerdem ist die Ahnlichkeit zu Histon H1 aus Pilzen und
Tieren und zu Histon H5 aus Huhn noch signifikant. Als weiteres Charakteristikum
besitzen alle Proteine der pflanzlichen HMG-Y bzw. HMG-Y-&hnlichen Faktoren
sogenannte AT-hook-DNA-Bindemotive. Die Anzahl der AT-hooks schwankt zwischen
4 (HMG-Y im engeren Sinne) und 14 (AT1 aus Reis) sehr stark. AT-hook-Motive
wurden zuerst in HMG-Y/l aus Sdugern (Lund et al., 1987) und chromosomalem
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Protein D1 aus Drosophila (Ashley et al., 1989) gefunden. S&uger-HMG-Y bzw.
HMG-I, Proteinprodukte des gleichen, differentiell gespleissten Gens (Friedmann et al.,
1993), besitzen im Unterschied zu den pflanzlichen HMG-Y keine Histon H1- Doméne
und lediglich drei AT-hooks. Saure Domanen, wie sie in Sauger-HMG-Y/I zu finden
sind, fehlen in HMG-Y aus Pflanzen. Abbildung 3-4 gibt einen vergleichenden
schematischen Uberblick Uber die Domanenstruktur von HMG-Y aus Séugern,
pflanzlichen HMG-Y, HMR1, PABF und AT1 wieder.

CLILD

Sauger HMG-Y

(el FT I

Pflanzen HMG-Y

C Il IR K IR

Antirrhinum HMR1

T P

Nicotiana PABF

CHEEmIIY FEERENEE  F§F

Oryza AT1

Abbildung 3-4. Schematischer, malistabsgetreuer Vergleich der Proteindoménenstruktur von
HMR1 mit HMG-Y aus S&ugern, HMG-Y aus Pflanzen, PABF aus Tabak (Genbank-
Zugangsnr. U06712, entspricht dem vollstandigen Protein von ATBP-1 aus Tabak; Tjaden und
Coruzzi, 1994) und AT1 aus Reis. Die Histon H1-dhnliche Domane ist rot, AT-hook-DNA-
Bindemotive sind blau dargestellt. Die Histon H1-Doméne ist spezifisch fur pflanzliche
HMG-Y bzw. HMG-Y-&hnliche Faktoren und ist nicht in Sauger HMG-Y/I zu finden. Die
orange gefarbte, vermutlich a-helicale Doméne am C-Terminus ist auler in HMR1 lediglich in
Tabak PABF bzw. ATBP-1 zu finden. PABF/ATBP1 enthalten eine Domane, die reich an
Glutaminen ist (dunkelgrau gefarbt).

34



Ergebnisse

Das AT-hook-DNA-Bindemotiv wurde urspriinglich von Reeves und Nissen (1990) mit
der Konsensussequenz TPKRPRGRPKK definiert und tber Computersimulationen als
hakenformige Struktur vorhergesagt (hook = haken). Diese Konsensussequenz basiert
auf dem Vergleich der drei AT-hook-Motive aus Sauger-HMG-Y/I. Mittlerweile sind
mehr AT-hook-Sequenzen in den Datenbanken verfligbar. Ein Vergleich dieser
Sequenzen zeigt, dafl das TP (Threonin-Prolin) am N-Terminus des von Reeves
definierten AT-hook (berhaupt nicht und lediglich das GRP (Glycin-Arginin-Prolin)-
Motiv strikt konserviert ist (Aravind und Landsman, 1998). Dieses ‘core’-Motiv ist
meist mit basischen Aminoséuren wie Lysin (K) und Arginin, teilweise auch von
Glycin und Prolin umgeben. In den meisten Fallen befindet sich in der Position N-
terminal des GRP ein Arginin. NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigen, dal3 das
AT-hook-Motiv spezifisch in die kleine Grube von AT-Stretchen der DNA-Doppelhelix
bindet und dal? an diesem Kontakt maRgeblich die Arginine aus dem RGRP Motiv
beteiligt sind (Geierstanger et al., 1994). Das AT-hook-Bindemotiv aus HMG-I bindet
in vitro an AT-Stretche von mindestens 5 Nucleotiden, die Bindeaffinitat erhéht sich
wenn der AT-Stretch groier ist (Maher und Nathans, 1996).

HMR1 enthéalt sieben AT-hook-DNA-Bindemotive, wobei Motiv 4 und 5 verscholzen
sind. Ein Vergleich der sieben AT-hook-Sequenzen aus HMRL1 ist in Abbildung 3-5
dargestellt.

1 K-rp---r- 142
2 p-------- 195
I 208
4 vk-p---rg 243
5 --p------ 247
6 pkr------ 290
7 --pl---k- 322

Konsensus GRGRGRPPK
HMG-Y Kons. k-p----k-

Abbildung 3-5. Sequenzvergleich der sieben AT-hook DNA-Bindemotive aus HMR1. Zu der
Konsensussequenz identische Aminosauren sind mit einem Strich, von ihm abweichende
Aminosduren mit Kleinbuchstaben dargestellt. Auf der rechten Seite ist die jeweilige
Aminosdureposition im HMR1-Protein wiedergegeben. Zum Vergleich ist noch die
Konsensussequenz der drei AT-hooks aus HMG-Y aus Saugern dargestellt (Reeves und Nissen,
1990).

Aus diesem Vergleich ist ersichtlich, dal3 lediglich in vier AT-hooks das von
Geierstanger et al. (1994) fur die Bindung an AT-DNA als wichtig befundene Arginin
N-terminal des GRP-Motivs vorhanden ist (siehe Diskussion, 4.3).
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Wie bereits erwéhnt, befindet sich im N-Terminus von HMR1 eine Histon H1-&hnliche
Doméne. Ein Sequenzvergleich dieser Domane mit den Histondoméanen anderer
pflanzlicher HMG-Y/l bzw. HMG-Y/I &dhnlicher Faktoren und mit der globuldren
Doméne aus dem Histon H1 aus Sellerie, Apium graveolens (Genbank Zugangsnr.
Y12599) wurde der mit dem Programm ‘Clustal W’ aus MacVector durchgefuhrt und
ist in Abbildung 3-6 dargestellt. Die Sequenz von Histon H1 aus Apium wurde flr
diesem Vergleich beispielhaft herausgegriffen, da es das Histon mit der groRten
Ahnlichkeit zu HMR1 darstellt.

In der N&he des C-Terminus von HMR1 wurde eine Doméne gefunden, die sonst
lediglich noch in verwandter Form in PABF/ATBP-1 aus Tabak vorhanden ist
(Sequenzvergleich in Abbildung 3-7). Berechnungen mit dem Programm ‘protein
toolbox’ aus MacVector 6.0 sagen, unabhangig von der verwendeten Methode (siehe
2.3.14), in diesem Bereich sowohl in HMR1 als auch ATBP-1 eine a-Helix voraus.
Interessanterweise findet sich in diesem Bereich bei HMR1 ein kurzes Leucin-Zipper-
Motiv. Die Anwesenheit dieses Motivs deutet auf eine mdogliche Interaktion mit
anderen Kernproteinen hin (Pabo und Sauer, 1992). Ein weiteres Leucin-Zipper-Motiv
wurde aulRerdem im C-terminalen Teil der Histon-Doméne aus HMR1 (Abbildung 3-3,
Seite 32) gefunden, wie auch an gleicher Stelle in AT1 aus Reis. Auch dieser Bereich
wurde als Helix vorhergesagt.

10 20 30

Antirrhinum HMR1 HPP YR SIA IBJALNERNG KIR A | AKYR E S- NF
Nicotiana PABF HPPYREN INA | BB A LG E R G R | LY OAAEED R - VY
Oryza AT1 H P Y ¢ L RENL K E®P D P | | R REVWEZWOAAEN S D - N F
Canavalia HMG-Y L IR T KESL D SESm'M-g P B 4 S .M [GAMEER-E S - T C
Arabidopsis HMG-Y L GAARE P Q M ENN E SIS D K L'He KEBEN! A K s S - T Q
Glycine HMG-Y A L I ARE P V K T L ELSSS N P §RcE 4 STHME SLOME3T - T Y
Oryza PF1 urH YR LAmEDD ATVl s c HIMAc K v E
Apium Histon H1 HP P YQNN D T SINKIESE T Q QW! Qm F LIHA- KH
Konsensus HPPY EM I T Al . ALNERNGSSK. AI AKY Il E . .

40 50 60 70
Antirrhinum HMR1 T GRR A T A S ATLESKELSSED T DI L H B4 K I d R
Nicotiana PABF T NS P N S A T HEGEY K LY N S YW A HERGINEN A G
Oryza AT1 S GNdl S H DA T VIEESRLMER S Q LN L S G HE YL S T
Canavalia HMG-Y G EjmmdD G ST AHLESN K  MIME S ENM V F L LGN RE'E K RN
Arabidopsis HMG-Y Q TWmAP S M T S YLESIN Q MEEgK T QEN | 'S I N RN K I
Glycine HMG-Y A G EjmmaD - - ATV G SIGEMN K MEQED S ENS F K QLENRMEK A
Oryza PF1 G L Nl P AmP S T AL ALIMES QT EfNMA F SEGIVINRE F R Gl
Apium Histon H1 KDIdA VFRKM SNNINK KEHV A A KINV KRS AERA K I S
Konsensus L P H. . LL. HL.RLK G.L.MVKNSYMLPD

Abbildung 3-6. ’Clustal W’-Protein-Sequenzvergleich der N-terminalen Histon-Domane von
HMR1 mit den Histon-Doménen von dem DNA-Bindeprotein PABF aus Tabak (Genbank-
Zugangsnr. U06712), HMG-Y aus Oryza (= PF1; Nieto-Sotelo et al., 1994A), Canavalia
(Yamamoto und Minamikawa, 1997), Arabidopsis (Gupta et al., 1997), Glycine (= SB16A;
Laux et al., 1991), und und Histon H1 aus Apium (Genbank-Zugangsnr. Y12599). Identische
Aminoséuren sind schwarz, ahnliche Aminosduren grau unterlegt.
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{ 1 1
HVR1 331 VADTQ_ LVAYLDLKGKLENL QSR\/KLAAN\/I KPCLTTED- - - AVNAFQELEMLA 381

R R NN N RN Ry A S R N A A = 1 LT
PABF 483 VSDPKLVVAYEELKGKLEHMQSRI KEAANALKPCLNAESPAI ALAALGELEELA 536

Abbildung 3-7. Sequenzvergleich einer C-terminalen Doméane von HMR1 und Tabak PABF.
Identische Aminosduren sind mit einem senkrechten Strich, &hnliche Aminosduren mit
Doppelpunkten versehen, Licken sind mit Bindestrichen dargestellt. Der Sequenzbereich ist
70,6 % ahnlich bzw. 62,7 % identisch. Die Leucine des mutmaflichen Leucine-Zipper-Motivs
in HMRL1 sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Ziffern bezeichnen die entsprechenden
Positionen in den Proteinsequenzen. Strukturvorhersagen mit dem Programm ‘protein toolbox’
aus MacVektor sagen hier sowohl fir HMR1 als auch fir ATBP-1 eine a-Helix voraus. Es
wurden keine weiteren Proteine in den Datenbanken gefunden, die diese Doméne enthalten.

3.4.2 Die 1,1 kb lange cDNA, SAP1 besitzt auBer einem ‘AT-hook’ keine
bekannten Sequenzmotive

Die zweite, 1,1 kb lange cDNA enthielt kein Start-ATG und war demnach am 5’-Ende
unvollstandig. Aus diesem Grund wurde ein Screening der bereits unter 3.4.1 erwéhnten
Antirrhimum majus 165E-Gesamtpflanzen-cDNA-Bank nach vollstdandigen cDNAS, mit
der 1,1 kb-cDNA als Sonde, durchgefiihrt. Es wurden wiederum zwei am 5’-Ende
unvollstandige cDNAs isoliert. Davon enthielt eine cDNA, wie sich spéter herausstellte,
ein komplettes Leseraster.

Mit Hilfe einer Kombination von linearer, exponentieller und ‘nested” PCR auf einem
Antirrhinum Infloreszenz-cDNA-Pool konnte schlieSlich das mutmaRlich vollstandige
5’-Ende synthetisiert werden. In der N&he des 5’-Endes befinden sich drei Stop-
Codons, sodal? das Start-Methionin ermittelt werden konnte. Demnach fehlte dem
urspringlich aus der cDNA-Expressionsbank isoliertem Klon lediglich die
Sequenzinformation flr die ersten zwei Aminoséuren. Die nunmehr 1137 bp lange
cDNA kodiert fur ein Polypeptid, das 300 Aminosduren lang ist (Abbildung 3-8).

Die beim South-western-screening detektierten Signale waren, unabhéngig davon, ob
sie von HMRL1 oder von der 1,1 kb-cDNA herrihrten, gleich stark (Abbildung 3-2). Aus
diesem Grund wurde untersucht, ob dies eventuell in Gemeinsamkeiten in der
Proteinsequenz begriindet ist. Bei einem Vergleich der Proteinsequenzen wurde mit
Ausnahme eines einzigen AT-hooks (Aminosdauren 47-55, Abbildung 3-8) keinerlei
signifikante Sequenzahnlichkeiten zu HMR1 gefunden. Deshalb wurde das Gen SAP1
(fir Single AT-hook Protein 1-Gen) genannt. Mittels dem Computerprogramm PSORT
(Nakai und Kanehisa, 1992) wurden drei mutmalliche Kernlokalisationssignale
identifiziert, zwei davon liegen innerhalb des AT-hook.
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Bei weiteren Vergleichen mit den Proteindatenbanken wurde zunéchst keine
Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen gefunden. Eine TBLASTN-Analyse mit den EST-
Datenbanken ergab auf Proteinebene Sequenzhomologien zu einem Reis-EST-Klon
(Genbank-Zugangsnr. D15459). Dieser zeigte auf Proteinebene ebenfalls einen AT-
hook, vor allen Dingen aber auch Homologien uber einem weiten Bereich auBerhalb
des AT-hooks (nicht gezeigt).

1 CAATAAAATAATAATAAATAAAAAAGAAAAAAAGAAAAT CCCCAAAT CCAAT GGAACAACCTAATAATGACGGCAACAAT 80
1 M E Q P N ND GNN 10

81 GGAGGGTCTTGCTACCGCOCT CAGCT COCTAACCAAT CGOCGCOGGOGAACGGAGT ACCGAACAGT ACAACCACGAACAG 160
1 G G S CYRPOQOQLPNOSPPANGVYPNSTTTNS 37

161 CACACACTOGOCGCCTAACGAGAGOGT GAAGAGGAAGAGAGGAAGACCT AGAAAGT ACGGAACGOCGGAGCAAGOGECGG 240
3 T HSPPNETGSVKREKRGRPRIKYGTTPETG QAAA 64

b 3 X X X X X X X

241 CGGCTAAGOGACT GTCGGOGOCGAAGAAGAGAGACT CTGCTAGOGGCGT TGCTTCAGTCTCGTCGGCTTCTTCGAAGAAA 320
65 A KR L SAPKJKTRDTGSASGVASVYVSSASSK K 90

X X X X

321 TCGOOGCTCGCTGCTCTOGGCAAT ATGEGOCAAAGCT TCAGT COCCATAT CATCACTGTTGCTGCTGGAGAAGATGTGGG 400
91 S PL AALGNMGO QST FSPHI I TVAAGETDVG 117

401 TCAAAAAATCATGATGTTTGTGCAACAAAGCAAACGT GAAAT ATGOGT TATCTCGGROCTCTGGTTCAGTCTCCAGTGCAT 480
118 Q K I MM F V Q Q S KRE I CVI SASGSVSSA S 144

481 CTCTACGOCAGCAAGCATCATCTGGGGGCAGT GTTACATAT GAGGGGCGATTTGACATCCTTTCTCTATCTGGITCTTTC 560
45 L ROQQASSGGSVTVYEGRTFDI LSLSGSF 170

561 ATCCATGCTGAATTTGGAGGGAGAACT GGAGGACT CAGT GTATGTCTGT CCAGTTCTGATGGCCAAATTATTGGTGGTGG 640
77 | HAEF GGRTGGL SV CLSSSDGO QI I GGG 197

641 AGTCGGTGGACCTCTTACAGCT GCAGCAACT ATTCAGGT AATTGT CGGGACATTTGTCGTTGAAACCAAGAAAGATGCTA 720
198 V G GP L TAAATI QVI VGTFVVETTKTZKTDAN 224

721  ATGTOGAAGCTGCTGCTTCOGGGAAAT CACCAT CACCAAAT GGOGGECGCAT CAGOGCCAGGT CTTAGCTTCAGGTCACCT 800
25 V EAAASGUKSPSPNGGASAGPGLTSTFRSP 250

801 GCTGACTCTGGTATCCAAAT GGGGGGT GGTGGAAACCCGT TTCTGATTCAGAACOGGACCATGCATATGACACCGATGGA 880
251 ADSGI QMGGGGNPTFLI QNRTMHMTTPME 277

881 ATGGATAGGCAGCGCAGATCACGGTATGCACCAGT CTCOCGAGAAT GGTGACTATGATCACATCCCAGATTAGAATTATT 960
278 W1l G S ADHGMHOSPENGDJYTDU HI P D * 300
961 GCATCGGOGGGTAGATTTATCTGATTATTCACAGGTTTTATTTCTGCAATACAATACT TTAGTGTACAGGGAAGGGGGTA 1040
1041 TGGATTATGTTTCCTTTTGGCAGCTCATAAATTTTATTTTGGATGTGATGTATCTAAATACCTTTTGCCTTTAAAAAAAA 1120
1121  AAAAAAAAAAAAAAAAA 1137

Abbildung 3-8. Sequenz der SAP1-cDNA mit abgeleitetem Leseraster. Die schwarze
Pfeilspitze in der Nédhe des 5’-Endes gibt das erste Nucleotid der im South-western-screen
isolierten cDNA wieder. Das AT-hook-DNA-Bindemotiv ist unterstrichen, das konservierte
GRP  (Glycin-Arginin-Prolin) ist fett dargestellt. Zwei der drei mutmallichen
Kernlokalisationssignale befinden sich innerhalb des AT-hook (mit Kreuzen markiert).
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3.5 SAP1-verwandte Proteine aus Antirrhinum, Arabidopsis, Sinapis
und Oryza

Im Gegensatz zu HMR1, das Mitglied einer bereits beschriebenen Genfamilie ist,
handelt es sich bei SAP1, wird einmal von dem AT-hook-Bindemotiv abgesehen, um
ein Gen, das flir ein neuartiges DNA-Bindeprotein kodiert. Interessant war nun die
Frage, ob es sich bei SAP1 auch um ein Mitglied einer Genfamilie handelt oder um ein
einmaliges Gen.

3.5.1 Isolierung von SAP1-homologen Genen aus Antirrhinum

Im Rahmen des unter 3.4.2 erwéhnten Screening der Antirrhinum 165E-cDNA-Bank
nach vollstandigen cDNAs wurden, trotz stringenter Bedingungen, neben der SAP1-
cDNA (berraschenderweise noch drei weitere cDNAs isoliert, die sowohl auf DNA-
Ebene als auch auf der Ebene der abgeleiteten Proteinsequenzen zu SAP1 sehr &hnlich
sind und ebenfalls ein AT-hook-Motiv enthalten. Die Sequenzen der SAP2 und SAP3
genannten cDNAs mit abgeleiteten Leseraster sind im Anhang (8.1) dargestellt. Die
cDNA von SAP2 besitzt, &hnlich wie SAP1, eine GrolRe von ungefahr 1,2 kb. SAP3
wurde in zwei Versionen isoliert: Einmal in der GréRe von ebenfalls 1,2 kb und einmal
in der GrolRe 1,6 kb. Diese GroRenunterschiede befinden sich in der 3’-UTR (nicht
translatierter Bereich am 3’-Ende). Ein Sequenzvergleich der SAP1-, SAP2- und SAP3-
Proteine (Abbildung 3-9) zeigt, dal die offensichtlichsten Unterschiede am N-Terminus
in der Umgebung des AT-hooks zu finden sind, wéhrend der restliche Teil sehr hoch
konserviert ist.

Aus diesen Daten liel3 sich schlieBen, daB SAP1 Mitglied einer neuen Genfamilie
innerhalb von Antirrhinum ist. Die Verwandtschaft zu einem Reis-EST-Klon gab den
Hinweis, dal} es sich um eine Genfamilie handelt, die vermutlich in anderen -auch
einkeimblattrigen- Pflanzen, vorhanden ist. Aus dem wichtigen Modellsystem
Arabidopsis konnten zunéchst weder Nucleinsédure- noch Proteinsequenzen gefunden
werden, die zu den SAP-Genen Homologie zeigten.

Die Kenntnis Uber die SAP-Gene aus Arabidopsis war aus mehreren Grinden
interessant:

Inzwischen war am Max-Planck-Institut fur Zichtungsforschung eine mit dem En-
Transposon aus Mais mutagenisierte Arabidopsis-Population verfugbar (Cardon et al.,
1993; Wisman et al., 1998). Es bot sich deshalb eine zusétzliche Mdéglichkeit an, die
Funktion, insbesondere von SAP1 aus Arabidopsis anhand von reverser Genetik zu
studieren.
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relativ weit von Antirrhinum (Unterklasse der Asteridae)

Ergebnisse
Aus diesem Grund miRte sich dann, von einem gemeinsamen Ursprung ausgehend,

diese Genfamilie unabhé&ngig voneinander weiter entwickelt haben. Die Isolierung von
SAP-Genen aus Arabidopsis wirde deshalb Aufschlufl3 darber geben, wie konserviert

Arabidopsis gehort zur Unterklasse der Dilleniidae und ist systematisch wie auch
diese neue Genfamilie ist.
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abgeleiteten
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mit  den

Proteinsequenzen der cDNAs, die bei einem unter stringenten Bedingungen durchgefiihrten “full
size-screening’ einer Antirrhinum Gesamtpflanzen-cDNA-Bank neben anderen SAP1-cDNAs

isoliert wurden. Die auffélligsten Unterschiede treten am N-Terminus in der Umgebung der AT-

SAP1
hook-DNA-Bindemotive auf. Die AT-hook-Motive sind unterstrichen.

330

von

320

"Clustal W’-Sequenzvergleich

310
3-9.

(e} -

Konsensus G

3.5.2 Isolierung von mutmaRlichen SAP1-homologen Genen aus Arabidopsis

Zur lIsolierung von SAP1 aus Arabidopis wurde ein heterologes Screening einer
Arabidopsis thaliana Ler Infloreszenz-cDNA-Bank (Weigel et al.,, 1992), unter
mittlerer Stringenz durchgefiihrt. Als Sonde diente die SAP1-cDNA.

Abbildung

Am SAP1
Am SAP2
Am SAP3
Konsensus
Am SAP1
Am SAP2
Am SAP3
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Es wurden cDNA’s der GroRen 1,3 kb - 1,8 kb isoliert, die jedoch meistens am 5’-Ende
verkiirzte Versionen von zwei unterschiedlichen cDNAs waren. Es konnten zwei im
Hinblick auf ihre Leseraster vollstandige cDNAs gefunden werden. Sie kodieren fir
Polypeptide der Lange von 351 bzw. 439 Aminosauren (Abbildung 3-10, Seite 43 und
Abbildung 3-11, Seite 44). Es wurde jeweils ein AT-hook in der Ndhe des N-Terminus
gefunden, der in seiner Sequenz sehr stark konserviert zu dem AT-hook aus den
Antirrhinum SAP-Proteinen ist. Im Unterschied zu den SAP-Proteinen befindet sich
weiter C-terminal ein zweites, jedoch weitaus weniger basisches AT-hook-Motiv. Die
Gene wurden AHP1 und AHP2 (fir AT-Hook-Protein 1 und 2) genannt und unter den
Genbank-Zugangsnr. AJ222585 und AJ224119 publiziert.

Interessanterweise besitzt der N-Terminus der mutmallichen AHP2-Proteinsequenz
eine Glutamin-reiche Doméne. Glutamin-Doménen sind charakteristisch fur zahlreiche
Transkriptionsfaktoren wie z.B. dem Homeobox-Protein ANTENNAPEDIA aus
Drosophila, (Schneuwly et al., 1986) und dem Glucocorticoidrezeptor aus der Ratte
(Miesfeld et al., 1986). Aus dem Pflanzenreich ist lediglich das Tabak-DNA-
Bindeprotein ATBP-1 beschrieben (Tjaden und Coruzzi, 1994). Glutamin-Domanen
konnen sowohl in S&uger-Systemen (Gerber et al., 1994) als auch auch in pflanzlichen
Systemen (Schwechheimer et al., 1998) in vivo transkriptionell aktivierend wirken.

AHP1 Kkartiert auf Chromosom 2 und AHP2 auf Chromosom 4. Die Analyse der
mittlerweile in den Datenbanken verfligbaren genomischen Sequenz ergab, daR die
Exon-Intron-Struktur von AHP1, AHP2 (Intronpositionen von AHP1/2 siehe
Abbildungen 3-10 und 3-11) und einem weiteren verwandten Arabidopsis-Gen (BAC-
Klon T12H17-160) konserviert ist (Vergleich nicht gezeigt).

Die Suche nach Insertionsmutanten von AHP1 und AHP2 in der oben erwéhnten En-
mutagenisierten Population blieb bislang erfolglos. Wé&hrend der Anfertigung des
schriftlichen Teils dieser Arbeit konnte jedoch in einer am Max-Planck-Institut fur
Zichtungsforschung  erzeugten  T-DNA-getaggten  Arabidopsis-Population  eine
Pflanzenlinie mit T-DNA-Insertion im Locus von AHP2 identifiziert werden (C. Koncz,
personliche Mitteilung). Die mutmaBliche Insertion befindet sich in dem fir AS 369
kodierenden Bereich. Es ist soweit nichts dartiber bekannt, ob die entsprechenden
Pflanzen einen vom Wildtyp abweichenden Phé&notyp besitzen bzw. ob sie fir die
Insertion homozygot sind.

Es zeigte sich, das die Uber heterologes Screening isolierten Arabidopsis-Klone fir
deutlich grolRere Proteine kodieren, als die Antirrhinum SAP1-cDNA. Arabidopsis
AHP2 zum Beispiel enthdlt an seinem N-Terminus eine Glutamin-Domdne, die bei den
Antirrhinum SAP-Proteinen fehlt. Es stellte sich die Frage, welche gemeinsamen
konservierten Bereiche diese Proteine untereinander besitzen. Deshalb wurde mit dem
Programm ‘Clustal W> aus MacVector ein Vergleich der Proteinsequenzen von
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Antirrhinum SAP1 - 3 mit Arabidopsis AHP1/2 durchgefihrt. In dieses Experiment mit
einbezogen wurde auch ein Arabidopsis Protein, das erst seit kurzem in der Datenbank
ist (BAC-Klon Genbank Zugangsnr. T12H17-160 bzw. EST-Klon Genbank Zugangsnr.
N37194) und interessanterweise wie die Antirrhinum SAP-Proteine lediglich einen
AT-hook enthdlt, PD1 aus Pisum sativum (Genbank-Zugangsnr. X98738) und ein
weiteres Protein aus Arabidopsis, SAH1. SAHL1 ist auf Proteinebene 87 % dahnlich
(85 % identisch) zu einer cDNA aus Sinapis alba, die im Rahmen eines differentiellen
Screenings isoliert wurde (Sequenzen von Herrn Dr. F. Cremer zur Verfligung gestellt;
Cremer et al., nicht veroffentlichte Daten). Die Sinapis-Proteinsequenz wurde aufgrund
ihrer hohen Identitdt zu SAH1 in den Vergleich nicht mit einbezogen. In Abbildung
3-12 ist deutlich zu erkennen, dalR abgesehen von der Homologie innerhalb der
AT-hook-DNA-Bindemotive in allen hier verglichenen Sequenzen eine konservierte
Domane von etwa 130 AS Lange (58% - 92 % Ahnlichkeit) vorhanden ist.

Abbildung 3-10  (Seite  43). Arabidopsis AHP1-cDNA-Sequenz mit abgeleiteter
Aminosduresequenz. AT-hook-DNA-Bindemotive sind unterstrichen, mutmalfiliche
Kernlokalisationsignale mit Kreuzen und Intronpositionen sind mit schwarzen Pfeilkdpfen
versehen. Die von Arabidopsis ssp. Ler abweichenden Sequenzen der Arabidopsis ssp. Col sind
tiber der Nucleotidsequenz bzw. unterhalb der Proteinsequenz dargestelit.

Abbildung 3-11  (Seite  44). Arabidopsis AHP2-cDNA-Sequenz  mit  abgeleiteter
Aminosduresequenz. Die Glutamin-reiche Domanen am N-Terminus ist doppelt unterstrichen.
Sonstige Markierungen wie zu Abbildung 3-10.
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1 TAGATCTAAAAAAATCCACAATTTTGTTCAAATCTTGGAGT TAAATGCTGAATTTTAGECCTTGTTGCTTAGATTTATGG 80
81 CTTAAAGTTTCAAACTTTTCATTGGATATGGTACAAATCTTGTAGT TAAACACTGAATTGTGTCOCTCGTGRGOGTTGTT 160
161 GCTTTGATTTATGGOCAAAAGT TTCAAACTTGGATATGGTACAATCTTGTAGT TATACACTGCATTGTCTCTCTTGGGTG 240
241 TTGTTGTTGCTTTGATTTATGGCTTAAAGT TTCAAACTTTTTCTTGGAGATGGTTCAATCTTGTTGTTGAAAGT TGAAAC 320
321 ACTGAATTGICTCTCTTGTGOGTGTTGTTGCTTAGATTTATGGCTAAAAGT TTCAAACT TTCTTCACTTCAGAGCTTCTT 400
401 GAATGGAAACTATGGTTTTGTGGTTTTGGTTAATCTTCTGCTAACACT TTTTGCCCTGT TTTGGTTTGGGAAGTGAGAA 480

481 GAAAATGTCAGGATCTGAGACGGGTTTAAT GGOGECGACCAGAGAAT CAATGCAATTTACAATGGCTCTCCACCAGCAGC 560
1 MSGSETGLMAATREGSMOFTMALGHO OO OOQ 26

561 AGCAACACAGTCAAGCT CAACCT CAGCAGT CTCAGAACAGGCCATTGT CATTOGGT GGAGACGACGGAACTGCTCTTTAC 640
27 O HSOQOAOQPOOQOSONRTPLTGSFGGDTDGTA ALY 52

641 AAGCAGOCGATGAGATCAGTATCACCACCGCAGCAGT ACCAACCCAACT CAGCTGGTGAGAATTCTGTCTTGAACATGAA 720
52 K QP MR SV SPPOOYOQPNGSAGENSVLNMN 79

721  CTTGOCCGGAGGT GAGT CTGGAGGCAT GACT GGAACT GGAAGT GAGCCAGT GAAAAAGAGGAGAGGTAGACCGAGGAAAT 800
80 L P GGESGGMTGTGSTETPVEKEKRRGIRUPTR RKY 106

b 3 X X X X X X X

801 ATGGGCCTGATAGTGGTGAAATGTCACTTGGTTTGAATCCT GGAGCTCCTTCTTTCACTGTCAGCCAACCTAGTAGOGGC 880
07 GPDSGEMSLGLANPGAPSFTVSOQPSS G 132

. . . . . . C N .
881 GGCGATGGAGGAGAGAAGAAGAGAGGAAGACCTCCTGGTTCTTCTAGCAAAAGGCTCAAGCTTGAAGCTTTAGGCTCGAC 960
133. G D G GEKIKRGRPPGSSS KR RLKIL 5 AL G ST 159

. . . . v . A . . .
961 TGGAATCGGATTTACGCCTCATGTACTTACCGT GCTGGCTGGAGAGGATGT TTCATCCAAGATAATGGCGTTAACTCATA 1040
160 G I G F T PHVLTVLAGETDVSSKI MALTMHN 186

1041 ATGGACCOCGTGCTGTGTGTGTCTTGT CTGCAAAT GGAGCCAT CTCCAAT GTGACT CTCOGCCAGT CTGCCACATCCGGT 1120
87 G P RAVCVLSANGAI SNVTLROSATSG 212

1121 GGAACTGTTACATATGAGGGGAGATTTGAGATTCTGTCTTTATCGGGATCTTTCCATTTGCTGGAGAACAATGGTCAAAG 1200
236 T VTYEGREFEI L SL SGSZFMHLILENNGA QTR 239

1201  AAGCAGGACGGGAGGTCTAAGCGT GTCATTATCAAGT COGGAT GGTAAT GTCCTCGGT GBCAGTGTAGCTGGTCTTCTTA 1280
240 S RT GGL SV SLSSPDGNVLGGSVATGTLL I 266

1281 TAGCAGCATCACCTGITCAGATTGI TGT TGGGAGT TTCT TACCAGACGGAGAAAAAGAACCAAAACAGCATGTGGGACAA 1360
267 AAA S PV QI VVGSZFLZPDGEIZKEWPIKIOQHYVGDAQ 292

1361 ATGGGACTGTCGTCACCCGTATTACOGOGT GTGGOCCCAACGCAGGT GCTGATGACT CCAAGT AGOCCACAATCTCGAGG 1440
203 MG L S SPVLPRVAPTOVLMTPSSPOQSTRG 319

1441 CACAATGAGTGAGTCATCTTGT GGAGGAGGACAT GGAAGCCCT AT TCAT CAGAGCACT GGAGGACCTTACAATAACACCA 1520
320 T MS E S SCGGGHGSPI HQSTGGPJYNNT | 346

1521 TTAACATGCOCTGGAAGTAGCCAAGTGATCTGTGTCGGCT TAAAACCAACAACTTCOCGTTATTAGAGTGATTTATTTCT 1600
347 N M P W K * 352
1601 ACATTTGGTTTAGACTTTCTAGTTCTGATGGTTATTTCTACAGTTGGTTTAGACTTTCTAGTTCTGTTCAGACAAAAGGA 1680
1681 GITTGATAAATTGACCGACCTATTTTGTGTGTTTGAGGTACTTTCAGAACCATAGGTGTTCAGAAATTAGAATGTTCTGT 1760
1761 TTAAGGTAGATCTTTTATTTTATGTTGAGGTACTTTCGGAACCATAAGT TGTTCAGAAATTGGAATATCCTGATTAATGT 1840
1841  AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1867

Abbildung 3-10. Arabidopsis AHP1 cDNA Sequenz mit abgeleiteter Proteinsequenz. Legende
siehe Seite 42 unten.
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1 TTTTCTCGGCATTCGTAAAACAGAAAAGT GGGT CTCCAAGAAAATTACCCTAAATTCACAAAGATTCATACTTTTCTCCA 80

81 CCTCCAATGGATTCCAGAGAGATCCACCACCAACAACAGCAACAACAACAACAACAACAGCAGCAGCAGCAACAACAGCA 160
1 MDSREI HHOQOQOOQOQOQOOQOOQOQOQQQQOOQQQaQQ 25

161 ACATCTACAACAACAGCAACAACCACCGOCAGGGATGTTAATGAGT CACCACAATTCCTACAATCGAAACCCTAACGCCG 240
26 HL OQQQOQOQPPPGMLMSHHNSTYNRNTPNAA 52

241 COGCCGCTGTTTTAATGGGTCACAACACCT CCACATCTCAAGCTATGCATCAAAGATTACCTTTTGGTGGTTCTATGTCA 320
53 AAVLMGHNTT ST SOAMHORTLTPTFGGSMS 78

321 COGCATCAGCOCTCAACAACATCAGTATCATCATCCTCAGCCTCAGCAACAGATAGATCAGAAGACTCTTGAATCTCTTGG 400
79 PH QPO OOHOVYHHPOPOQOQOI DQKTTLESTL G 105

401 ATTTGATGGATCGCCTTCTTCTGTTGCCGCCACT CAACAACAT TCGATGAGATTTGGGATCGACCATCAACAGGTTAAGA 480
106FDGSPSSVAATQQHSMRFGIDHQQVKK132
X

481 AGQAACGAGGTAGACCTAGGQAGTATGCTGCTGAT(XSTGGT(ISTGSTGSTGSTGSTGSTAGTAACATTG:TCTTGSTTTG 560
133 K RGRPRKYAADG GGG GGG GSGSGGSNI A 158
X X X X X X

561 GCTGZTACTTCGCCTCTTCCTTCTGZTTCTAATTCTTACGSTGSTGSAAATGQAGSAGSTGSTGSTGSTGATAG:G:CGB 640
159 AP T S P L P S A S S G GGNEGGGGGD S AG 185

641 AGCTAATGCTAACTCTTCOGATCCACCTGCTAAACGGAACAGAGGACGT CCTCCT GECTCOGGTAAGAAGCAGCTCGATG 720
18 A N A NS SDPPAJKRNT RGRTPPGSGEKTEKTO OLTDA 212

v - : : : : . : :
721  CTTTAGGAGGAACAGGAGGAGT TGGGT TCACGOCT CATGT CATTGAGGT TAAAACAGGAGAGGACATAGCTACGAAGATA 800
23Z. L. G G T GGV GF T PHVI EVKTGETDI AT K. 238

801 TTGGCGTTTACGAACCAAGGGCCACGCGCAATCTGTATTCTCTCAGCTACAGGAGCTGTAACTAATGTGATGCTTCGTCA 880

239 L AF T NQGPRAI CI L SATGAVTNVMLRDAQ 265
881 AGCTAACAATAGCAATCCTACTGGAACTGITAAGTATGAGGGCCGATTTGAAATCATTTCTCTGICAGGTTCTTTCTTGA 960
266 ANNSNZPTGTV KYEGRFEI 1T SL S GSZFL N 292

961 ATTCTGAGAGTAATGGTACTGTGACCAAAACTGGTAACT TGAGTGTGTCGCTGGCTGGACACGAAGGCCGGATTGTGGGT 1040
293 S ESNGTVTI KT GNLTGSVSLAGHTETGRI V G 318

1041 GGATGTGTTGATGGAATGCTAGTAGCTGGATCACAAGT CCAGGTCATTGTGGGAAGCTTTGTACCAGATGGAAGGAAGCA 1120
319 Vv DbDGMLVAGSQVQVI VGSFVPDGRKDQ 345

1121 GAAACAAAGTGCGGGGCGT GCTCAGAATACT COGGAGCCAGCT TCAGCACCAGCCAATATGTTGAGCTTTGGTGGTGTTG 1200
346 K Q S AGRAONTT PETPASAPANMLTGSTFGTGV G 372

1201 GTGGACCGGGAAGCCCTCGATCTCAAGGACAACAACACT CGAGCGAGT CATCAGAGGAAAACGAAAGTAATTCTCCGTTG 1280

373 GPGSPRSOQOGOOHSSETSSTETENTETSNINSTPL 398

1281 CACCGTAGAAGCAACAACAACAACAGCAACAAT CATGGGATATTTGGAAACTTTACACCTCAACCGCTTCACCAAATTCC 1360

39 HRRSNNNNGSNNHGI FGNFTPOQPLUHGOI P 425
s

1361 TATGCAGATGTACCAGAATCTCTGGCCTGGCAACAGT CCTCAATAAACAGAT GGTTCATGGGTCAAGATTTGACCGGGTT 1440

426 MO MY OQNL WP GNSZP Q * 440

1441 TGCTTCTCTGTTCCTTTTGACACATCTCTCCATCAGAATTATCTCTATAAAGTAGATTGAGCTCTCTTACTCTCTCATCT 1520
1521 TCTTCTCCTTTACTATTTCTCTTAAATTTAGCT TTGGTTTTAGATAAATAGAGAGAGAGAGACATGTTAAGTAGGTTTCA 1600
1601 AATTCAATCTTGTTTAGTTTGTTTCTTAGTAGTTTCTTTTGATTGTGATGATCATAAAGACTTGTTCTTTTTCTCCTAAA 1680
1681 AAAAAAAAAMAAAA 1694

Abbildung 3-11. Arabidopsis AHP2 cDNA Sequenz mit abgeleiteter Proteinsequenz. Legende
siehe Seite 42 unten.
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Um einen Hinweis auf die mdgliche Funktion dieser Doméne zu erhalten, wurde dieser
Bereich von allen in Abbildung 3-12 dargestellten Proteinsequenzen naher untersucht.
Es konnten keine bekannten Proteinmotive in den Datenbanken gefunden werden.

Weder bei Verwendung des Programms ‘protein toolbox’ aus MacVector (nicht
gezeigt), noch mit anderen Programmen konnten hinreichend abgesicherte VVoraussagen
hinsichtlich der Sekundérstruktur dieser Domane gemacht werden (F. Abdallah,
personliche Mitteilung).

Ein vergleichender Hydropathieplot (durchgefuhrt mit MacVektor, Abbildung 3-13)
zeigt, daB das sich ergebende Muster bei allen hier untersuchten Proteinsequenzen sehr
ahnlich ist, hydrophile und hydrophobe Bereiche sind abwechselnd arrangiert.
Antirrhinum SAP2 und SAP3 wurden in diesem Vergleich nicht bertcksichtigt, weil sie
in diesem Bereich zu SAP1 mehr als 92 % ahnlich sind und deshalb ein nahezu
identisches Hydropathieprofil besitzen.

Legende zu Abbildung 3-12, Seite 46. ‘Clustal W’-Vergleich der Antirrhinum SAP-Sequenzen
mit den Arabidopsis AHP-Sequenzen. Mit in den Vergleich einbezogen wurde auch ein
Arabidopsis-Protein aus der Datenbank (BAC-Klon Genbank Zugangsnr. T12H17-160 bzw.
EST-Klon Genbank Zugangsnr. N37194) und das mutmaRlich orthologe Gen aus Arabidopsis
einer im Rahmen eines differentiellen Screenings isolierten cDNA aus Sinapis (Cremer et al.,
unveroffentlichte Daten). Identische Aminosduren sind schwarz, &hnliche Aminosduren grau
unterlegt. Es ist auffallend, das es neben ein bzw. zwei AT-hooks (unterstrichene
Konsensussequenz) in der Nahe des C-terminus einen konservierten Bereich von 130 -140 AS
Lange gibt .
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Abbildung 3-13. Hydropathieplot eines Bereiches der Lange von 135 - 140 Aminosduren in
Antirrhinum SAP, Arabidopsis AHP1/2 bzw. AHP-Verwandten, Sinapis pSinLD24 (Cremer et
al., unveroffentlicht) und Pisum PD1 (Genbank Zugangsnr. X98738). Die X-Achse gibt die
Positionen in der Proteinsequenz wieder. An der Y-Achse sind die Hydrophilizitatswerte nach
Doolittle angegeben, hydrophobe Bereiche haben negative, hydrophile Bereiche positive Werte.
Auffallend ist, dal sich hydrophile und hydrophobe Bereiche in relativ kurzen Abstidnden
abwechseln und dal? die sich ergebenen Muster der verglichenen Doménen untereinander sehr

ahnlich sehen.
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3.6 Die Expression von HMR1 und SAP1 in Antirrhinum

Die fur die Isolierung von HMR1 und SAP1 verwendete cDNA-Expressionsbank
représentiert die mRNA-Population aus Infloreszenzen (Klein et al., 1996). Demnach
sollten sowohl HMR1 als auch SAP1 auch in vivo in den Infloreszenzen exprimiert sein.
Ungeklart war dennoch, ob HMR1 und SAP1 spezifisch in den Infloreszenzen
exprimiert werden, oder ob deren Expression auch in anderen Geweben von
Antirrhinum-Pflanzen stattfindet. AuBerdem sollte festgestellt werden, wie SAP1 und
HMR1 zeitlich, d. h. wéhrend der Sporophytenentwicklung exprimiert wird.

3.6.1 Northern blot-Analysen von HMR1 und SAP1

Zur Expressionsanalyse von HMR1 und SAP1 wurden verschiedene Northern blot-Filter
hybridisiert.

Um einen Hinweis zu erhalten, wo in der Pflanze HMR1 und SAP1 exprimiert wird,
wurde poly(A)*-RNA aus verschiedenen Bereichen der Pflanze (Infloreszenzen, Blatter
und Wurzeln) von Antirrhinum Wildtyp-Pflanzen isoliert. Die entsprechenden
Northern blot-Filter (von Herrn Dr. P. Huijser zur Verfligung gestellt) wurden mit dem
3’-Ende der HMR1-cDNA hybridisiert (ab Nucleotid 800 in Abbildung 3-3, Seite 32).
Dadurch, dal? unter anderem der fur die Histon-Domane kodierende Bereich entfernt
wurde, konnten Kreuzhybridisierungen mit mRNAs anderer HMG-Y-&hnlichen
Faktoren oder Histon H1-mRNAs ausgeschlossen werden. Es zeigte sich ndmlich, daR
der Ubrige Teil der cDNA, der fiir die ‘AT-hooks’ kodiert, auf Nucleinsdure-Ebene zu
anderen HMG-Y d&hnlichen Faktoren kaum konserviert ist und deshalb genspezifisch
ist.

Von SAP1 wurde sowohl die komplette cDNA als auch das genspezifische 5’-Ende
(Nucleotide 1-170 in Abbildung 3-8, Seite 38) hybridisiert. Die Ergebnisse beider
Experimente waren gleich.

Zum Nachweis der Expression des mutmallichen Zielgens FLORICAULA wurde ein
genspezifisches PCR-Produkt hybridisiert, das dem kodierendem Bereich des letzten
Exons von FLO entspricht (Coen et al., 1990).

Als Kontrollsonde diente ein PCR-Produkt, das spezifisch fir das Actin-Gen aus
Antirrhinum ist (Meijer, 1996).

Die Ergebnisse der Northern blot-Hybridisierungen von HMR1 und SAP1 sind in
Abbildung 3-14 dargestellt. Wé&hrend HMR1 sowohl sehr stark in Infloreszenzen als
auch fast ebenso stark in den Wurzeln exprimiert wird, ist die Expression in den
Blattern deutlich schwacher. SAP1 hingegen ist relativ schwach in Infloreszenzgewebe,
jedoch noch schwacher in Blattern und Wurzeln exprimiert.
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HMR1 »= - 17

SAPI ' 1,2

FLO 1,6

Actin - S 1,3

Abbildung 3-14. Autoradiographische Darstellung der Northern blot-Analyse verschiedener
Bereiche von Antirrhinum-Wildtyp-Pflanzen (Filter von Herrn Dr. P. Huijser zur Verfigung
gestellt). Es wurden jeweils 3 pg poly(A)*-RNA geladen. Links ist die hybridisierte Sonde,
rechts die GréRe der hybridierenden Bande angegeben.
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Zur Untersuchung der zeitlichen Expression von HMR1 und SAP1 wurde
poly(A)'-RNA aus den oberirdischen Teilen von Antirrhinum Wildtyp-Pflanzen
(Sippe 50) zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Aussaat und aus Infloreszenz-
Knospen eines Durchmessers um 5 mm isoliert und mittels Northern blot analysiert
(Filter von Herrn Dr. J. Klein zur Verfligung gestellt). Wie aus Abbildung 3-15
ersichtlich, ist HMR1 auch schon in friiheren Stadien der Sporophytenentwicklung stark
exprimiert, wobei sich im Laufe der Entwicklung die Expression leicht erhoht. Die
relativ hochste Expression ist offenbar in den Infloreszenzen erreicht. Im Vergleich zu
HMR1 wird SAP1 wird in den frihen Stadien deutlich geringer exprimiert, wahrend der
weiteren Entwicklung starker induziert. In den Infloreszenzen ist die Expression wieder
niedriger.

Q Q Q Q
&I E

HMRI = = = = ®» 17

SAPI ¢ e es 1,2

FLO 1,6

Actin | # » » & 8§ 1,3

Abbildung 3-14. Autoradiographische Darstellung der Northern blot-Analyse von
oberirdischen Teilen von Antirrhinum Wildtyp (Sippe 50) zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Aussaat. Es wurden jeweils 3 pg Poly(A)'-RNA geladen. Links ist die jeweils
hybridisierte Sonde angegeben, rechts die Grolie der hybridisierenden Bande.
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3.6.2 In situ-Hybridisierung von HMR1

Nach den vorliegenden Daten werden sowohl HMR1 als auch SAP1 in den
Infloreszenzen von Antirrhinum Wildtyp-Pflanzen exprimiert. Demnach stellten beide
Gene Kandidaten fir Regulatorgene von FLORICAULA dar.

Die Expression von FLO ist lediglich in bestimmten Bereichen der Infloreszenz
detektierbar, namlich in den Brakteen und in den floralen Meristemen (Coen et al.,
1990). Die mit SAP1 und HMR1 durchgefiihrten Northern blot-Analysen, die einen
groben Uberblick tber die Expression geben sollten, waren jedoch zur genauen
Bestimmung der rdumlichen Expression nicht geeignet. Aus diesem Grund sollten
in situ-Hybridisierungen durchgefiihnrt werden. Es wurden Gewebeschnitte durch
Infloreszenzen von Antirrhinum Wildtyp-Pflanzen der Linie ‘Snowman’ hergestellt, die
mit genspezifischen Sonden in sense und antisense Orientierung von HMR1 bzw. SAP1
hybridisiert wurden (Sonden aus dem gleichen Bereich wie fiir die Northern blot-
Hybridisierung, siehe 3.6.1). Die Daten flr die in situ-Hybridisierung von SAP1 sind
zum derzeitigen Zeitpunkt nicht ausreichend abgesichert und werden deshalb im
Rahmen dieser Arbeit nicht dargestellt.

Hinsichtlich der Expression von HMR1 innerhalb der Infloreszenzen ergab sich ein
uberraschendes Bild. HMR1 erreicht eine besonders hohe Expression im Bereich der
Internodien, nahe der floralen Meristeme (Abbildung 3-16A). In spateren
Entwicklungsstadien, zu dem Zeitpunkt, wenn sich die Blitenstielchen entwickeln,
scheint sich die Expression in Richtung Basis der Blitenstielanlagen zu verschieben
(Abbildung 3-16B). Es gibt scheinbar keine Ubereinstimmung der Expression von
HMR1 mit der Expression des mutmaBlichen Zielgens FLO.

51



Ergebnisse

Abbildung 3-15. In situ-Hybridisierung von HMR1

A: Florales Meristem mit Hauptachse. HMR1 scheint innerhalb der Hauptachse, nahe des
floralen Primordiums exprimiert zu sein (dunkle Farbe).

B: HMR1-Expression in einem spateren Entwicklungsstadium der Infloreszenz, aulRerhalb der
medianen Schnittebene.
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3.7 Proteinexpression von HMR1 und SAP1 in E. coli

Nach dem South-western-Experiment mit der FLO-Promotorregion-Sonde (-213/-94)
(3.3, Seite 29) waren hinsichtlich der biochemischen Eigenschaften der HMR1- und
SAP1-Proteine folgende Fragen zu kléren:

1. Kénnen HMR1 und SAP1 auch im nativem Zustand an die FLO-Promotorregion-
Sonde binden? Es konnten lediglich Signale auf den Filtern detektiert werden, die
mit Guanidinumhydrochlorid behandelt wurden. Demnach zeigten offensichtlich nur
HMR1- und SAP1-Proteine, die denaturiert und riickgefaltet wurden, Bindeaktivitat.
Auf den Filtern, die unbehandelt blieben, konnte keine Interaktion mit der FLO-
Promotorregion-Sonde nachgewiesen werden.

2. Warum binden HMR1 und SAP1 gleich stark an das FLO-Promotorregion-Fragment
(-213/-94)? HMR1 und SAP1 zeigten vergleichbare Bindeaktivitat, obwohl SAP1
nur ein ‘AT-hook’ DNA-Bindemotiv enthélt, wahrend HMR1 davon sieben Kopien
besitzt. Eine bessere Quantifizierung der Bindestdrken und eine Untersuchung der
biochemischen Verhalten von HMR1 und SAP1 lieRe sich mit EMSA durchfihren.

Um hierfiir Protein verfigbar zu machen, wurde das bakterielle Expressionssystem von

Qiagen (Hilden), Qiaexpress verwendet. Dieses System erlaubt eine Uberexpression

von Protein in E. coli und -durch die Fusion der Proteine mit einem sogenannten ‘His-

Tag’- eine Aufreinigung Uber S&ulen mit Nickel-Agarose-Matrizes. HMR1 und SAP1

wurden in den Vektor pQE60 kloniert (Bujard et al., 1987, Stuber et al., 1990) Das

Start-ATG von HMR1 bzw. SAP1 wurde mit dem internen Start-ATG des Vektors

fusioniert. AuRRerdem waren die resultierenden Proteine an ihrem C-Terminus mit dem

‘His-Tag’ fusioniert, was die Trennung von Proteinen, die die volle Lange besitzen von

etwaigen Abbruchprodukten ermdglichte. Zur Kontrolle der Qualitat und Menge der

Proteinexpression wurden vor und vier Stunden nach der Induktion mit IPTG Zell-

Extrakte hergestellt und mit Hilfe von Western blot-Experimenten unter Verwendung

des anti-penta-His-Antikorpers (Qiagen) analysiert. Wahrend SAP1 in hohem Male

induziert wurde und dies auch als distinkte Proteinbande erkennbar war, erwies sich die

Expression von HMR1 als sehr problematisch. Zwar wurde HMR1 auch deutlich

induziert, wurde allerdings, vermutlich von bakteriellen Proteasen, zu zahlreichen

kleineren Fragmenten abgebaut (Abbildung 3-17). Dieses Phanomen wurde in beiden
vom Hersteller empfohlenen Bakterienstimmen (M15 bzw. SG13009) beobachtet.

Auch die Expression mit einem anderen Expressionsvektor, pQE9 (N-terminales His-

Tag) oder kirzere Induktionszeiten brachten keine Abhilfe dieses Problems. Da es sich

bei den im Western blot detektierten Banden um His-"getaggtes’ Protein handelte, war

auch keine Trennung von eventuell vollstdndigen Proteinen von den Abbauprodukten
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maoglich. Aufgrund der hier geschilderten Probleme konnten mit HMR1 vorerst keine
weiteren biochemischen Untersuchungen durchgefihrt werden.

Nachdem sich zeigte, dal} die Ausbeute und Qualitat des SAP1-Proteins sehr gut waren,
wurde es nach Herstellerangaben unter nativen Bedingungen uber eine Ni-NTA-Sdule
aufgereinigt.

pQE60-SAP1 pQE9-HMR1 pQE60-HMR1
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Abbildung 3-16. Western blots von SAP1 und HMR1-Uberexpression. Bakterielle Extrakte,
-=vor der Induktion, + =4 Stunden nach der Induktion. Die Detektion erfolgte mit einem
Antikorper, der das His-Tag der Uberexprimierten Proteine erkennt. Wéhrend SAP1 als eine
distinkte Bande zu erkennen ist, wurde HMR1, unabhéngig davon, ob es in pQE9 (N-terminales
His-Tag) oder pQEG0 (C-terminales His-Tag) exprimiert wird abgebaut. Dieser Effekt trat bei
beiden verwendeten Bakterienstammen (M15 und SG13009) auf.
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3.8 Bindestudien mit SAP1

3.8.1 SAPI1 bindet im nativen Zustand und mit sehr hoher Affinitat an das FLO-
Promotorregion-Fragment (-213/-94)

Fur einen ersten Test der Bindeaktivitat wurde einmal der nach Aufreinigung erhaltene
native Proteinextrakt direkt verwendet. Als Kontrollen diente der gleiche
Proteinextrakt, der gegen den im South-western-screening verwendeten Guanidinium-
Waschpuffer dialysiert und wieder gegen Waschpuffer ohne Guanidinium
zurlckdialysiert wurde. Dies sollte die Behandlung der South-Western-Filter
nachahmen. Als Pufferkontrolle diente nativer Proteinextrakt, der direkt gegen den
South-western-Waschpuffer dialysiert wurde. Eine weitere Kontrolle, dal3 die etwaige
Bindeaktivitat wirklich von dem SAP1-Protein herriihrte und nicht méglicherweise von
anderen induzierten Proteinen, wurden gleiche Proteinextrakte wie zuvor hergestellt,
allerdings von induzierten Zellen, die pQE60 ohne Insert enthielten. Das Ergebnis des
EMSA, durchgefihrt mit der dem FLO-Promotorregion-Fragment (-213/-94) ist in
Abbildung 3-18 dargestellt. Es wurde pro Ansatz jeweils 1 pg geschnittene Plasmid-
DNA (pUC19 mit Haelll geschnitten) als Kompetitor zugesetzt, was einem 600 fachen
UberschuB entsprach und 0,08 pg/pl SAP1-Protein geladen.
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Abbildung 3-17. Autoradiogramm des EMSA mit SAP1-Protein und
“ dem FLO-Promotorregion-Fragment  (-213/-94). Reaktionen  mit
N = nativem Protein, mit D = mit Protein gegen
Guanidiumhydrochloridpuffer und South-western-Waschpuffer dialysiert
und mit B =nativem Protein, gegen South-western-Waschpuffer
dialysiert. C=freie Probe ohne Extrakt, pQE60 = Spuren mit
Vektorkontrolle, pQE60-SAP1 = SAP1-Protein, 0,08 pg/pl. Das FLO-
Promotorregion-Fragement wird vollstandig von SAP1 gebunden.

Dieses Experiment zeigt, dal SAP1 quantitativ mit dem FLO Promotorregion-Fragment
interagierte, sodal} die Radioaktivitat vollstandig im Komplex gebunden wurde. Diese
hohe Bindeaktivitat trat sowohl mit den nativen Proteinen, als auch mit den dialysierten
Kontrollen auf. Da in der Vektorkontrolle keinerlei Interaktionen detektierbar waren,
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war bewiesen, dal die beobachtete DNA-Protein-Interaktion wirklich von SAP1-
Protein herrlihrte. Bei allen weiteren Arbeiten konnte deshalb direkt aufgereinigtes,
natives Protein verwendet werden. In weiteren Versuchen wurde neben der in 3.8.1
erwéhnten Plasmid-DNA aullerdem noch als Kompetitor Heringsperma-DNA
verwendet, das das Bindeverhalten von SAP1 kaum veranderte (Abbildung 3-20).

3.8.2 SAP1 bindet scheinbar kooperativ an das FLO-Promotorregion-Fragment
(-94/-213)

In dem in Abbildung 3-18 dargestelltem Experiment wurde eine ungewohnlich hohe
Bindeaktivitat beobachtet. Offenbar war SAP1-Protein im Uberschuf vorhanden, sodaR
die gesamte DNA-Probe gebunden wurde. Um das Bindeverhalten bei geringeren
SAP1-Konzentrationen zu uberprifen, wurde ein Titrationsexperiment durchgefihrt,
bei dem, ausgehend von 0,01 pg/ul Protein in 0,01 pg/ul-Schritten die Protein-
Konzentration erhoht wurde. Es wurde pro Ansatz jeweils 1200-facher Uberschuf an
Heringsperma-DNA als unspezifischer Kompetitor zugesetzt. Das Autoradiogramm
dieses Experimentes ist in Abbildung 3-19 dargestellt. Es fallt auf, das die
Bindeaffinitat ab einer gewissen Proteinkonzentration (0,04 ug/pl) sprunghaft ansteigt.
Die Bindung ist anscheinend kooperativ.
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Abbildung 3-18. Titrationsexperiment mit SAP1 mit dem FLO-Promotoregionfragment
(-213/-94). Kontr. = DNA ohne Proteinextrakt. Der weif3e Pfeilkopf markiert die freie DNA, die
schwarzen Pfeile die gebildeten Komplexe.
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Um herauszufinden, ob SAP1 mehrere Bindestellen auf dem FLO-Promotorregion-
Fragment besitzt wurden noch Titrationexperimente mit Subfragmenten dieses
Bereiches, (-213/-143) und (213/-164) durchgefiihrt. Es zeigte sich, dal alle drei
Fragmente banden, die Affinitat jedoch mit der FragmentgrofRe korrelierte (Abbildung
3-20).
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Abbildung 3-19. EMSA: Titrationexperiment von SAP1 mit dem FLO-Promotoregion-
Fragment (-213/-94) im Vergleich zu zwei Subfragmenten, (-213/-143) und (-213/-164). Die
freien DNAs sind mit weiBen Pfeilkdpfen, die gebildeten DNA/Protein-Komplexe mit
schwarzen Pfeilkopfen markiert. Kontr. = DNA ohne Protein, pQE60 = Vektorkontrolle. Die
Zahlen geben die Proteinkonzentration in pg/ul an. Alle Experimente wurden mit
unspezifischen Kompetitor in 600-fachem Uberschul durchgefiihrt. Die Bindeaffinitat bleibt,
unabhéngig von dem verwendeten unspezifischen Kompetitor (pUC-Plasmid-DNA, Haelll
geschnitten oder Heringsperma-DNA) nahezu unbeeinflult. Die Experimente mit den
Subfragmenten wurden mit Heringsperma-DNA  durchgefiihrt.  Fragmentlange und
Bindeaffinitat korrelieren.
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3.9 Herstellung von transgenen Pflanzen, die HMR1 und SAP1
konstitutiv exprimieren

HMRL1 ist, wie schon unter 3.4.1 ausfuhrlicher beschrieben, Mitglied einer bekannten
Genfamilie, der HMG-Y-verwandten DNA-Bindeproteine. Die pflanzlichen Faktoren
dieses Typs wurden meist in vitro tber South-western-screening isoliert, indem man ein
in vivo definiertes cis-aktives Element als Sonde verwendete (Laux et al., 1991; Nieto-
Sotelo et al., 1994; Tjaden und Coruzzi, 1994; Meijer et al., 1996). Dennoch konnte
bislang in keinem Fall die Funktion dieser DNA-Bindeproteine in vivo gezeigt werden.
Auch HMR1 wurde in vitro isoliert. Die mittels in situ-Hybridisierung ermittelten Daten
zur rédumlichen mRNA-Expression von HMR1 passen anscheinend nicht zur
Expression, die man flr einen potentiellen Regulator von FLORICAULA erwarten
waurde. Trotzdem lie3 sich nicht definitiv ausschlieBen, daf HMR1 an der Regulation
von FLO beteiligt ist (siehe Diskussion).

SAPL1 ist Mitglied einer neuen Genfamilie, Uber die bislang keinerlei veroffentliche
Daten vorliegt.

Es war deshalb gerade wegen der oben genannten Sachverhalte interessant, einen
Einblick in die in vivo-Funktion von HMR1 und SAP1 zu erhalten.

Die Funktion eines Gens kann im Idealfall tUber die Isolierung einer entsprechenden
Mutante, d. h. tber reverse Genetik aufgeklart werden. In Antirrhinum kann dies z. B.
uber die Isolierung einer Mutante aus einer mittels transposablen DNA-Elementen
mutagenisierten Population geschehen (Carpenter und Coen, 1990).

Eine alternative Ann&herung an das Problem der Funktionsaufkl&rung eines Genes, die
letztendlich auch im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurde, ist auch Uber konstitutive
Expression dieses Genes in planta gegeben. Hierzu ist erforderlich, entsprechende
Konstrukte in die Pflanze ber Transformation stabil einzubringen.

Fur Antirrhinum ist seit kurzem ein Agrobacterium tumefaciens vermitteltes Hypokotyl-
Transformationssystem verfligbar (Heidmann et al., 1998). Obwohl es sich um die mit
Abstand effizienteste Methode fir die Transformation von Antirrhinum handelt, ist
dieses System, im Vergleich zu anderen Transformationsystemen wie Arabidopsis oder
Nicotiana relativ arbeits- und zeitaufwendig und die erzielten Ausbeuten an
regenerierten transgenen Pflanzen noch gering. Dennoch wurde entschieden, nach
diesem Protokoll transgene Antirrhinum Pflanzen herzustellen, die HMR1 und SAP1
konstitutiv in sense und antisense Orientierung exprimieren sollten.

Deshalb wurde der binare Pflanzenvektor pHyg35S (von Frau Dr. Zs. Schwarz-Sommer
zur Verflgung gestellt) verwendet. Dieser Vektor ist ein Derivat von pGPTV-HPT
(Becker etal., 1992) und tragt eine CaMV35S-Kassette, die eine Kkonstitutive
Expression erlaubt (Odell et al., 1985). AulRerdem wird durch die Verwendung von
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pHyg35S die Selektion der transgenen Kalli auf Hygromycin haltigen Medien
ermdglicht (Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-20. Karte des bindren Pflanzentransformationsvektors pHyg35S

Inserts von HMRL1 sind die PCR-Produkte der Primer 77 und 78, die von SAP1 der
Primern 75 und 76 (Sequenzen der Primer siehe 8.2). Uber die in den Pimern enthaltene
Xbal-Schnittstellen konnten diese sowohl in sense als auch in antisense-Orientierung in
pHyg35S kloniert werden. Es wurden Hypokotyle verschiedener Antirrhinum majus
Wildtyp-Linien, wie 165E, Snowman, und Yellow monarch infiziert.

3.9.1 Transformation von pHyg35S::HMR1se und pHyg35S::HMR1as

Es Uberlebten lediglich Kalli, die mit den pHyg35S::HMR1as-Konstrukten (= HMRL1 in
antisense Orientierung) transformiert wurden. Die wenigen resistenten Kalli, die die
entsprechenden sense-Konstrukte trugen, starben nach kurzer Zeit ab. Bemerkenswert
ist aullerdem, das von den sieben Pflanzen, die von den Transformationexperimenten
mit pHyg35S::HMR1las regneriert werden konnten, funf 165E-Pflanzen und zwei
‘“Yellow monarch’-Pflanzen sind. Diese Pfanzen konnten jeweils von unabhéngigen
Kallus-linien regeneriert werden. Bei den anderen Linien wurden entweder gar keine
oder wenige Uberlebende Kalli beobachtet bzw.diese starben nach kurzer Zeit.

3.9.2 Transformation von pHyg35S::SAP1se und pHyg35S::SAP1las

Erstaunlicherwiese verhielt es sich mit den Transformationexperimenten von
pHyg35S::SAP1-Konstrukten genau umgekehrt wie mit denen mit pHyg35S::HMR1: Es
konnten lediglich Pflanzen aus Experimenten mit pHyg35S::SAP1se-Konstrukten
regeneriert werden. Es wurden mehrere 165E-Pflanzen von 4 unabhdngigen
Kalluslinien regneriert.
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3.9.3 Beobachtete phanotypische Veranderungen an den Pflanzen die
pHyg35S::HMR1as enthalten

Folgende Untersuchungen konnten lediglich an primaren Transformanten
vorgenommen werden, da die nachfolgende Generation zur Beobachtung noch nicht zur
Verfligung stand. Die Présenz der entsprechenden Konstrukte wurde mit PCR
tberpriift. Uber die Anzahl der T-DNA-Kopien konnte damit keine Aussage getroffen
werden. Die priméren Transformanten wurden aus bewurzelten Stecklingen hergestellt.
Deshalb lieRen sich hinsichtlich einer Anderung der Blitezeit, die man eventuell bei
Uberexpression oder Ausschaltung eines Regulators von FLO erwarten konnte keine
Aussagen treffen (s. Diskussion).

Die Pflanzen, die das pHyg35S::SAP1lse-Konstrukt, enthalten, konnten im
Wesentlichen nicht vom Wildtyp unterschieden werden.

Die pHyg35S::HMR1as-Pflanzen entwickelten sich alle wéhrend ihres vegetativen
Wachstum auch unaufféllig und waren ebenfalls von normalen Wildtyp-Pflanzen nicht
zu unterscheiden. Die transgene Linie 337-35 zeigte wéhrend ihres generativen
Wachstums deutliche Veranderungen im Vergleich zum Wildtyp, namlich eine extrem
gedrungen wachsende Infloreszenz (Abbildung 3-22). Dieser Effekt wurde auch an
sekundaren Infloreszenzen, teilweise noch verstarkt, beobachtet (nicht gezeigt). Die
Bluten sind nach 6ffnen deutlich dichter gedréngt als im Wildtyp. Fast alle Bliten
zeigten petaloide Sepalen, d. h. die Kelchblatter sind zu Kronblattern homdotisch
transformiert. Meistens waren die unteren (abaxialen) Kelchblatter transformiert, in
einigen Féllen auch die adaxialen, in wenigen Bliten war der gesamte &ullere Wirtel
petaloid transformiert. Die Bliiten waren im Ubrigen in ihrer Entwicklung normal und
fertil. Die gedrungene Infloreszenz konnten in den anderen Linien, die das
pHyg35S::HMR1as enthielten nicht beobachtet werden. Zwei weitere transgene Linien,
337-41 und 337-42/1 zeigten, wenn auch in etwas schwécherer Ausprédgung petaloide
Sepalen. In der Linie 337-42/1 war dieses Phanomen allerdings weitgehend an
sekundaren Infloreszenzen zu sehen und in 337-41 an relativ wenigen Bliten. die drei
Linien 337-35, 337-41 und 337-42/1 entstammen alle der Linie 165E. Die beiden
anderen Linien, die das Konstrukt enthielten, zeigen normale Entwicklung, die vom
Wildtyp nicht zu unterscheiden ist, so wie auch die beiden “Yellow Monarch’-Pflanzen.
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337-35 337-42/1

Abbildung 3-21. Petaloide Transformation der Sepalen ,von drei Antirrhinum 165E-Linien, die
aus Transformationsexperimenten mit pHyg35S::HMR1lantisense stammen (mit Pfeilen
gekennzeichnet). Die Linie 337-35 hat zusétzlich noch eine im Vergleich zum Wildtyp
gedrungen wachsende Infloreszenz.
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4 Diskussion

4.1 Der Bereich (-213/-94) der FLO-Promotorregion enthélt cis-Elemente,
die moglicherweise an der Regulation von FLO beteiligt sind

In Band-Shift-Experimenten konnte gezeigt werden, da Kernproteine spezifisch an das
FLO-Promotorregion-Fragment (-213/-94) binden. In dem Ansatz mit
Kernproteinextrakten aus Infloreszenzen schienen dabei starker mit der DNA zu
interagieren als Kernproteinextrakten aus vegetativen Geweben (Abbildung 3-1).

Bei der Beurteilung der Bindestarken mufl3 beachtet werden, dall zwar die gleichen
absoluten Mengen Protein (1 pug) geladen wurden, jedoch die Anreicherung der
Kernproteine gewebeabhéngig unterschiedlich ist. In Kontrollexperimenten mit CREB-
DNA (Inamdar et al., 1991) konnte beobachtet werden, daR die Starke der
Protein/DNA-Interaktion mit vegetativem Kernextrakt im Vergleich zu jenem mit
Infloreszenzkernextrakt geringer war (nicht gezeigt). Dies war ein Hinweis, dal3 die
Qualitat der Kernproteine aus vegetativem Gewebe generell schlechter war. Der
Komplex zwischen vegetativen Kernproteinen mit dem FLO-Promotorregion-Fragment
erscheint unschérfer. Auflerdem scheint das Laufverhalten von Komplex und freier
DNA in in diesem Ansatz verdndert zu sein. Dies ist vermutlich auf eine schlechtere
Proteinqualitat zurlickzufuhren. Vergleiche von Bandenhdéhen und Bindungsintensitaten
der DNA/Protein-Komplexe sind deshalb mit VVorsicht zu betrachten.

Aus den detektierten Interaktionen l&Rt sich schlielen, dal} das FLO-Promotorregion-
Fragment (-213/-94) potentielle cis-regulatorische Elemente enthdlt, die vermutlich in
verschiedenen Geweben aktiv sind. Dies steht mit der Vorstellung in Einklang, dal3 in
vegetativen Geweben FLO supprimiert, wéhrend es in floralen Primordien aktiviert
wird. Es kann dabei jedoch keine Aussage darlber getroffen werden, ob die
Kernproteine aus Infloreszenzen an die gleichen Elemente binden wie die Kernproteine
aus vegetativen Geweben. Diese Frage liee sich moglicherweise mit ‘DNasel-
footprint’-Experimenten beantworten.

Mit dem Programm ‘TFSEARCH’ (Akiyama, im Internet ) der Transfac-Promotor-
Datenbank (Heinemeyer et al., 1998) konnten in dem Bereich (-213/-94) keine aus
Pflanzen-Promotorregionen bekannten cis-regulatorischen Elemente gefunden werden.
Das Fragment enthélt in der N&he seines 3’-Endes von -119 bis -116 eine mutmaliliche
TATA-box (Abbildung 3-1, Seite 29), die sich damit in einem typischen Abstand vom
mutmaBlichen Transkriptionsstart des FLO-Genes, (-83 vom Start-ATG; Coen et al.,
1990), befindet. Es 1aBt sich nicht ausschlielen, dal in dem Band-Shift-Experiment
unter anderem auch die Bindung eines TATA-box-Bindungsproteins detektiert wurde.
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Allerdings deutet eine Doppelbande in dem Experiment mit Infloreszenzkernextrakt
(Abbildung 3-1, Seite 29) darauf hin, das mehr als ein DNA-Bindeprotein an die DNA
gebunden hat. Auf dem Fragment befinden sich eine Reihe AT-Stretche, sowohl
stromaufwarts als auch stromabwarts der mutmaRlichen TATA-box. Es gibt zahlreiche
Beispiele AT-reicher cis-aktiver Elemente (Sandhu et al., 1998). Das 3’-Ende des
Fragments (-213/-94), also der stromabwaérts gelegene Teil der mutmallichen TATA-
box, kann ebenfalls cis-regulatorische Elemente enthalten. In Pflanzenpromotoren
kdnnen im Bereich stromabwarts der TATA-box regulatorische Sequenzen gelegen sein
(z.B. Dickey et al., 1992).

Wegen der zu Beginn der Arbeit fehlenden Mdoglichkeit, Antirrhinum effizient zu
transformieren, konnten keine Promotor-Reporter-Gen-Konstrukte in Pflanzen
transformiert werden. Derartige Konstrukte mit dem Reporter-Gen GUS
(B-GLUCURONIDASE) hétten dann beispielsweise die gesamte FLO-Promoterregion
enthalten, wobei der Bereich (-213/-94) systematisch mutiert worden ware.

Die beobachtete Bindung von Kernproteinen im Bereich (-213/-94) lait zwar die
Anwesenheit von cis-aktiven Elemente vermuten. Trotzdem muR eingerdumt werden,
dalR der definitive Beweis daflr fehlt, da in diesem Bereich in vivo trans-aktive
Faktoren binden und FLO transkriptionell aktivieren.

4.2 Sowohl HMR1 als auch SAP1 enthalten Charakteristiken von
nuklearen Proteinen wie Kernlokalisationssignale und AT-hooks

Uber die Verwendung des FLO-Promotorregion-Fragment (-213/-94) als Sonde wurden
die  HMR1-cDNA und die SAP1-cDNA aus einer Antirrhinum-Infloreszenz-
Expressionsbank isoliert. Als erstes Kriterium, als mogliche Regulatoren von FLO in
Frage zu kommen, muBte untersucht werden, ob es sich tatsachlich um DNA-
Bindeproteine handelt.

Tatsachlich kodieren beide cDNAs mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir Proteine, die auch
in vivo im Kern als DNA-Bindeproteine agieren. Dafiur spricht, daf sowohl die
Sequenzen von HMR1 (Abbildung 3-3) und SAP1 (Abbildung 3-8) jeweils mehrere
Kernlokalisationssignale enthalten. Desweiteren enthalten beide Faktoren sogenannte
AT-hooks. Der AT-hook stellt ein DNA-Bindemotiv dar (Reeves und Nissen, 1990)
und konnte sowohl experimentell als auch in den Proteindatenbanken bislang
ausschlieBlich in nuklearen Proteinen gefunden werden (Aravind und Landsman, 1998).
HMR1, Mitglied der HMG-Y-ahnlichen DNA-Bindeproteine, besitzt zusétzlich zu
sieben AT-hooks eine Doméne, die zu der globuldren Domane von Histon H1 homolog
ist. SAP1 besitzt neben einem AT-hook eine Doméne, die im Rahmen dieser Arbeit
anhand von Sequenzvergleichen mit verwandten Proteinen aus Antirrhinum und
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anderen Spezies wie Arabidopsis, Sinapis, und Pisum definiert werden konnte und fur
eine neuartige pflanzliche DNA-Bindeproteinfamilie charakteristisch ist.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dall AT-hooks fast ausschlie3lich in
Kombination mit anderen fur Nuklearproteine charakteristischen Doménen vorkommen
(Aravind und Landsman, 1998). Als Beispiele seien hier PRHP aus Petersilie
(Pathenogenesis-Related Homeodomain Protein; Korfhage et al., 1994), welches aul3er
4 AT-hooks, unter anderem eine Homoéodoméne besitzt, UMC1 aus Ustilago, einem
MADS-Box-Gen, das einen AT-hook besitzt (Kruger et al., 1997), ESE-1, ein humaner
Epithel-spezifischer Transkriptionsfaktor, der zusétzlich zu einem AT-hook eine ETS-
DNA-Bindedomane enthélt (Andreoli et al., 1997, Oettgen et al., 1997), und ein Zinc-
finger-AT-hook-Protein aus Drosophila (Genbank Zugangsnr. AJ002056) genannt.
Interessanterweise werden AT-hooks auch in anderen Nuklearproteinen wie
Transposasen und mutmaBlichen DNA-Methylasen gefunden (Aravind und Landsman,
1998). In diesen gerade genannten Féllen scheinen AT-hooks zusatzlich zu den
genannten Bindemotiven ‘Hilfs-Bindemotive’ zu sein, um AT-reiche Sequenzen zu
erkennen. Mdoglich ist auch, das die Bindespezifitdit anderer DNA-Bindedoménen
modifiziert wird, wie es z. B. fur PRHP diskutiert wird (Korfhage et al., 1994).
Faktoren, mit mehreren AT-hook-Kopien, z. B. HMG-Y scheinen meist keine anderen
DNA-Bindedomanen zu enthalten.

Ob die AT-hooks in HMR1 und SAPl die einzigen fur die DNA-Bindung
verantwortlichen Strukturen darstellen, oder ob mdoglicherweise noch andere Doménen
zu der Interaktion mit DNA beitragen, wird in 4.3 erortert.

Sowohl in HMR1 und SAP1 konnten keine trans-aktivierenden Bereiche wie saure
Doménen oder Glutamin-Doménen gefunden werden. Glutamin-reiche Stretche wurden
zum Beispiel im HMR1-verwandten Faktor PABF bzw. ATBP-1 gefunden und als
trans-aktivierend diskutiert (Tjaden und Coruzzi, 1994 und Abbildung 3-4). Im N-
Terminus des SAP1-verwandten und im Rahmen dieser Arbeit klonierten AHP2 aus
Arabidopsis sind ebenfalls Glutamin-Stretche vorhanden (Abbildung 3-11).

HMR1 und SAP1 stellen deshalb keine ‘klassischen’ Transkriptionsfaktoren dar.
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4.3 HMR1 und SAP1 scheinen trotz ihrer unterschiedlichen Struktur
und AT-hook-Kopienzahl @éhnliche Eigenschaften in Bezug auf
DNA-Bindung zu besitzen

HMR1 ist Mitglied der Familie der HMG-Y-&hnlichen DNA-Bindeproteine, die in

Pflanzen ausnahmslos N-terminal eine Histon H1-Doméne enthalten. Die Anzahl der

AT-hooks von einzelnen Familienmitgliedern variiert von vier (alle Pflanzen-HMG-Y 1i.

e. S.) bis 14 (Reis AT1) sehr stark (Abbildung 3-4, Seite 34). HMR1 nimmt mit sieben

AT-hooks eine mittlere Stellung ein. Es ist sicher, dal innerhalb eines Organismus

verschiedene HMG-Y-&hnliche Faktoren mit abweichender Anzahl von AT-hooks

existieren. Beispielsweise konnte aus Reis bislang PF1, das vier AT-hooks besitzt, also
ein HMG-Y-Protein im engeren Sinne darstellt, und das gerade erwdhnte AT1 isoliert
werden (Nieto-Sotelo et al., 1994; Meijer et al., 1996). Antirrhinum besitzt mit hoher

Wahrscheinlichkeit neben HMR1 auch noch HMG-Y. Das ist deshalb zu erwarten, weil

HMG-Y aus anderen dicotylen Pflanzen wie Glycine (Laux et al., 1991), Canavalia

(Yamamoto und Minamikawa, 1997), Arabidopsis (Gupta et al., 1997B) und Pisum

(Gupta et al., 1997A) isoliert werden konnten. Uber die biologische Relevanz des

Vorhandenseins mehrerer HMG-Y -ahnlicher Faktoren mit unterschiedlicher Anzahl von

AT-hooks ist bislang nichts bekannt. Es ist auBerdem vollig unklar, ob HMG-Y-

ahnliche Proteine in Abhangigkeit von der Anzahl der AT-hooks méglicherweise in

vivo unterschiedliche Bindespezifitaten besitzen.

Aus Abbildung 3-5 geht hervor, dal? lediglich vier der sieben AT-hooks aus HMRL1 ein

Arginin  vor dem GRP (Glycin-Arginin-Prolin)-Motiv  besitzen. In NMR-

spektroskopischen Experimenten von Geierstanger et al. (1994) wurde gezeigt, dal? die

Arginine (R) aus dem RGRP-Motiv fur den Kontakt mit der kleinen Grube der DNA in

vitro wichtig ist. Synthetische Peptide der Sequenz KGKP (K = Lysin) binden AT-

Stretche nicht, obwohl es sich hier um konservative Austausche handelt. Einige AT-

hook-Proteine aus Pflanzen besitzen unter anderem AT-hooks, bei denen -wie bei

HMR1- das N-terminale Arginin des RGRP-Motivs gegen Prolin, seltener gegen eine

hydrophobe Aminoséure ausgetauscht wurde (z. B. PABF aus Tabak oder AT1 aus

Reis). Die oben erwédhnten NMR-Studien wurden mit AT-hooks aus Vertebraten-

HMG-Y/I durchgefuhrt. Mit pflanzlichen AT-hooks sind zwar bislang keine

entsprechenden Experimente durchgefiihrt worden. Da die angesprochenen Austausche

bei pflanzlichen AT-hooks haufig sind, liegt jedoch die Vermutung nahe, dal3 diese
nicht zu einem Funktionsverlust fuhren.

Obwohl entsprechende Deletionen mit HMR1-Proteinen nicht durchgefiihrt werden

konnten (s. u.), scheint die Histon H1-Doméne fur die Bindung an DNA in vitro nicht

erforderlich zu sein. Das zu HMR1-verwandte Protein ATBP-1 aus Tabak, das PABF

66



Diskussion

entspricht, bei dem die Histondoméne deletiert ist, bindet dennoch in vitro an ein AT-
reiches DNA-Sequenzelement (Tjaden und Coruzzi, 1994). Allerdings ist denkbar, dal
die Histon H1-Doméne eine indirekte Funktion fur die Interaktion mit DNA in vivo
besitzt (siehe 4.3.1).

SAP1 verhielt sich im South-western-Experiment hinsichtlich der Bindestarke an das
FLO-Promotorregion-Fragment (-213/-94) ahnlich wie HMR1, obwohl es lediglich eine
AT-hook-Kopie besitzt. Aus diesem Grund sollte zum genaueren Vergleich der
biochemischen Eigenschaften beider Faktoren Binde-Tests (EMSA) durchgefiihrt
werden. Hierfiir benotigte HMR1- und SAP1-Proteine sollten mittels der Verwendung
eines bakteriellen Expressionsystems (Qiaexpress) verfligbar gemacht und aufgereinigt
werden. Beziglich HMR1 zeigte sich, daR die Expression in beiden vom Hersteller
empfohlenen E. coli-Stdmmen problematisch war. Im Western blot war sichtbar, dal3
das HMR1-Protein zu distinkten Fragmenten abgebaut wurde (Abb. 3-17). Gerade fir
Retardationsexperimente ist Protein dieser Qualitat ungeeignet, weil bei etwaiger DNA-
Bindeaktivitat von Abbauprodukten es unmoglich ware, die entsprechenden Komplexe
zu interpretieren. Ahnliche Probleme wie bei der Uberexpression von HMR1 wurden
bei der bakteriellen Expression von PRHP, dem oben erwéhnten Homeodomain-AT-
hook-Protein aus Petersilie beobachtet. Es konnten lediglich Versionen von PRHP
exprimiert werden, bei denen die vier AT-hooks deletiert waren (Korfhage et al., 1994).
Die Toxizitat von AT-hooks in E. coli 13t sich mit einer mdglichen Interaktion mit der
chromosomalen DNA erklaren. Dal3 AT-hooks auch in bakteriellen Systemen in DNA-
Bindung involviert sein konnen ist mit der Charakterisierung von CarD aus
Myxococcus xanthus belegt worden. CarD besitzt als DNA-Bindedoménen vier AT-
hooks und wirkt als Transkriptionsfaktor (Nicolas et al., 1996).

Auf den Western blots war erkennbar, daR die Extrakte von HMR1-lberexprimierenden
Zellen anscheinend auch vollstdndiges HMR1-Protein enthielten. Auffallend war, dal3
das Laufverhalten der entsprechenden héchsten Bande offensichtlich unterschiedlich
davon beeinfluBt wurde, ob das ‘His-tag” N-terminal oder C-terminal fusioniert war.
AuBerdem liefen die Banden hoher (ca. 55-60 kDa), als es fiir das berechnete
Molekulargewicht (42,5 kDa, inklusive His-tag) zu erwarten war. Ein dhnlicher Effekt
wurde bei dem HMR1-verwandten Protein PF1 aus Reis beobachtet. Wéhrend PF1 in
voller Lange im SDS-Gel ein wesentlich erhohtes apparentes Molekulargewicht hatte,
wurden die Unterschiede zwischen theoretischem und apparenten Molekulargewicht bei
PF1-Proteinen graduell geringer, je mehr an ihrem C-Terminus deletiert wurde. Die
Sequenzen der  deletierten  Bereiche enthielten = AT-hooks und einen
dazwischenliegenden Alanin/Prolin-reichen Stretch (Nieto-Sotelo et al., 1994). Auch in
HMR1 ist zwischen dem dritten und vierten AT-hook eine Alanin-reiche Sequenz,
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unterbrochen mit einigen Prolinen und Valinen, zu finden (AS 210 - AS 233 in
Abbildung 3-3). Das bei HMR1 und PF1 beobachtete Ph&nomen des hoheren
apparenten Molekulargewichts scheint typisch flr diese Faktorfamilie zu sein und ist
vermutlich in der &hnlichen Struktur der beiden Proteine begriindet.

Die Expression von SAP1 in E. coli war erfolgreich. Scheinbar war eine AT-hook-
Kopie fir E. coli nicht schédlich. Interessanterweise band SAP1 im nativen Zustand,
wéhrend dies im South-western-screening lediglich nach Denaturierung und
Rickfaltung unter Verwendung von Guanidiniumhydrochlorid der Fall war. Da das
Start-ATG der SAP1-cDNA fehlte, stellt das exprimierte Protein ein Fusionprodukt mit
der von dem Agt22A-Phagen kodierten R-Galactosidase dar. Es kann deshalb nicht
ausgeschlossen werden, dall sich daraus Probleme beziglich der Faltung des
resultierenden Polypeptids ergaben. Eine Behandlung der mit pQE60 Uberexprimierten
und aufgereinigten SAP1-Proteine mit Guanidiniumhydrochlorid hatte keinerlei EinfluR
auf seine Bindeaffinitat zur FLO-Promotorregion-DNA. Es ist deshalb naheliegend, dal3
die Konformation zwischen den nativen Proteinen und den denaturiert-renaturierten
Proteinen die gleiche ist. Es kann ebenfalls riickgeschlossen werden, dal die im South-
western-Experiment denaturiert-renaturierten SAP1-Proteine, die DNA-
Bindungsaktivitat zeigten, sich in einer dem nativen Protein entsprechenden
Konformation befunden haben.

SAP1 band als vollstandiges Protein scheinbar kooperativ an das Fragment (-213/-94).
Wie 1Rt sich das kooperative Bindeverhalten von SAP1 erklaren? Das Retardationsgel
mit dem Titrationsexperiment zeigt deutlich, dafl es mehrere Bindestellen auf dem
FLO-Promotorregion-Fragment geben muR. Bei mittleren Faktor-Konzentrationen
entstanden zwei Komplexe in unterschiedlicher Hohe, was durch unterschiedlich stark
mit SAP1-Protein besetzten DNA-Molekiilen interpretiert werden kann. Wurde die
Konzentration von SAP1 weiter erhoht, verschwand der unterste Komplex zugunsten
des Komplexe mit der geringeren Mobilitdt. AuBerdem verminderte sich das
‘Schmieren” bei hoherer Proteinkonzentration, was auf eine Stabilisierung der
Komplexe hindeutete. Eine wahrscheinliche Interpretation dieser Befunde ist, dal}
mehrere SAP1-Proteine zuerst an verschiedene Elemente der DNA banden und die
Stabilisierung der Protein/DNA-Interaktionen durch anschliefende Interaktion der
SAP1-Proteine untereinander zustande kam. Wahrscheinlich waren Bereiche innerhalb
der aufgrund von Homologie definierten Doméne in die Protein-Protein-Interaktion
involviert. Ein Indiz hierfur ist, dal die fir Protein-Protein-Interaktion erforderlichen
hydrophoben Bereiche fast ausschlielich innerhalb dieser Domane vorkommen. Die
Idee, dal ein kooperativer Effekt durch die Interaktion von mehreren AT-hooks mit
mehreren AT-Stretchen zustande kommen kann, wird durch die Experimente von
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Maher und Nathans (1996) bestatigt. Anhand von in vitro-Bindetests mit synthetischen
DNA-Molekilen und HMG-Y/I bzw. HMGI-C (HMGI-C gehort ebenfalls zur HMG-Y -
Familie aus Saugern und enthalt drei AT-hooks) konnte gezeigt werden, dal3 mehrere, in
gewissen Abstand liegende AT-Stretche sich in ihrer Affinitit zu HMG-Y/I bzw.
HMGI-C kooperativ verhalten, wahrend DNA-Molekiile, die lediglich einen AT-Stretch
enthielten, schwach interagierten. Daraus schlossen die Autoren, daf} bei starker
Bindung jeweils zwei oder drei AT-hooks an zwei oder drei AT-stretche banden,
wéhrend bei schwacher Bindung lediglich ein AT-hook mit dem einem AT-Stretch
interagierte. AuBerdem konnte gezeigt werden, da AT-hooks in vitro spezifisch an AT-
Stretche von 5 Nukleotiden und langer binden. Auf das FLO-Promotorregion -
Fragment (bertragen, bedeutet das, daR dieses sechs AT-Stretche enthdlt, die ideale
Zielsequenzen flir AT-hooks darstellen (Abbildung 4-1). Demnach ist die oben
getroffene Annahme, dall mehrere untereinander interagierende SAP1-Proteine an
mehrere DNA-Elemente via AT-hook binden wahrscheinlich. Eine weitere Bestatigung
dafir, da der kooperative Effekt durch die Bindung an mehrere DNA-Elemente
zustande kam, ist, daR die Bindeaffinitdt zu kirzeren DNA-Fragmenten, die weniger
AT-stretche enthielten, sprunghaft abnahm (EMSA mit den Fragmenten -213/-164 bzw.
-213/-143). Auch wenn wahrscheinlich ist, dafl an der Protein/DNA-Interaktion
weitgehend der AT-hook aus SAP1 beteiligt ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dal}
auch noch andere, C-terminale Bereiche von SAP1 DNA-bindend sind. Auch deshalb
14kt sich auch nicht entscheiden, ob neben AT-Stretchen mdglicherweise noch andere
DNA-Sequenzen an der Interaktion mit SAP1 beteiligt sind.
-213 GAGITTTGIG CAGATTTTAT GAATAATTTG GIGTAATTTT

-173 CCCATGAAAG CCCAAAATAA ACACAAAACC CATAAATAAA

-133 TTTAAAAAAA AAAATATATC TTTAAAAGCA CCCCACACCC

Abbildung 4-1. Darstellung von mutmaRilichen Zielsequenzen in der FLO-Promotorregion
(-213/-94). Alle AT-Stretche, deren Lange 5 Nucleotide (bersteigen, stellen mdgliche
Bindesequenzen flir AT-hooks dar (unterstrichen).

Die DNA-Bindeaktivitdt von HMR1 war im South-western-screening auch -wie bei
SAP1- lediglich auf den mit Guanidiniumhydrochlorid behandelten Filtern nachweisbar.
Auch hier gilt im Prinzip das gleiche, was schon fiur SAP1 diskutiert
wurde: Wahrscheinlich kam es zu falscher Faltung des HMR1-Proteins. Da sich vor
dem mutmallichen Start-ATG kein Stopcodon befindet, liegt vermutlich auch HMR1
als Fusionsprotein mit der B-Galactosidase vor. Zum biochemischen Verhalten von
HMR1 konnten zwar aus den oben genannten Griinden keine néheren Untersuchungen
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angestellt werden. Dennoch ist wahrscheinlich, dal? mehrere AT-hook-Bindemotive aus
HMR1 an verschiedene AT-Stretche des Fragments (-213/-94) binden, ahnlich dem
Mechanismus in HMG-Y/I bzw HMGI-C aus Sdugern (s. 0.). Nur diese Moglichkeit
kann die dufRerst stabile Bindung von HMR1 im South-western-screening erklaren. Es
l4i3t sich jedoch keine Aussage dartber treffen, welche AT-hooks von HMR1 zu dieser
Bindung beitragen und -wie schon bei SAP1- welche AT-stretche des Fragments
(-213/-94) bzw. ob die gleichen AT-stretche von SAP1 gebunden wurden. Dal} bei
HMG-Y-ahnlichen Faktoren nicht unbedingt alle AT-hooks in die Protein/DNA-
Interaktion involviert sein  mussen, zeigen die bereits oben erwdhnten
Deletionsexperimente, die mit PF1 durchgefuhrt wurden. Fir die Interaktion mit der
Zielsequenz PE1 (Positive element 1 aus der Phytochrom A3-Promotorregion aus
Hafer) scheinen nur die beiden N-terminalen der vier AT-hooks erforderlich zu sein.
Allerdings war lediglich ein AT-hook fir eine Bindung an PEL nicht ausreichend
(Nieto-Sotelo et al., 1994).

4.3.1 Mogliche Interaktionen von HMR1 mit Chromatin und Kern-Proteinen

Wie schon in 4.3 behandelt, ist die Histon H1-Doméane von HMG-Y-ahnlichen Faktoren
fir die Interaktion mit DNA in vitro nicht erforderlich. Durch ihre Ahnlichkeit zur
globuldaren Doméne von Histon H1 ist eine DNA-bindende Funktion auch nicht zu
erwarten. In vivo konnte diese Domane dennoch indirekt zu der Interaktion mit DNA
beitragen. Von manchen Autoren wird diskutiert, dall die Histon H1-Doméane von
HMG-Y &hnlichen Proteinen mit Chromatin interagiert (Laux et al., 1991) oder als
alternative ‘Linker-Histone’ an der Chromatinorganisation beteiligt sind (Aravind und
Landsman, 1998).

HMR1 enthalt neben der Histon H1-Doméane zwei mutmaRliche Leucin-zipper-Motive,
einmal im C-terminalen Teil der Histon H1-Doméane und zum anderen am C-Terminus.
Beide Motive enthalten, abweichend vom klassischen Leucin-zipper-Motiv, das aus
vier oder mehr Leucinen besteht (Pabo und Sauer, 1992), drei Leucine. Die
entsprechenden Bereiche wurden durch Computeranalysen als a-Helix vorhergesagt.
Die Ausbildung einer a-Helix ist, neben dem Leucin-Motiv, die Voraussetzung flr die
Funktion eines Leucine-zippers. Auch wenn derartige Strukturvorhersagen letztendlich
keine vollige Gewillheit geben, ob es sich um die tatséchliche Struktur in vivo handelt,
stellen diese beiden Leucin-zipper-Motive mdgliche Interaktionsdomanen mit anderen
nuklearen Faktoren dar.

Ein vorstellbarer Mechanimus von HMR1 waére, daR die Histon H1-Domaéane Histon H1
aus Chromatin verdrangt und dadurch DNA fur die Interaktion mit den AT-hooks
zuganglich  macht. Dadurch koénnte dann wiederum die Bindung von
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Transkriptionsfaktoren und/oder anderen DNA-Bindeproteinen an die DNA,
mdoglicherweise ber eine Leucin-zipper-vermittelte  Protein/Protein-Interaktion
erleichtert werden.

4.3.2 HMR1 und SAP1 binden praferentiell, aber wahrscheinlich nicht
sequenzspezifisch an DNA

AT-hooks interagieren spezifisch in der kleinen Grube der DNA-Doppelhelix in
Bereichen von AT-Stretchen. Dennoch ist es bislang unmdglich, Konsensus-
Bindesequenzen fir AT-hook-DNA-Bindeproteine zu finden, weil in die DNA-Protein-
Interaktion meistens mehrere AT-hooks oder AT-hooks in Kombination mit anderen
DNA-Bindemotiven involviert sind und sich daraus vielféltige Mdoglichkeiten von
Zielsequenzen ergeben. Beispielsweise wurde PF1 aus Reis urspriinglich tber seine
Interaktion mit PE1 in einem South-western-screen isoliert (Nieto-Sotelo et al., 1994).
Kurze Zeit spater wurde der gleiche Faktor, ebenfalls iber einen South-western-screen,
jedoch unter Verwendung einer AT-reichen Zielsequenz von Homeodomain-Proteinen
gefunden (Meijer et al., 1996). Andererseits konnte gezeigt werden, da PF1 nicht in
der Lage war, an eine mutierte Version von PEL in vitro zu binden, obwohl dieses noch
AT-reich ist (Nieto-Sotelo et al., 1994; Meijer et al., 1996). Dieser Befund deutet auf
eine gewisse Sequenzspezifitat hin. Auch HMR1 und SAP1 scheinen generell nicht jede
AT-reiche Sequenz in vitro zu binden. Wie eingangs erwahnt (Seite 28), wurden im
Rahmen dieser Arbeit innerhalb der FLO-Promotorregion noch andere Bereiche
identifiziert, die mit Infloreszenz-Kernproteinen interagierten. Mit zwei weiteren AT-
reichen Sonden wurden ebenfalls South-western-screenings durchgefihrt, jedoch ohne
dalR Signale beobachtet werden konnten (Daten nicht gezeigt). Wirden HMR1 und
SAP1 unspezifisch AT-reiche DNA binden, hétten sie unter Verwendung dieser Sonden
isoliert werden miissen.

Dennoch ist auch im Fall von HMR1 aufgrund der relativ hohen Zahl von AT-hooks
und der sich daraus theoretisch ergebenden DNA-Interaktionsmoéglichkeiten
wahrscheinlich, daB es an verschiedene Zielsequenzen binden kann.

SAP1 scheint offensichtlich an mehrere Elemente in dem FLO-Promotor-Fragment zu
binden. Doch auch SAP1 besitzt wahrscheinlich gewisse Praferenzen in Bezug auf seine
Zielsequenzen. In den Bandshift-Experimenten konnte gezeigt werden, dall SAP1
spezifisch an das FLO-Promotor-Fragment gebunden hatte, denn sogar bei hohen
Konzentrationen von unspezifischer Kompetitor-DNA war der SAP1/DNA-Komplex
stabil.

Letztendlich geben alle Untersuchungen, die mit HMR1 und SAP1 in vitro
durchgefiihrt wurden, lediglich Anhaltspunkte Gber ihr biochemisches Verhalten in
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vivo. In diesem Zusammenhang soll noch darauf hingewiesen werden, daR die
Bindeaktivitdt von AT-hooks lber Phosphorylierungen von umgebenden Aminosauren
in vivo oder in vitro modifiziert werden kénnen (Siino et al., 1995). Diese Versuche
wurden wiederum mit Vertebraten-HMG-Y/I durchgefiihrt. Es ist nicht bekannt, ob
entsprechende Mechanismen in Pflanzen existieren.

4.4 Es konnten in Arabidopsis keine orthologen Gene von SAP1 aus
Antirrhinum gefunden werden

Uber ein heterologes Screening, unter Verwendung der Antirrhinum SAP1-cDNA als
Sonde wurden aus Arabidopsis mutmaRliche orthologe Gene von SAP1 isoliert. Die
Isolation von SAP1 aus Arabidopsis sollte zusatzliche Mdoglichkeiten erschliel3en,
Mutanten von SAP1 zu finden. Die beiden isolierten cDNAs, AHP1 und AHP2
kodieren fir Proteine, die zu SAP1 zwar ahnlich sind, jedoch ein zusatzliches AT-hook-
Motiv enthalten und ein héheres Molekulargewicht aufweisen als SAP1. Die N- und C-
Termini sind zwischen SAP1 und AHP1 bzw. AHP2 Uberhaupt nicht konserviert. Diese
Daten belegen, daB es sich bei AHP1 und AHP2 unter keinen Umstdnden um
Kandidaten von zu SAP1 orthologen (ortholog = funktionell homolog) Genen handeln
kann. Es ist sicher, das es auch Arabidopsis-Proteine dieser Familie mit einer AT-hook-
Kopie gibt, z.B. der EST-Klon N37194. Trotzdem wurden weniger
Sequenzubereinstimmungen zwischen SAP1 und N37194 als zwischen SAP1 und
AHP1/2 gefunden. Warum SAP1 aus Arabidopsis nicht isoliert werden konnte, kann
verschiedene Grunde haben. Entweder war es in der untersuchten cDNA-Bank aus
unerfindlichen Griinden nicht vorhanden oder SAP1 ist generell in Arabidopsis nicht
vorhanden. Die Anwort auf diese Frage wird sich in den néchsten Jahren wie von selbst
beantworten, namlich wenn im Rahmen der Sequenzierprojekte das gesamte
Arabidopsis-Genom entschlusselt sein wird.
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4.5 Sind HMR1 und SAP1 an der Regulation von FLO und an dem
Phasenwechsel von vegetativem Wachstum zu generativem
Wachstum beteiligt?

Die wichtigste, weil die Arbeitshypothese dieser Arbeit betreffende Frage ist, oo HMR1
und/oder SAP1 an dem Phasenwechsel zwischen vegetativem Wachstum und
generativem Wachstum (= florale Transition) beteiligt sind. Im Folgenden wird sich
zeigen, dall diese Frage in Anbetracht des derzeitigen Kenntnisstandes nicht
abschlieRend beantwortet werden kann.

Es kann jedoch mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dal mit SAP1 und HMR1
Vertreter von Phasen-Umschalt-Genen isoliert werden konnten. Phasen-Umschalt-Gene
sind ndmlich spezifisch an dem Umschaltprozess zwischen vegetativer und generativer
Phase beteiligt. Der eher Entwicklungsstadium-unabhangige Charakter der Expression
von SAP1 und HMR1 und auch die vermutlich vielfaltigen DNA-
Interaktionsmoglichkeiten lassen keineswegs den SchluB zu, daf es sich hier um
spezifisch in die florale Transition involvierte Gene handelt. Das genaue rdumliche
Expressionsmuster von SAP1 wurde noch nicht abschlieRend untersucht. Bezuglich der
raumlichen Expression von HMR1 innerhalb der Infloreszenz ergibt sich ein komplexes
Bild. Die HMR1-mRNA scheint im Bereich der Internodien, in der N&he von floralen
Primordien exprimiert zu sein. Dieses Expressionsmuster palit einerseits zu dem
mutanten Phénotyp einer der transgenen 35S::HMR1 antisense-Linien (siehe 4.6).
Andererseits ist eine Expression aullerhalb von floralen Primordien fiir einen moglichen
transkriptionellen Aktivator von FLO nicht wiinschenswert. Die mit der in situ-
Hybridisierung gewonnenen Daten sind trotzdem mit aller Vorsicht zu betrachten. Es
lakt sich ndmlich nicht ausschlieBen, dafll Bereiche, in denen die HMR1-Expression
maoglicherweise geringer ist, nicht detektiert wurden. Solche Beobachtungen wurden bei
der Expressionsanalyse von LEAFY aus Arabidopsis gemacht: Wahrend das LEAFY-
Transkript in in situ-Hybridisierungen lediglich in floralen Primordien nachgewiesen
werden konnte (Weigel et al., 1992), beweisen Expressionstudien mit einem
Reportergen, dall LEAFY schon wahrend der vegetativen Phase exprimiert wird
(Blazquez et al., 1997). Es wurden mehrere unabhangige Transformationexperimente
mit 35S::HMR1sense Konstrukten durchgefiihrt. Es tUberlebten jeweils nur sehr wenige
Kalli, die dann kurze Zeit spater starben. Mdglicherweise ist die konstitutive Expression
von HMR1 toxisch. Deshalb ist durchaus denkbar, da® HMR1 generell auf sehr
niedrigem Niveau exprimiert wird. Um tatséchlich ausschlieBen zu kénnen, da HMR1
nicht doch in floralen Primordien exprimiert wird, miifiten weitere Untersuchungen,
z. B. auf Proteinebene durchgefiihrt werden.
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Ein Kennzeichen von Phasen-Umschalt-Genen ist, da3 sie die Bliitezeit beeinflussen.
Eine konstitutive Expression von solchen Genen konnte verfrihtes Blihen bewirken,
eine Verhinderung der Expression eine verspatetes Blihen. Tatsachlich bluht
Arabidopsis friher, wenn mdogliche Phasen-Umschalt-Gene konstitutiv exprimiert
werden (CO; Simon et al., 1996; SPL3; Cardon et al., 1997). Umgekehrt fiihren
Mutationen von CO zu spater Blute (Putterill et al., 1995). Falls HMR1 oder SAP1 in
den Wechsel zwischen vegetativer Phase und generativer Phase involviert sein sollten,
kdnnte eine konstitutive sense- oder antisense-Expression auf die Blitezeit einen
EinfluR haben.

Es konnten transgene Antirrhinum-Pflanzen erzeugt werden, die 35S::SAP1sense- und
35S::HMR1antisense-Konstrukte enthalten. Neben 35S::HMR1sense-Kalli (s. 0.)
Uberlebten auch 35S::SAPlantisense-Kalli nicht, sodaR keine entsprechenden Pflanzen
regeneriert werden konnten. Es ist denkbar dal die antisense-RNA auch auf die
Transkripte der Schwestergene von SAP1 einen Einfluf hat, was wiederum einen
letalen Effekt hervorufen konnte. Bislang wurden lediglich primédre Transformanten
beobachtet. Da diese aus bewurzelten Stecklingen hergestellt wurden, lassen sich keine
Aussagen dartiber machen, ob die Blitezeit verandert ist. Unabhéangig davon, ob HMR1
und SAP1 an der Regulation von FLO beteiligt sind oder nicht, kann aus der Isolierung
von DNA-Bindeproteinen dieser Klasse nur gelernt werden, dall am Umschaltprozess
von vegetativem zu generativem Wachstum neben Schlisselgenen, wie CONSTANS
maoglicherweise auch andere Faktoren beitragen kdnnen. Es ist nicht unwahrscheinlich,
dall auch AT-hook-Proteine durch ihre vielfaltigen Interaktionsmdglichkeiten auch zu
der floralen Transition beitragen. Aber gerade diese relativ geringe Spezifitat lait
vermuten, dal3 die Funktionen dieser Proteine redundant und nicht auf die florale
Transition beschrankt sind.

Leider bleibt die Frage bis heute weitgehend ungeklart, welche allgemeingdltigen
genetischen Mechanismen in hoheren Pflanzen den Phasenwechsels vegetativ/generativ
direkt steuern.

4.6 Mdogliche Funktion von HMR1 in der Reprimierung von Klasse B-
Genen im aulReren Wirtel

In drei von flnf transgenen 35S::HMR1antisense-Pflanzen der Antirrhinum-Linie 165E
konnte eine deutliche homdotische Transformation in den &duReren Blutenwirteln
beobachtet werden. Die Sepalen wurden zu petaloiden Strukturen umgewandelt,
wéhrend die anderen Organe der Blite nicht beeintrdchtigt waren. Diese Linien
stammen aus unabhdngigen Transformationsereignissen. Es ist deshalb wahrscheinlich,
dalR die beobachteten Veranderungen wirklich auf das Transgen und nicht etwa auf
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Mutagenese durch das T-DNA-Konstrukt zurtickzufuhren sind. Nicht untersucht wurde
bislang die Expression der HMR1-antisense-RNA und das endogene HMR1-Transkript.
Da noch keine genomischen Southern blot-Hybridisierungen durchfiihrt wurden, kann
auch keine Aussage uber die Kopienzahl des Transgens in den einzelnen transgenen
Linien gemacht werden.

Die folgenden Interpretationen basieren auf der Annahme, dal? die Konzentration des
endogenen HMR1-Transkriptes in den Transgenen verringert ist. Eine Pflanzenlinie
(337-35) zeigt neben der homdootischen Transformation des &uferen Wirtels eine
drastisch verkirzte Infloreszenzachse wahrend die L&nge der Internodien des vegativen
Bereichs vollig normal erschien. Eine verkirzte Infloreszenzachse wird auch in der
Antirrhinum obtecta-Mutante beobachtet (Stubbe, 1966; W.-E. Lonnig, personliche
Mitteilung). Dieser Phanotyp stimmt mit dem in den in situ Hybridisierungen
beobachteten HMR1-Expressionsmuster tberein. Fur die Streckung von Internodien
scheint Gibberellin eine Rolle zu spielen. Ein Besprihen von Gibberellinen auf
Antirrhinum-Pflanzen hat ndmlich eine drastische Verldngerung der Internodien zur
Folge (F. Cremer, personliche Mitteilung). Denkbar ist, das HMR1 eine Rolle in diesem
Signalweg spielt. Ein Grund dafir, weshalb eine Verkirzung der Infloreszenz-
Internodien in den beiden anderen Linien (337-41, 337-42/1) nicht beobachtet wurden,
ist moglicherweise eine schwéchere Expression des antisense-Transkriptes in diesen
Linien, weshalb die sehr starke endogene HMR1-Expression im Bereich der Internodien
nicht kompensiert werden konnte. Wichtig ist dennoch die Feststellung, daB die
Merkmale der homootischen Veranderungen und die der Internodienverkiirzung
voneinander unabhdngig sind. Petaloide Sepalen konnten in den Linien 337-41 und
337-42/1 nicht an allen Bliten festgestellt werden, wahrend in der Linie 337-35 alle
Bllten betroffen waren. Auch dieser Effekt 1aBt sich mit einer geringeren antisense-
Transkript-Menge begrinden. Wahrscheinlich wird ein gewisser Schwellenwert, der fur
das Ausschalten des endogenen HMR1-Transkriptes erforderlich ist, in den
entsprechenden Bliiten, die Wildtyp-Organe hervorbringen, nicht erreicht.

Werden die Daten aus den in situ-Hybridisierungen zugrunde gelegt, wird HMR1 nicht
in den Bliten exprimiert. Wenn dies wirklich der Fall sein sollte, wére die
Wirkungsweise von HMR1 nicht zellautonom. Nicht zellautonomes Verhalten, d. h. von
der Expression abweichender Wirkort zeigen eine Reihe von pflanzlichen DNA-
Bindeproteinen, wie zum Beispiel FLO (Carpenter und Coen, 1995; Hantke et al.,
1995), DEF/GLO aus Antirrhinum (Perbal et al., 1996) und ID1 aus Mais (Colasanti et
al., 1998). Es waére denkbar, daB HMRZ1-Proteine in andere Gewebe transloziert werden.
Entsprechende Mechanismen konnten zum Beispiel bei den MADS-box-Proteinen DEF
und GLO aus Antirrhinum gefunden werden (Perbal et al., 1996).
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Der Phénotyp der 35S::HMR1lantisense-Pflanzen legt nahe, da®@ HMR1 in die
Regulation der Klasse B-Gen-Expression (Klasse B-Gene: siehe 1.1, Seite 5) im
aulleren Blutenwirtel involviert ist. Es waére sehr interessant zu wissen, ob die
petaloiden Sepalen tatséchlich durch ektopische Expression von den Klasse B-Genen
wie DEF und GLO verursacht sind. Es konnten Antirrhinum-Mutanten isoliert werden,
die einen zu den HMR1-antisense-Pflanzen dhnlichen Phénotyp zeigen. Mutanten dieser
Gene, CHORIPETALA (CHO) und DESPENTEADO (DES) zeigen unter anderem zu
Petalen transformierte Sepalen, verursacht durch Expression von Klasse B-Genen im
aulleren Wirtel (E. de Andrade Silva und M. Wilkinson, unveréffentliche Daten).
Madoglicherweise ist HMR1 DES oder CHO bzw. eine andere Komponente in der
Regulation von Klasse B-Genen.

Die Funktion von HMR1 wéhrend der vegetativen Entwicklung ist offensichtlich
redundant, da die HMRlantisense-Transgenen sich in dieser Phase vollig normal
entwickelten.

Es muB noch einmal betont werden, daR es sich bei allen im Zusammenhang mit
Antirrhinum-Transgenen dargestellten Daten um vorléufige Ergebnisse handelt. Zur
weiteren Absicherung dieser Ergebnisse muf} die Nachkommenschaft der HMR1-
antisense-Pflanzen untersucht werden. Ferner missen dann mit diesen Pflanzen
Northern- und Southern blot-Analysen durchgefiihrt werden.
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5 Zusammenfassung

Die Regulation des Phaseniibergangs zwischen vegetativem Wachstum und generativen
Wachstum (florale Transition) ist ein auf molekularer Ebene bis heute weitgehend
unverstandener Prozess. Ziel der hier vorliegenden Arbeit war, Faktoren zu isolieren,
die die florale Transition steuern (Phasen-Umschalt-Gene). Als Ausgangspunkt diente
das florale Meristem-ldentitats-Gen FLORICAULA (FLO) aus Antirrhinum majus, das
das Ende des Phasenubergangs zum generativen Wachstum abgrenzt. Nach der hier
verfolgten Strategie sollten Regulatoren von FLO auch Phasenumschaltgene umfassen.
Es konnten cis-Elemente in der FLO-Promotorregion in dem AT-reichen Bereich
(-213/-94) vom Start-ATG detektiert werden, die moglicherweise an der Regulation
beteiligt sind.

Unter Verwendung eines Fragments aus diesem Bereich als Sonde wurden bei einem
Screening einer Antirrhinum-Infloreszenz-Expressionsbank zwei verschiedene cDNAS,
HMR1 und SAP1 isoliert, die beide fir AT-hook-DNA-Bindeproteine kodieren. HMR1
gehort zur HMG-Y-&hnlichen DNA-Bindeprotein-Familie, SAP1 zu einer neuartigen
DNA-Bindeproteinfamilie, die, wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte
mit hoher Wahrscheinlichkeit in allen h6heren Pflanzen vorhanden ist. HMR1 besitzt
neben den familien-bekannten Eigenschaften, eine Histon H1 globuldre Doméne und
sieben AT hooks noch zwei Leucin-zipper, was auf eine mdgliche Interaktion mit
anderen nuklearen Faktoren hindeutet. SAP1 bindet offensichtlich kooperativ an seine
Ziel-DNA. Da SAP1 nur ein DNA-Bindemotiv besitzt, wurde vorgeschlagen, daf}
mehrere SAP1-Molkiile, wahrscheinlich ber eine neue, familienspezifische Doméane
miteinander interagieren und den kooperativen Effekt ermdglichen.

Die mogliche Beteiligung an der Regulation von vegetativem zu generativem
Wachstum dieser Faktoren mufl noch gezeigt werden. Das Expressionsmuster der
beiden Faktoren und die Charakteristiken der DNA-Bindedomanen deuten darauf hin,
dal® SAP1 und HMR1 nicht spezifisch fur eine bestimmte Funktion sind. Andererseits
ist es moglich, daR eine gewisse Spezifitdt erst Uber die Interaktion mit anderen
nuklearen Faktoren erreicht wird. Neben den gerade erwahnten Leucin-zippern wéren
auch die hydrophoben Bereiche in der konservierten Domane von SAP1 denkbare
Interaktionspartner. Vorlaufige Untersuchungen des Phanotyps von HMR1-antisense-
Pflanzen legt eine Beteiligung an der Regulation von Klasse-B-Genen und
maoglicherweise in der Regulation von Internodienstreckung nahe.
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6 Ausblick

Uber die Methode des South-western-screenings konnten zweifellos sequenzspezifische
DNA-Bindeproteine, auch aus Pflanzen, isoliert werden. Dennoch mu eingerdumt
werden, dal3 die meisten der in letzter Zeit Uber diese Methode aus Pflanzen isolierten
Faktoren AT-hook-Faktoren sind, da diese in der Lage sind, ohne Co-Faktoren mit
DNA zu interagieren. Es hat sich gezeigt, dal? aber gerade viele interessante DNA-
Interaktionen und Proteinfunktionen erst Uber Heteromerisierung von Faktoren erreicht
wird. Denkbar ist auch, dal} allgemeinere (Co-)Faktoren fir eine Interaktion mit DNA
erforderlich sind. Fir die Detektion solcher Interaktionen ist die Methode des South-
western-screenings nicht geeignet.

Fur die hier gestellte Frage, Regulatoren von Meristemidentitatsgenen zu isolieren ware
es deshalb sinnvoll, in Zukunft auch andere Systeme, wie das One-Hybrid-System in
Hefe zu verwenden. Es wirde zumindest die Isolierung von Faktoren erlauben, die
allgemeinere Co-Faktoren fir die Bindung an DNA bendtigen. AulRerdem entfallen alle
Probleme, die mit der Proteinfaltung im Zusammenhang stehen, weil es sich hierbei um
ein eukaryotisches System handlet, das dariiberhinaus den groRen Vorteil besitzt, dal3 es
in vivo durchgefihrt wird.
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8 Anhang

8.1 cDNA-Sequenzen

Antirrhinum SAP2-cDNA

1
1

81
27

161
54

241
80

321
107

401
134

481
160

561
187

641
214

721
240

801
267

881
294

961

320

1041

1121

1201

GTAAT GGAGCT CAACAACAACAACGACGGCAACAACT CCTACT ACCACCAACCACAGCT CCACCACCAAAAT CCTCCACC
MELNNNRNTDTGNNGSYJYHO QPO OLHHOQNTPTPP

AAACGCCGT CGCTTCGT CTCCGROGAACGROGGT GT TGT TGTACCCAACAGT ACAACCAACAACAGCAGCGGGATAGTGT
NAVASSPANGGVYVVVPNSTTNNSSGI VY

ACOCTCACT CCGTACCT TCAT CGGCAGCT GTTTCAGCT CCGAT CGAGAGOGT GAAGAGGAAGAGAGGAAGACCTAGAAAG
PHSVPSSAAVYVYSATPI ESVEKREKE RGE RTPR R K

TACGGT ACGOCGGAGCAAGOGGECGGOGECGAAGAGACT GTCACCGT CAACT GT GCOGOCGAGGAAGAGAGATACTGTTGG
Y GTPEOQAAAAZKRLTGSPSTVPPRIKT RDTV G

TGCTGCTACTTCTGCTGCTAGT GTTGTGGCTTCT GGTTOGT CGGTTTOGT CGAAGAAAT CGCAGCT TTTAGCGTTTGGCA
AATSAASVYVYVASGSSVSSKEKSOQLTLATFGN

ATGTGGEOCAAAGCT TCAGT CCTCACAT CATTACT GTCGCT GCT GGAGAAGAT GTTGGTCAAAAAAT CATGATGTTTATG
VGQSFSPHIITVAAGETDVYVGOQIKI MMEM

CAACAGAGCAAACAT GAATTAT GCGT TATCTCAGCAT CCGGAT CAGT TTCCAAT GCAACT CTACGCCAGOCGGCAACATC
Q QS KHETLT CVI SASGSVYSNATLTP ROQPATS

TGGGBGCAGCAT CACAT ATGAGGGGCGAT TTGACAT CCTCTCTCTGT CTGGATCTTACATTCGT ACT GAACT CGGAGGAA
GG6Gsl TYEGRTFDILSLSGSVYI!I RTETLTGGEGR

GAGCTGGTGGACTCAGTGTGTGTCTGTCTAGTTCTGATGGCCAAAT TATTGEOGGT GGAGTAGCT GGACCT CTTACAGCC
AGGLSVCLSSSDGOQI I GGGVAGPTLTA

GCAGCOCCAAT TCAGGTAATTGT CGGAACAT TTCTCATT GATACCAAAAGGGAT GCTAAAGGCAAT GCATCTTCTGGCAA
AAPI QVI VGTTFLI DTI KRTDATEKTGNATSSG K

GTTAACATCACCAGTTGGEOGGGGCAT CAGT GCOOGGT TTAAGCT TCATGT CACAACCT GTTGATTCTTCTCATCAAACGG
L TSPVGGASVPGLSFMSOQPVDSSHOQTG

GOGGTGGTAGT CCATTCCT GATTCAGCACCGGGGCAT GCAGAT GACGOCCCAACAT TCGAT GGACT GGAGAGGCAACAAC
GGSsSPFLI QHRGMOQOMTPOHSMDWRTGNN

TCTCATGGT ATGCACCAAT CTCCT GAAAAT GGT GACT AT GAGCACAT CACT GACT AGAGAAACGT CGTAAAATCATCTGA
S HGMHOQSPENGDVYTETHI T D *

TT ATGGGTATCGCT CGAAGT TGAGGGACAT TGCT CATAGACT ATGCAGCACAGT ACAGTAGT GTACAGGT TACAGCTTAT
GTTTTGATTAGCAGCTGGTAAATATTATTCTGGATGTAACTACCT AAACT CTTCTCTATCGGTGOGATTTTGTCTCTTGT

TTTGTTTATTATTAACATCOCATCAGGTATTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1252

80
26

160
53

240
79

320
106

400
133

480
159

560
186

640
213

720
239

800
266

880
293

960
319

1040
338
1120

1200
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Antirrhinum SAP3-cDNA

81
25

161
51

241
78

321
105

401
131

481
158

561
185

641
211

721
238

801
265

881
291

961

318
1041
1121
1201
1281
1361
1441
1521
1601

92

CTTGTTGTCAATGGAACT CAAT AACAACAACAAT GACGGAGGT GGACT CGOCT CTTACT ACCAGT TCCAACCT COGCAAA
MELNNNNNDTGGGLASYYOQFOQPTPOQN

ACGOCGT CGTTTCATCTCOGACGAAT GGAAGT GTTGT ACCCAACAACAGCACCACCGGAAT GGT GTACCCT CACTCOGTG
AVVSSPTNGSVVPNNSTTGMVYYPHSUV

COGGTTTCTGCBOCGAT GGAGAGCGT GAAGAGGAAGAGAGGAAGGCOCT AGAAAGT ACGGCACGOCGGAGCAAGOGEOGEC
PVSAPMESVUKREKRGRPRIKTYGTPEG QAAA

GGCCAAGAGAAT GTCGACGBOGOCGEOCGAGGAAGAGAGAAGT TCCBGCAGT TGCT GCT GTTAGCGGOGECGGT GTTGGTT
AKRMSTAPPRIKREVPAVAAVSGGGVG S

CTGGTTCGTCGGTTTCTTCTTATTCGT CGAAGAAAT CGCAGCT TGCT GGT TTTGGCGGT GTGGEGCAAAGCT TCAGTCCT
GSSVSSYSSKIKSOLAGFGGVYGOQSTFSP

CACATCATCACT GTAGCT GGT GGAGAAGAT GTTGGECCAAAAAAT CATGAT GTTTAT GCAACAGAGCAAACGT GAAATATG
HI I TVAGGETDVGOQOKI MMFMOQOQSZ KT RTETI C

CATTATCTCAGCATCTGGATCAGT TTCTAATGCTTCTCTACGECAGCCGGCAACAT CTGGGEGGCAGT GTTACATATGAGG
l 1 SASGSVS SNASLP ROQPATSGGSVTYE G

GOCGATTTGACATCCTCTCTCTGTCTGGAT CTTACAT COGT ACGGAACAT GGAGGAAGAACT GGAGGACT CAGT GTGTGT
RFDILSLSGSYI! RTEHGGRTGGLSVC

CTGTCTAGTTCTGATGGTCAAGTTATTGGT GGT GGAGT CGBOGGACCT CTTACAGCT GOGAGT CCTATACAGGT AATAGT
LSSSDGOQVI GGGVGGPLTAASPI QVI V

TGGAACATTTCTTATTGAT GTCAAGAAGGAT ACCAAAGGOGAT GCT GOCCCAGGCAAGT TACCAT CACCAAT TAGCGGEG
GTFLIDVZKZKDTT KGDAAPGIKLTPSPI SGG

GATCAGCTCCAGGTTTAAGCTTCCGGT CACCT GTTGATTCTCCT CATCAAACGGGCAT TGGAAATCOGT TTCTGGTTCAG
SAPGLSFRSPVDSPHOQTGI GNPFLUVOQ

CACCAGAGCAT GCAGAT GAATTCTCCACATTCAAT GGAAT GGAGAGGCAACGT CGGACAT GGT ATGCACCAATCTCCTGA
HQSMOQMNSPHSMEMWRGNVYGHGMHGOSTPE

AAATGEOGACTTTGACCACAT CACT GACT AGAAAAT TGT GGGTTTTGT CGGGOGT TGAGGT ACATTCATTOGTCGACTCT
NGDFUDHI T D *
GCGGTACAATATGGTAGT GTACAGAT GACAGGT TACATGTTACAGT GTATGT TTTGATAACTTTTATTCTGGATGTACTT
ACTATCTTATAATCTTTGAATCTCCTATCCT GBOGT TGT CTGCTTAGACT TTTTCAGCAGT GGCAACCT GGTAAGGATCT
GTTACATGAAAT GGGT GT GTAT CCAAACAGT GGT GAGAT AT GEGAT GGOCT TGCTAAAAGAT GGCT GGT GAGT TTACTTT
TTATTCTAATGATTTAAGAAT GTTTGT CTAGCCAAATTTCAAAAT GAAAACT TATGAAAAT GTAAATTTTCAGCOGT CAA
AGTGTTTTGACGAT GAAAAGT TTGAGT TTTACGOCAT AAGAT GGOGGGAT GCT GGAGCAAAANT CATCGGT GACT GCTGT
CGGACAACGCCCT GTACAGT TCGAT CGATAT CTAAAGT CTTGAAGGAGAGAACT TGATTTCTTTTCCAGACTTAGATTAG
TTGGTTAATTTCACTACATTGTGTATTGT ATGAGT ATCATCTATTTAAT GAAATATTTATCCAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1623

80
24

160
50

240
7

320
104

400
130

480
157

560
184

640
210

720
237

800
264

880
290

960
317

1040
327

1120
1200
1280
1360
1440
1520
1600
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8.2 Oligonucleotidsequenzen

Nr. Sequenz 5’ -3’ Verwendung
27 |GAG TTT TGI GCA GAT TTT ATG 5’-Primer flr die FLO-
Promotorregion-Fragmente
(-213/-94), (-213/-164) und
(-213/-143)
30 |GGG TGI GGG GIG CTT TTA AAG 3’-Primer fiir das FLO-
Promotorregion-Fragment
(-213/-94)
67 |GIT TCA TGG GAA AAT TAC ACC 3¢ Primer fiir FLO Promotorregion-
Fragment
68 |GGG TTT TGI GIT TAT TTT GGG | 3¢ Primer fiir FLO Promotorregion-
fragment
75 |CAC GAG GAA AAT CTA GAA ATC 5’Primer fiir die Klonierung von
CAA TGG SAP1 in pHyg35S enthalt eine
Xbal-Schnittstelle
76 |CTG TAC TCT AGA GTA TTG TAT 3’Primer fiir die Klonierung von
TGC AG SAP1 in pHyg35S enthalt eine
Xbal-Schnittstelle
77 |CTC TAT TCT AGA TAT TTG AAG 5’Primer fir die Klonierung von
ATG GAC TCA C HMR1 in pHyg35S; enthélt eine
Xbal-Schnittstelle
78 |CTC ATC CTA ATC TAG ACA GTA 3’Primer fiir die Klonierung von
CCT CCT ACA G HMR1 in pHyg35S; enthélt eine
Xbal-Schnittstelle
101 |AAT CCC CAA ATC CCA TGG AAC 5‘Primer fiir die Klonierung von
AAC SAP1 in pQE60; enthilt eine Ncol-
Schnittstelle fur eine in frame-
Klonierung in pQE 60
102 | GAT GCA ATA GGA TCC ATC TGG 3“Primer fiir die Klonierung von
GAT GIG SAP1 in pQE60; enthalt eine
BamHI-Schnittstelle fur eine in
frame-Klonierung in pQE 60
103 |GCT TCA GIC TCC ATG GCT TCT 5‘Primer fiir die Klonierung des fir
TCG AAG den C-Terminus kodierenden Teils
von SAP1 in pQEG60; enthalt eine
Ncol Schnittstelle flr eine in frame
Klonierung
104 |CGA TTT CIT GGA TCC AGC CGA | 3*Primer fiir die Klonierung des fiir

CGA GAC

den N-Terminus kodierenden Teils
von SAP1 in pQEG60; enthalt eine
BamHI Schnittstelle fiir eine in
frame Klonierung
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109 |CAG ATA TTT GAC CAT GG CTC 5‘Primer flir die Klonierung von
ACA AC HMR1 in pQE60; enthalt eine Ncol-
Schnittstelle fur eine in frame-

Klonierung in pQE 60
110 |CAA CTC TTC CAT GGA TTG GGG 3‘Primer flir die Klonierung von

CTG AGG HMR1 in pQE60; enthalt eine Ncol-
Schnittstelle fur eine in frame-
Klonierung in pQE 60

8.3 Fachbegriffe

Bandshift Retardierungsexperiment (EMSA)

Insert DNA-Fragment, das in ein Plasmid kloniert wird

Screening Durchsuchen

Stretch Bereich auf DNA oder Protein

Florale Transition Ubergang zwischen vegetativem und generativem
Wachstum

8.4 Nomenklatur von Genen und Genprodukten

Wildtyp-Gen kursive Grol3buchstaben DEFICIENS, abgekiirzt DEF
mutiertes Gen kursive Kleinbuchstaben deficiens, abgekdrzt def
Protein GroRbuchstaben DEFICIENS, abgekirzt DEF

8.5 Abkirzungen

A Adenin

AS Aminosaure

AT-DNA AT-reiche DNA

ATP Adenosin-5’-triphosphat

BAC Bacterial artificial chromosome
bp Basenpaare

BLAST Basic local alignment search tool
BSA bovine serum albumin

C Cytosin

C-terminal Carboxy-terminal
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CaMV
cDNA
Ci
cpm
DAB
DNA
dNTP
dsDNA
DTT
E. coli
EDTA
EGTA
EST
EMSA

http

I.e.S.
IPTG
kb

kbp

A
MRNA
NMR

N-terminal
PAA
PAGE
PCR

Cauliflower Mosaic Virus
complemenary DNA oder copy DNA
Curie

counts per minute
3,3’-Diaminobenzidintetrahydrochlorid
Desoxyribonucleinséure
Desoxy-Nucleosidtriphosphat
Doppelstrang-DNA

1,4-Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-tetraacetat
Expressed Sequence Tag
Elektrophoretic Mobility Shift Assay
Guanin

Stunde(n)

hyper text transfer protocol, wird fir den Zugang zu

Internetseiten benutzt
im engeren Sinne

Isopropyl-R-D-Thiogalactopyranosid
Kilobasen

Kilobasenpaare

Lambda

messenger RNA

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy
= Kernmagnetische Resonanz-Spektroskopie
Amino-terminal

Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese

Polymerase Chain Reaction
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PVP Polyvinylpyrrolidon

RFLP Restriction Fragment Lenght Polymorphism

RNA Ribonucleinsaure

rpm rotations per minute

RT Raumtemperatur

SDS Sodium dodecyl sulphate, englisch fiir Natriumdodecylsulfat
bzw. Natriumlaurylsulfat

Ssp. Subspezies

S. u. siehe unten

T Thymin

U Unit

uN uber Nacht

UTR untranslated region

Wt Wildtyp

WWW World wide web (Internet)
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