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Einleitung

1 Einleitung

Pflanzen kdnnen im Gegensatz zu Tieren auf Umweltverdnderungen nicht mit einer aktiven
Anderung ihres Standortes reagieren. Sie reagieren vielmehr durch lebenslanges Wachstum.
Um das leisten zu kdnnen, sind sie in ihrer Entwicklung weniger stark festgelegt als Tiere, bel
denen wahrend der Embryonalentwicklung bereits die meisten Zellen fertig differenziert sind
und spéter nur noch ein Auswachsen des Organismus stattfindet. In pflanzlichen Embryonen
dagegen ist nur die vertikale Wachstumsachse, das apikae Sprof3- und das apikale
Wurzelmeristem fest angelegt. Die Meristeme bleiben das ganze Pflanzenleben tber aktiv.
Aus ihnen heraus erwachsen Primordien, deren Zellen sich Uber koordinierte Zellteilung,
Differenzierung und Zellstreckung zu Organen, wie Bléttern und Bliten, entwickeln. Aber
auch dann sind Pflanzenzellen in ihrer Entwicklung noch nicht festgelegt. Sie kdnnen sich
dedifferenzieren und danach wieder redifferenzieren. Beispiele hierfir sind Wundheilung, die
Seitenwurzelentwicklung und die Regeneration von ganzen Pflanzen aus Kallusgewebe. Die
Differenzierung der Zellen ist nicht, wie bei Tieren, festgelegt durch die Abstammung,
sondern wird beeinfluf3 durch Nachbarzellen und die Position der Zellen im Gewebe. Daran
beteiligt sind u.a. Pflanzenwuchsstoffe, die sogenannten Phytohormone. Im Gegensatz zu
tierischen Hormonen sind Synthese- und Wirkungsort dieser Phytohormone nicht unbedingt
streng voneinander getrennt (Davies, 1995). Phytohormone regulieren eine Vielzahl von
Entwicklungsprozessen, von der Samenkeimung bis hin zur Seneszenz.

Die funf klassischen Phytohormonklassen sind Auxine, Abszisinsaure, Cytokinine, Ethylen
und Giberelline. Spater wurden niedermolekulare Substanzen entdeckt, die auch
Phytohormon-ahnliche Wirkungen entfalten konnen. Dazu zéhlen u.a. Brassinosteroide,

Jasmonsaure, Lipochitooligosaccharide und auch Peptide, wie z. B. Systemin (Davies, 1995).

1.1 Auxin

Charles Darwin postulierte bereits 1881, dal’ die Translokation eines Mediators (,,influence")
aus Koleoptilenspitzen von Gréasern, in der daruntergelegenen Wachstumszone Zellstreckung
audost (Darwin und Darwin, 1881). 1928 wurde diese als Auxin bezeichnete Substanz aus
Hefe isoliert (Went, 1928) und wenig spéter als Indol-3-essigsaure (IAA) identifiziert (Kogl
und Kostermans, 1934). In Pflanzen wurden neben IAA noch weitere Auxine nachgewiesen,
so z.B. Indol-3-Buttersdure (IBA) und 4-Chlor-Indol-3-Essigsdure (4 CI-1AA). Des weiteren
werden auch synthetische Verbindungen wie 1-Naphthylessigsdure (1-NAA) und 2,4-

1



Einleitung

Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D) zur Wirkstoffklasse der Auxine gezdhit. In der

Auxinforschung werden sie aufgrund ihrer hoheren Stabilitét bevorzugt eingesetzt.

Aktives Auxin kann sowohl aus Tryptophan as auch aus anderen indolischen
Vorlaufersubstanzen synthetisiert werden (Bartel, 1997). Ein Grofdteil (ca. 95%) liegt in Form
von inaktiven Konjugaten vor. Als wichtigste Verbindungen sind Aminosaure-, Peptid-, myo-
Inositol- und Kohlenhydrat-Konjugate zu erwéhnen (Cohen und Bandurski, 1982). Durch
enzymatisch gesteuerte Hydrolyse kann daraus wieder aktives Auxin freigesetzt werden
(Bartel und Fink, 1995). Diese Konjugate dienen wahrscheinlich as Speicher- und
Transportform fur IAA und zur Aufrechterhaltung der Auxin-Homoostase (Bandurski et al.,
1995).

Auxinwirkung

Auxine sind an der Regulation von nahezu allen pflanzlichen Entwicklungsprozessen
beteiligt. Die klassischen Wirkungsweisen von Auxin sind die Aufrechterhaltung der
Apikadominanz, die Entwicklung des vaskul&ren Systems sowie die Stimulation der
Zéllteilung und Zellstreckung (Davies, 1995). Auxin scheint aber auch noch auf komplexe
Weise als Morphogen zu wirken. Dabel steuert die Verteilung von Auxin in Geweben die
Anordnung, Teilung und Differenzierung von Zellen. Es wurde gezeigt, dald3 bei Pinus
sylvestris-Baumen die Entwicklung des vaskuldren Gewebes von Seitentrieben u.a. gesteuert
wird durch radial verlaufende Auxinkonzentrationsgradienten in den Seitenmeristemen
(Ugdla et al., 1996). Radide Auxingradienten in Blitenstdnden beeinflussen auch die
Anordnung von lateralen Organen (Phylotaxis) in Tomate und A. thaliana (Reinhardt et al.,
2000). Mittels des synthetischen, auxininduzierbaren Promotorelements DR5, abgeleitet vom
Promotor des GH3-Gens aus Sojabohne, ist es gelungen, indirekt die Auxinverteilung in
Geweben zu untersuchen (Ulmasov et al., 1997a). In transgenen A. thaliana, die ein
DR5:: GUS Reportergenkonstrukt trugen, wurde in Wurzelspitzen die GUS-Reporteraktivitét
untersucht (Sabatini et al., 1999). Dabei zeigten mehrere Mutanten mit Defekten im
Auxintransport oder in der Auxinsignaltransduktion veranderte DR5::GUS-Signalstarken
bzw. eine Verschiebung des Auxinmaximums innerhalb des Wurzelmeristems (Sabatini et al.,
1999; Friml et al., 2002b). Seit kurzem wird auch die Wirkung von Auxin auf die Regulation
von einzelnen Proteinen durch Ubiquitin-vermittelte-Proteindegradation diskutiert (zur
Ubersicht Kepinski und Leyser, 2002). Die Auxinsignaltransduktion kann moglicherweise
auch Uber MAPK-Phosphorylierungskaskaden nitogen activated protein kinase) erfolgen
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(zur Ubersicht DelLong et al., 2002). Diese sind im Tierreich schon lange bekannt und gut
untersucht.

Nachfolgend sind einige Auxinwirkungen beschrieben, die verdeutlichen, auf wie
mannigfaltige Art dieses Phytohormon die Entwicklung von Pflanzen zu steuern vermag.

Ein gut untersuchter physiologischer Effekt ist das auxininduzierte Streckungswachstum von
Graskoleoptilen (Bonner, 1933), das in der Acid Growth Theory zusammengefaldt wird
(Kutschera, 1994; Cleland 1995). Bei Auxinzugabe steigt nach einer kurzen lag-Phase die
Wachstumsrate an. Dies geht einher mit der Ansduerung des Apoplasten, wodurch es zu einer
chemischen Auflockerung der Zellwand kommt. Der Tugordruck bewirkt schliefdich die
Zellstreckung. Die Ansduerung wird vermutlich verursacht durch Aktivitétssteigerung einer
H*-ATPase, die vermehrt Protonen an die AuRenseite der Plasmamembran pumpt, wodurch es
zur Hyperpolarisation des Transmembranruhepotentials kommt (Hager et al., 1991; Santoni et
al., 1990; Sze et al. 1999). Auxin muf’ dabel aber noch weitere Wirkungen besitzen, da auch
inaktive Auxinanaloga, bel denen es nicht zu Zellsteckungswachstum kommt, eine
Hyperpolarisation hervorrufen kénnen (Felle et al., 1991).

Auxin beeinflul® aulerdem die Genexpression. Es wurden unterschiedliche Familien von
Auxin-responsiven Genen identifiziert, die u.a be interzellularer Kommunikation und
Genexpressionskontrolle beteiligt sind. Dazu gehdren AUX/IAA-, GH3- und SAUR-Gene (Zur
Ubersicht: Abel und Theologis, 1996). Nur einige der 29 AUX/IAA-Gene wurden bisher
funktionell charakterisiert. Im Hefe-2-Hybrid-Test wurde fur einige dieser Proteine gezeigt,
dai3 sie untereinander Homo- und Heterodimere bilden, oder auch mit ARFs (auxin response
factor) dimerisieren kénnen. Die ARF-Genfamilie kodiert Transkriptionsfaktoren und umfal3t
23 Mitglieder, die ebenfalls untereinander dimerisieren kénnen (Ouellet et al., 2001). ARF1
bindet an gspezifische Promotorelemente, die fir Auxin-regulierte Genexpression
verantwortlich sind (Ulmasov et al., 1997a).

Als mogliche Rezeptoren fir Auxin werden auxinbindende Proteine (ABPs) angesehen.
Homologe Gene wurden in mehreren Pflanzenspezies identifiziert, u.a. in A. thaliana (Palme
et al., 1992). ABP-Proteine sind ca. 22 kDa grofl3 und besitzen ein ER-Retentionssignal.
ZmABP1 wurde immuncytochemisch im ER, Cytosol und Zellkern detektiert (Bronsema et
al., 1998). Bis jetzt wurde noch nicht eindeutig nachgewiesen, dal3 es Plasmamembran
assoziiert ist, obwohl physiologische Versuche daraufhin deuten. Denn ABP1-Antikorper,
appliziert auf Tabak- bzw. Maisprotoplasten, bewirken auxinspezifische Reaktionen, wie die
Hyperpolarisation des Membranpotentials, sowie ein Anschwellen der Protoplasten (Venis et
al., 1992; Steffens et al., 2001). Die Bedeutung des Proteins zeigt sich auch darin, dal3 ein
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knock out des ABP1-Gens von A. thaliana Embryo-lethal wirkt (Chen et al., 2000). Die
Struktur dieses Proteins wurde jungst aufgeklart (Woo et al ., 2002). Als Protein mit ,barrel”
Struktur gehort es zur Gruppe der Cupine. Bekannte pflanzliche Mitglieder dieser Familie
sind 7S Seed Storage Proteine.

Die Mechanismen, mit denen Pflanzen die Auxinverteilung zwischen einzelnen Zellen bzw.
Geweben kontrollieren, sind noch weitestgehend unklar. Die Konzentration von freiem Auxin
wird in einem komplexen Zusammenspiel von Auxinbiosynthese, reversibler Konjugation,
irreversibler Oxidation und Transport vom Syntheseort zum Wirkort reguliert (Bandurski et
al., 1995). Dabei kommt dem Transport und seiner Regulation eine hohe Bedeutung zu, da
nicht alle Gewebe Auxin produzieren (Lomax et al., 1995).

1.2 Auxintransport

Auxin wird in vielen Geweben wie jungen Bléattern, Sprof3spitzen, Bliten und sich
entwickelnden Samen synthetisiert (Normanly et al., 1991). Vom apikalen Syntheseort
gelangt es Uber verschiedene Transportmechanismen zur Basis und weiter bis in die
Wurzelspitzen hinein.

In Pflanzen gibt es drei verschiedene klassische Transportarten, die miteinander verbunden
sind: der nicht polare-, der laterale-, und der polare Auxintransport (PAT).

Da IAA eine schwache Saure (pKs: 4,75) ist, kann sie in ihrer protonierten Form auch durch

Diffusion Uber Zellmembranen in Geweben verteilt werden (Goldsmith, 1977).

1.2.1 Nicht-polarer Auxintransport

Morris und Thomas (1978) haben radioaktiv markiertes IAA auf Blétter gegeben und seine
Verteilung beobachtet. Zuerst lield es sich im Phloem der Blatter und anschlief3end im
Leitbindelgewebe von Stengeln nachweisen. Dort erfolgte der IAA Transport sowohl
acropetal (nach oben), als auch basipetal (nach unten). Ein ungerichteter Auxintransport
wurde auch im vaskuldren Gewebe von Wurzeln nachgewiesen (Lomax et al., 1995). Dadurch
werden Auxinkonjugate (z.B. Zucker-IAA) transportiert. Dieser Transportweg stimmt gut

Uberein mit dem bekannten Phloem-basierenden Transport von inaktiven Auxinkonjugaten
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(Nowacki et al., 1980). Er erfolgt relativ schnell (5-20 cm/h) und ist insensitiv gegeniiber

Inhibitoren des polaren Auxintransports.

1.2.2 Lateraler Auxintransport

Cholodny und Went versuchten in den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts zu erkléren, wie
Auxin von der Sprofspitze zur Basis gelangt und wie die Krimmung des Stengels bei
Stimulation durch Licht oder Schwerkraft zustande kommt. Das mindete in der Cholodny-
Went-Hypothese, die, vereinfacht ausgedriickt, besagt, dald differentielles Zellwachstum an
gegentberliegenden Seiten durch radiale Auxingradienten verursacht wird, die wiederum
durch lateralen Auxintransport erzeugt werden (Went, 1974; Firn et al.,, 2000). Die
molekularen Mechanismen der lateralen Auxintransports sind nur ansatzweise bekannt. Epel
et al. (1992) vermuteten enerseits enen radialen symplastischen Transport Uber
Plasamodesmata aus dem polaren Transportsystem heraus, andererseits wurde ein
anionenspezifischer Carrier postuliert.

1.2.3 Polarer Auxintransport

Der polare Auxintransport (PAT) ist verbunden mit freiem
Auxin und wird as der entwicklungsphysiologisch relevanteste
Transportweg fur Auxin angesehen (Lomax et al., 1995). Der
PAT im vaskuléren Gewebe erfolgt im Gegensatz zum nicht-
polaren Auxintransport gerichtet, ist ca. 10fach langsamer (5-20
mm/h) (Goldsmith, 1977) und ist blockierbar durch spezifische
Inhibitoren. Im Stengel erfolgt der PAT strikt in basipetaler

Orientierung hin  zur Wurzel. Polarer und nicht-polarer

Transport sind hier miteinander verbunden: 1AA, das aus dem 5y, A:

Schematische
Phloem assoziierten Transport aus Bléttern stammt, wurde jn  D&Stellung des PAT. Auxin
wird, ausgehend vom

Xylem-Parenchymzellen, in denen PAT stattfindet (Goldsmith, Syntheseort  in  jungen
Geweben, Uber dal3 vaskulére

1977), detektiert (Cambridge und Morris, 1996). In Wurzeln von Gewebe des SproRes in die

Wurzel transportiert. In der
A. thaliana wurde sowohl ein acropetaler Transport im \wurzelspitze erfolgt  eine
Umverteilung in den Uber
Zellen der Epidermis ver-

Richtung Wurzelbasis gemessen (Rashotte et al., 2000). In 'aufenden, basipetalen Auxin-
transportweg.

Zentralzylinder zur Spitze, als auch ein basipetaler zurick in
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Wurzeln von Vicia faba wurde gezeigt, dal? basipetaler Auxintransport hauptsachlich Uber die
auldere Zellschicht der Epidermis erfolgt (Tsurumi und Ohwaki, 1978). Beide Transportwege
scheinen durch lateralen Auxintransport Uber die Columella-Zellen der Wurzelspitze
miteinander verbunden zu sein (Young et al., 1990; Friml et al., 2002b).

Aufgrund von Transportstudien wird angenommen, dal3 der polare Auxintransport
apoplastisch durch Zell-zu-Zell-Transport erfolgt und nicht Uber Plasmodesmata (Cande und
Ray, 1976, Goldsmith, 1977; Epel et al., 1992). Der Transport ist mit Uberschiissigem Auxin
saturierbar und bendtigt einen pH-Gradienten und ein Membranpotential Uber die
Plasmamembran, das aufrechterhalten wird durch H-ATPase-Aktivitét (Benning, 1986). Dies
sind klare Hinweise auf einen aktiven, Transporter vermittelten Mechanismus.

Die molekularen Grundlagen des polaren Auxintransports sind bis dato lediglich ansatzweise
charakterisiert. Ein brauchbares Konzept zur Beschreibung des Transports auf zellularer
Ebene stellt noch immer die ,,chemiosmotische Hypothese® dar (Goldsmith, 1977, Rubery
und Sheldrake, 1974).

In Zellwanden mit eéinem pH-Wert von 5,5 ist ca 15% des IAA (pKs: 4,75) protoniert
(IAAH), so dal3 es leicht Uber die Plasmamembran ins Cytoplasma (pH 7,0) diffundieren
kann. Dort liegt es zu ca. 99% als IAA™ Anion vor, das nicht durch Diffusion die Zelle
verlassen kann und somit aus dem Diffusionsgleichgewicht entzogen ist und daher mehr

IAAH von AuRen nachstromt. Uberdies gibt es eine Transporter vermittelte Aufnahme durch

Auxininflux-Carrier Proteine. Der

Export erfolgt passiv durch den IAA"

Zellwand- l.uf1||$x|.~..-r- 1 {apikal

elektrochemischen Gradienten (Uber .51
1AAH =
die Plasmamembran hinweg und ist EH
- o N i pH 7.0 3
sowohl  spezifisch inhibierbar as FNE l z
auch saturierbar. Deswegen wurde © IATHH %
. . .. Cytoplasma z
dafir ein  basal  lokalisiertes & ¥
1_ palarer Auximtransport - i
plasmamembranstandiges  Molekll, Azl ailer (453 A J
. . . @  Awxininfluxcarrier u hasal
der Efflux-Carrier, postuliert. Die K iockade durch raTIS IAAHSIAA H
= Dissorintionsgleschegewichi | I ‘F l
Auxintransportrichtung sollte durch "
Anreicherung des Efflux-Carriers am Abb. B: Schematische Darstellung der chemiosmotischen
. . Hypothese des polaren Auxintransports. PATIS: polare
basalen Zellende bestimmt sein (s. Auxintransportinhibitoren, zur Erlauterung siehe 1.1.4 und
Abb. B). 115
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1.2.4 Physologische Bedeutung des polaren Auxintransports

Die meisten Erkenntnisse Uber die Wirkungsweise des polaren Auxintransportssytems wurden
durch Studien mit spezifischen Hemmstoffen (PATIS) erzielt. Inhibitoren des Efflux-Carriers
sind synthetische Substanzen, Phytotropine genannt, wie z.B. 1-Naphthylphthalamidsaure
(NPA), 1-Pyrenoylbenzoesiure (PBA) und 2,3,5-Trijodbenzoesiure (TIBA) (zur Ubersicht:
Rubery et al., 1990). Als natlrliche, endogene Regulatoren des polaren Auxintransports
(PAT) werden Flavonoide angesehen (Jakobs und Rubery, 1988; Brown et al., 2001). Der
Influx-Carrier wird spezifisch inhibiert durch 1-Naphthoxylsdure (1-NOA) und 3-chloro-4-
hydroxyphenylsaure (CHPAA) (Imhoff et al., 2000). In letzter Zeit haben auch Mutanten bei

der Untersuchung des PAT eine hthere Bedeutung gewonnen.

Embryonal entwicklung

Polar transportiertes Auxin wird als ein Mechanismus fir die Etablierung der Polaritét in
Pflanzenzellen angesehen. Es wird angenommen, dald der kontinuierliche, gerichtete Strom
von Auxin durch sich entwickelnde Zellen die polare Differenzierung derselben steuert
(Sachs, 1991). Mittels radioaktiv markiertem Auxin wurde polarer Auxintransport bereits in
Embryonen von mono- und dikotyledonen Pflanzen nachgewiesen (Greenwood und
Goldsmith, 1970; Frey und Wangermann, 1976). Applikation von Phytotropinen zu
somatischen Embryonen aus einer Karotten-Kallus-Kultur verhinderte den Ubergang vom
globuldren zum herzférmigen Stadium und fihrte zu globuldren Riesenembryos (Schiavone,
1987). In Embryonen von Brassica juncea (Senf) storte NPA die Anlage von zwel getrennten
Keimblattprimordien und fihrte zu einem einzigen radialsymmetrischen, schisselférmigen
Keimblatt (Liu et al., 1993). Die Anayse der gnom-Mutante aus A. thaliana ergab Hinweise
auf die Bedeutung des intrazelluldren Vesikeltransports beim PAT. GNOM ist ein Protein mit
Guanin-Nukleotid-Austausch-Aktivitét fir ARF-GTPasen. Diese Proteine spielen eine Rolle
im Vesikeltransport zwischen dem Golgi-Apparat und der Plasmamembran (Steinmann et al.,
1999). Gnom-Embryonen zeigen eine gestorte apikal-basal Polaritédt mit fusionierten oder
falsch positionierten Kotyledonen. Diese Veranderungen wurden ebenfalls bel  einer
Embryonenkultur beobachtet, die in Anwesenheit von Auxintransportinhibitoren kultiviert
wurde (Berleth und Jirgens, 1993).
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Entwicklung des vaskul&ren Gewebes und der Blatter

Die Inhibierung des PAT durch NPA bewirkte eine verstérkte Bildung von vaskuldrem
Gewebe. Das vaskulare Gewebe in Organprimordien entwickelt sich aus provaskuldren Zellen
und wéchst polar als kontinuierlicher Strang, bis es Verbindung zum Sprof3eitgewebe
hergestellt hat. Verwundungsexperimente haben gezeigt, dal3 in bereits fertig differenzierten
Organen unterbrochenes vaskuléres Gewebe durch sich neu entwickelnde Strange ersetzt
werden kann, was auf eine Selbstorganisation hindeutet (zur Ubersicht Lyndon, 1990). Die
molekularen Mechanismen sind nicht bekannt, jedoch scheint Auxin in diesem Prozel3 eine
wichtige Rolle zu spielen. Pflanzen mit erhohtem Auxingehalt sind stérker vaskularisiert; und
die Applikation von Auxin auf entwickelte Organe fuhrt, von Parenchymzellen ausgehend,
zur Bildung von neuem vaskulérem Gewebe (Jacobs, 1952; Klee et al., 1987). Die Induktion
von vaskuldren Strangen durch exogenes Auxin erfolgt vom Applikationsort ausgehend nur
basal und nicht apikal, was darauf hindeutet, dal3 der polare Auxintransport in die Vermittlung
dieser Auxin-abhangigen Wachstumsantwort eingebunden ist (Sachs 1981/1991). Bei der
Entwicklung des vaskuldren Gewebes scheint Auxin auch auf die Transkription von Genen zu
wirken. Die monopteros (mp) Mutante aus A. thaliana weist in ihrer Embryonal entwicklung,
genauso wie gnom, Stérungen in der Ausbildung der apikal-basal-Polaritdt auf (Berleth und
Jurgens, 1993). Adulte Pflanzen haben unterbrochene vaskuldre Strange und einen stark
reduzierten polaren Auxintransport (Przemeck et al., 1996). Das MP-Gen kodiert einen
Transkriptionsfaktor der ARF-Familie (auxin response factor) und ist in sich entwickelndem
vaskuldrem Gewebe exprimiert (Hardtke et al., 1998). Es wurde spekuliert, dal3 MP die
Expression von Komponenten des Auxintransportsystems reguliert (Steinmann et al., 1999);
anderseits konnte der reduzierte polare Auxintransport aber auch das Resultat eines stark
gestdrten vaskul&ren Gewebes sein, ohne dal MP direkt daran beteiligt ist.

Mehrere Versuche haben gezeigt, dal3 die Entwicklung von Bléttern in mindestens zwel
Aspekten durch den PAT stark beeinflufd wird: Das Wachstum und die Verzweigung des
vaskularen Gewebes (i) ist sensitiv gegeniber NPA (Mattson et al., 1999) und das
differentielle Zellstreckungswachstum (ii) an Blattoberseite und —unterseite kann durch NPA

verandert werden (Hayes und Lippincott; 1976, Hayes, 1981).

Wur zel entwicklung

An der Seitenwurzelentwicklung ist basipetal, vom Sprof3 in die Wurzel transportiertes Auxin
beteiligt. Tomatenkeimlinge, angezogen auf Medium mit NPA oder TIBA, entwickeln keine
Seitenwurzeln (Muday und Hayworth, 1994). Es wurde aulRerdem gezeigt, dal3 durch
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Applikaktion von NPA an den SproRR-Wurzel-Ubergang von A. thaliana-Keimlingen die
Entwicklung von Seitenwurzeln aus Zellen des Perizykel unterbunden wurde (Reed et al.,
1998). Der polare Auxintransport ist zudem von grof3er Bedeutung fir das gravitrope
Wurzelwachstum. Schon niedrige Konzentrationen von Transportinhibitoren kénnen die
Neuorientierung von Wurzeln nach gravitropen Stimuli verhindern. In A. thaliana wurde
festgestellt, da® NPA sowohl den acropetalen Transport zur Wurzelspitze, als auch den
basipetalen von der Wurzelspitze weg zur Wurzelbasis reduziert (Rashotte et al., 2000).
Gemdld der Cholodny-Went-Hypothese werden Tropismen durch asymmetrische
Auxinverteilungen bewirkt. Diese wiederum werden durch differentiellen Auxintransport
erzeugt. Bel gravistimulierten Wurzeln akkumuliert in Zellen an der erdzugewandten
Wurzelseite mehr Auxin as in gegenuberliegenden Zellen, wodurch die Zellstreckung
reduziert wird. Bei gleichzeitigem Wachstum der Zellen an der anderen Seite kommt es zu
einer Krimmung der Wurzel spitze in Richtung des Schwerkraftvektors (zur Ubersicht Firn et
al., 2000). Hinweise auf die Richtigkeit der Hypothese wurden in letzter Zeit erbracht: Das b-
Glucuronidase-Gen, exprimiert unter der Kontrolle des Auxin-induzierbaren DR5-
Promotorelements in A. thaliana, fuhrte in gravistimulierten Wurzeln zu einem verstérkten
Signal an der Gewebeunterseite, was durch Zugabe des Auxintransportinhibitors NPA
unterdrtickt wurde (Rashotte et al., 2001; Ottenschlé&ger, 2002).

1.2.5 Der Auxinefflux-Carrier und seine Regulation

Der Auxinefflux-Carrier besteht aus mehreren Proteinen, und seine Aktivitét ist durch Kinase-
und Phosphatase-Aktivitét, Protein-turnover, Vesikeltransport und das Cytoskelett reguliert
(zur Ubersicht Muday und DelL.ong, 2001). Bei seiner Untersuchung waren die Inhibitoren des
polaren Auxintransports (PATIS) sehr hilfreich. In Transportstudien mit radioaktiv
markiertem IAA auf Tabak-Zellkulturen und in Membranvesikeln von Zucchini und Mais
fUhrte die Zugabe von PATIS wie z.B. NPA oder TIBA, durch Inhibierung des Auxinefflux,
zu einer erhohten Akkumulation von IAA (Delbarre et al., 1996; Hertel et al., 1983; Heyn et
al., 1987). In SprofRachsen inhibierten PATIS den basipetalen Auxintransport (Okada et al.,
1991).

Die molekularen Wirkungsweisen dieser Substanzen sind noch weitestgehend unverstanden.
Es ist unklar, ob sie auf den postulierten Auxinefflux-Carrier direkt, oder tber andere,
periphere Membranproteine, oder mit dem Cytoskelett assoziierten Proteinen, wirken, da in

verschiedenen subzelluléren Fraktionen NPA-Bindungsaktivtéten nachgewiesen worden sind:
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Uber Bindung von tritiiertem NPA an Plasmamembran-Proteinfraktionen und anschlieRender
schrittweiser Solubilisierung der NPA-Bindungsaktivitét wurde gefolgert, dal3 das NPA-
bindende Protein (NBP) ein integrales Membranprotein ist. Einzelne Proteine konnten
alerdings nicht isoliert werden (Bernasconi et al., 1996). Neuerdings konnten Uber NPA-
Affinitatschromatographie die ABC-Transporter &hnliche integralen Membranproteine
AtMDR1 und AtPGPL1 isoliert werden (Noh et al., 2001). In Untersuchungen an inside-out-
Membranvesikeln wurde das NBP as ein an der Cytoplasmaseite lokalisiertes, peripheres
Membranprotein beschrieben (Hertel et al., 1983; Dixon et al., 1986). Weiterhin wurde das
NBP als Actin-Cytoskelett assoziiertes Protein beschrieben. (Cox und Muday, 1994; Butler et
al.,, 1998). Eine Behandlung von Korn- und Zucchini-Hypokotylen mit Cytochalasin D,
welches das Actin-Cytoskelett destabilisiert, filhrte zu einer Reduktion des PAT (Cande et al.,
1973; Buitler et al., 1998). Die verschiedenen Untersuchungen zeigen, dal3 es mehrere PATIS-
bindende Proteine gibt, die an der Regulation des Auxinefflux betelligt sind. In
Plasmamembranvesikeln von Zucchini wurden z.B. zwei PATIS-Bindungsstellen mit
verschiedenen Affinitdten fir NPA und PBA identifiziert (Michake et al., 1992). Flr einen
komplexen, aus mindestens zwei Proteinen aufgebauten Auxinefflux-Carrier - ndmlich einer
katalytischen -, und einer NPA-bindenden regulatorischen Untereinheit- sprechen auch
Beobachtungen in Chara Vulgaris (Grunalge): Dort wurde ein saturierbarer Auxinefflux
gemessen, der nicht durch NPA inhibiert wurde; Uberdies konnte keine NPA-
Bindungsaktivitét nachgewiesen werden (Dibb-Fuller und Morris, 1992). Der Auxinefflux
scheint zudem Uber die Proteindichte der Auxinefflux-Carrier-Komponenten an der
Plasmamembran und nicht durch Proteindegradation reguliert zu sein: Die Behandlung von
Zucchini-Hypokotylsegmenten und Tabak-Zellkulturen mit Brefeldin A (BFA), enem
Inhibitor der durch den Golgi-Apparat vermittelten Veskelsekretion, blockierten den
Auxinefflux. Die Hemmung der Proteinbiosynthese durch Cycloheximid verdnderte den
Auxintransport nicht Gber einen Zeitraum von 80 min (Robinson et al., 1999; Delbarre et al.,
1998). Diese Ergebnisse zeigen, dal? die essentiellen Komponenten des Auxinefflux-Carriers
eine hohe Stabilitét besitzen. Es liegen klare Hinweise fur eine Regulation des Auxinefflux
durch Proteinphosporylierung vor: Die Inhibierung des Auxinefflux in Tabak-Zellkulturen
durch Kinaseinhibitoren wie z.B. Staurosporin zeigt, da3 der Auxinefflux durch
Phosphorylierung positiv reguliert wird (Delbarre et al., 1998). Tyrosinkinase-Inhibitoren
fUhrten zu einer verminderten Inhibierbarkeit durch NPA, was zeigt, da3 die Aktivitét
regulatorischer Proteine des Auxinefflux-Carriers durch Phosphorylierung moduliert wird
(Bernasconi et al., 1996).

10
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1.2.6 Molekulare Komponenten des polaren Auxintransportsystems

Regulatorische Proteine

Biochemische Ansdtze zur Identifizierung von Proteinen, die am polaren Auxintransport
beteiligt sind, waren aufgrund technischer Schwierigkeiten nur partiell erfolgreich. Dabei
wurde versucht, mittels radioaktiv markierter Auxine und Auxintransportinhibitoren bzw.
deren radioaktiv markierte Azido-Verbindungen, Proteine spezifisch zu markieren (zur
Ubersicht Palme 1993; Libbenga und Mennes, 1995). Die anschlieende Proteinaufreinigung
erwies sich jedoch als sehr problematisch, so dal3 die Sequenz und das dazugehdrige Gen in
den meisten Fallen nicht ermittelt werden konnte.

Grolsere Fortschritte bel der Aufklarung des polaren Auxintransports gelangen durch die
Anaysevon A. thaliana-Mutanten und den dazugehdrigen Genen.

Einige Mutanten wurden aufgrund ihrer  verringerten  Sensitivitét  gegenUber
Auxintransportinhibitoren isoliert. tirl (transport inhibitor response) z.B. ist weniger sensitiv
gegenuber NPA und Auxin und kodiert fir ein F-Box Protein (Ruegger et al., 1997/1998).
Homologe Proteine aus Hefe sind im Ubiquitin-vermittelten Proteinabbau involviert. Dies
deutet darauf hin, dal3 die Regulation des polaren Auxintransports auch Uber
Proteindegradation erfolgen kann. Die tir3-Mutante zeigt eine reduzierte Apikaldominanz,
verkiirzte Wurzeln und Triebe und bildet aulRerdem weniger Seitenwurzeln. Uberdies zeigt sie
einen stark reduzierten polaren Auxintransport und besitzt weniger NPA-Bindungsstellen
(Ruegger et al., 1997). TIR3 kodiert ein 560 kDa grof3es Protein, auch wegen seiner Grofe
BIG genannt. Das BIG-Gen weist Sequenzéahnlichkeiten zu Calossin/Pushover Genen aus D.
melanogester und C. elegans auf. Diese Gene sind maoglicherweise wichtig fur den
Vesikeltransport (Gil et al., 2001).

Die Wurzel der rcnl-Mutante (root curling on NPA) wéchst auf NPA-haltigem Medium nicht
gerade nach unten, sondern zeigt ein ausgepragt wellenformiges Wachstum mit gestGrtem
Gravitropismus und verringertem Wurzellangenwachstum (Garbers et al., 1996). Der
acropetale Auxintransport in Wurzeln ist nicht verandert, aber nahezu insensitiv gegentber
Inhibierung durch NPA. Dagegen ist der basipetale Auxintransport stark erhoht, zeigt aber
eine normale Senditivitét gegentber NPA. Die physiologischen Veranderungen der rcnl-
Mutante konnten durch Behandlung von Keimlingen mit dem Phosphataseinhibitor
Cantharidin phanokopiert werden (Rashotte et al., 2001; Garbers et al., 1996). Das RCN1-Gen
kodiert eine Proteinphosphatase 2A-Untereinheit. Dies verdeutlicht, neben den oben

11



Einleitung

erwdhnten Daten, dal3 die verschiedenen Richtungen des polaren Auxintransports auf

unterschiedliche Weise durch Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung reguliert werden .

Direkt am polaren Auxintransport beteiligte Proteine
Seit wenigen Jahren sind Proteine bekannt, deren Eigenschaften und M utanten-Phanotypen

eine direkte Beteiligung am PAT anzeigen. Besonders zu erwdhnen sind AUX1, PIN-Proteine
und PINOID:

AUX1

Das AUX1-Gen kodiert ein Membranprotein mit Homologie zu pflanzlichen
Aminosaurepermeasen. Von diesem Protein wird angenommen, dal3 es eine entscheidende
Rolle bel der zelluldren Aufnahme von Auxin besitzt (Bennett et al., 1996). Aux1-Mutanten in
A. thaliana zeigen ein gravitrop gestortes Wurzelwachstum. Der Phénotyp von auxl-
Mutanten kann durch Behandlung von Wildtyp-Pflanzen mit spezifisch den Auxininflux
inhibierenden Substanzen 1-NOA und CHPAA phanokopiert werden (Parry et al., 2001). Ein
weiterer Hinweis auf einen verringerten Auxin-Import ist, dal3 das membranpermeable Auxin
1-NAA, aber nicht die weniger hydrophoben Auxine IAA und 2,4-D, deren Aufnahme in die
Zelle hauptsachlich Gber Carrier vermittelten Transport erfolgt, die Defekte in aux1-Mutanten
kompensieren kann (Marchant et al., 1999).

Mehrere Untersuchungen legen nahe, dal3 der Ausfal der AUX1-Proteinfunktion zu einem
reduzierten acropetalen Auxintransport (von der Basis zur Spitze) in Wurzeln fuhrt: Mittels
tritiierten Auxinen wurde gezeigt, dal3 in Wurzelspitzen von aux1-Mutanten weniger 2,4-D,
aber genauso vied 1-NAA akkumuliert wie in Wildtyp-Pflanzen. Zudem wurde in
guantitativen massenspektroskopischen Untersuchungen weniger Auxin in Wurzelspitzen von
auxl-Mutanten detektiert (Marchant et al., 1999; Swarup et al., 2001) und eine reduzierte
Anzahl von Seitenwurzeln, deren Wachstum u.a. durch acropetal transportiertes Auxin
induziert wird, festgestellt (Marchant et al., 2002; Reed et al., 1998). In Ubereinstimmung mit
der moglichen Funktion von AUX1 as Auxininflux-Carrier ist das Protein in Zellen des
Zentralzylinders der Wurzel am basaen (oberen) Ende lokalisert, was mit der

Auxintransportrichtung in diesem Gewebe korreliert (Swarup et al., 2001).
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PIN-Proteine

PIN-Proteine werden als katalytische Untereinheiten des Auxinefflux-Carrier diskutiert
(Palme und Géalweiler, 1999). Sie sind membranstandige Proteine mit zwei N- und C-
terminalen hydrophoben Bereichen, mit jewells 5-6 putativen Transmembrandomanen (s.
Abb. C) und weisen eine dhnliche Topologie wie pro- und eukaryotische Transportproteine
der MFS-Gruppe (major facilitator superfamily) auf. MFS-Proteine sind beteiligt am
Transport von lonen und kleinen organischen Molekiilen (zur Ubersicht Pao et al., 1998). Die
PIN-Proteinfamilie in A. thaliana umfald 8 Mitglieder mit Uber 60% identischen
Aminosauresequenzen. Aus den monokotyledonen Pflanzen Zea mays (Mais) und Oryza
sativa (Rels) sind ebenfalls PIN-Gene bekannt: In Mais wurden bisher 3 PIN-Gene
identifiziert, deren Proteine im Vergleich zu den Homologen in A. thaliana mit tber 60%
Identitét sehr hoch konserviert sind (Tietz, 1997). 4 PIN-Gene aus A. thaliana wurden bisher
hinsichtlich ihrer Expressionsprofile und M utanten-Phanotypen charakterisiert.

Das erste bekannte PIN-Gen, AtPIN1, wurde Uber die im polaren Auxintransport defiziente
pinl-Mutante isoliert, die pin-formige (pin (engl.): Nadel), blitenlos endende Infloreszenzen
ausbildet. Die detaillierte Charakterisierung dieser Mutante ergab weitere Hinweise auf die
Beteiligung des AtPIN1-Proteins am PAT: So zeigen pinl-Mutanten Stérungen in der
Entwicklung und Anordnung (Phyllotaxis) von lateralen Organen (Goto et al., 1987; Okada et
al.,, 1991, Bennett et al., 1995). Diese Defekte sind zurtickzufihren auf eine gestorte
Zellentwicklung an der Peripherie des apikalen Sprofdmeristems (Vernoux et al., 2000). Da
die punktuelle Applikation von Auxin auf den Apex von pinl-Mutanten zur Induktion von
Bliten fuhrte, liegt die Vermutung nahe, dal? hier eine Stérung der Auxinhomoostase oder des
Auxintransports vorliegen konnte. (Reinhardt et al., 2000). In AtPIN-Promotor-GUS-
Analysen wurde festgestellt, dal3 AtPIN1 im gesamten vaskularen Gewebe von A. thaliana
exprimiert wird (T. Teichmann, personliche Mitteilung). Mittels spezifischer Antikorper
wurde AtPIN1 im Cambium und Xylem-Parenchymzellen von Infloreszenzen und im
Zentralzylinder von Wurzeln detektiert. Interessanterweise ist AtPIN1 nur am unteren Ende
der Zellen lokalisiert, was mit der Richtung des Auxinstroms in diesen Geweben und einer
maoglichen Funktion von AtPIN1 als katalytische Untereinheit des Auxinefflux-Carrier
korreliert (Ga8lweiler et al., 1998; Friml et al., 2002b) Somit konnte AtPIN1 den in der
»chemieosmotyischen Hypothese® (s. 1.1.3) postulierten Auxintransporter reprasentieren
(Palme und Gaweiler, 1999). In Ubereinstimmung damit ist in SproRachsen von pini-
Mutanten der PAT stark reduziert (Okada et al., 1991; Bennett et al., 1995). Zudem kdnnen
durch Wachstum von Wildtyp-Pflanzen auf NPA-haltigem Medium einige morphologische
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Defekte der pinl-Mutante wie z.B. die verstérkte Vaskulariserung des Gewebes und die
nadelformige Infloreszenzspitze erzeugt werden (Gélweiler et al., 1998). Brefeldin A (BFA)
ein Inhibitor des PAT, der auf die intrazelluldare Vesikelsekretion wirkt, fihrt zu einem
Heraud 6sen von AtPIN1 aus der Plasmamembran und zu Aggregation in noch nicht naher
charakterisierten Kompartimenten, evtl. Endosomen . Dieser Prozefd ist reversibel und
unabhangig von der de novo Proteinsynthese und deutet auf Zyklieren von AtPIN1 zwischen
»Endosomen® und der Plasmamembran hin. (Geldner et al., 2001). Diese Eigenschaften von
AtPIN1 stimmen Uberein mit einem stabilen und einem hohen turn over unterliegenden
Auxinefflux-Carrier (s. 1.1.5).

.
*
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Abb. C: Modellhafte Darstellung der AtPIN1-Topologie (aus Galweiler et al., 1998).

Ein anderes Mitglied der AtPIN-Familie, AtPIN2 (alelisch zu AGRLVEIRL/WAVG), it in
den auRReren Zellschichten der Wurzel exprimiert und weist eine basale intrazellulére
Lokaliserung auf (Muller et al., 1998). Atpin2-Mutanten zeigen neben einem agravitropen
Wurzelwachstum, in der Wurzel einen stark reduzierten basipetalen Auxintransport (von der
Wurzelspitze zur Basis) (Chen et al., 1998; Luschnig et al., 1998; Muller et al., 1998;
Rashotte et al., 2000). Sowohl diese Beobachtungen als auch die Transportertopologie und die
basale zelluldre Lokalisierung in der Richtung des Auxinstroms deuten auf AtPIN2 as eine
Porenkomponente des Auxinefflux-Carrier hin. Untersuchungen in Hefe stitzen diese
Vermutung: Wird AtPIN2 in Hefe exprimiert, so sind die Zellen resistent gegeniber
normalerweise toxischem 5-Fluoro-Indol, was durch den Transport der Substanz aus den
Zellen heraus erklart werden kann (Luschnig et al., 1998). AufRerdem wurde in
Transportuntersuchungen festgestellt, dal3 AtPIN2 exprimierende Hefe-Zellen schneller
radioaktiv markiertes Auxin verlieren als die entsprechenden Kontrollen (Chen et al., 1998).
Es liegen allerdings auch Beobachtungen vor, die gegen eine Transporterfunktion von AtPIN2

sprechen. In A. thaliana-Doppelmutanten der AtPIN2-Mutantenallele eir1l-1 und agrl mit
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rcnl, defekt in einer Phosphatase 2A Untereinheit, wurde der basipetale Auxintransport in
Wurzeln gemessen: rcnl zeigt einen erhohten, und eirl-1/agrl einen reduzierten Transport
(Rashotte et al., 2000, 2001). Der basipetale Auxintransport in den Doppelmutanten eirl-
l/agrl x renl ist nicht reduziert, sondern genauso stark erhéht wie in der rcnl-Mutante
(Rashotte et al., 2001). Wére AtPIN2 die katalytische Komponente des Auxinefflux-Carrier,
so mufte sein Funktionsausfall limitierend sein, d.h. in Doppelmutanten wirde der
Auxintransport auf das Niveau von eirl-1 bzw. agrl reduziert sein. Da allerdings die
Mutation in RCN1 dominant gegenuber der Mutation in AtPIN2 ist, erscheint eine
regulatorische Funktion von AtPIN2 im basipetalen Auxintransport als wahrscheinlich.

Arabidopsis Mutanten in AtPIN3- und AtPIN4-Genen zeigen ebenfals mit Defekten im
Auxintransport bzw. der Auxinhomdostase verbundene, phanotypische Veranderungen.
Hypokotyle und Wurzeln von  Atpin3-Mutanten welsen leichte  gravitrope
Wachstumsstorungen auf (Friml et al., 2002a). Das
Gravitrope Wurzelwachstum wird ua in  den

Columella-Zellen der Wurzelspitze gesteuert  (zur . 43
2 AfPINL

Ubersicht Firn et al., 2000). In Columella-Zellen von y
gravistimulierten Wurzeln ist AtPIN3 lateral lokalisiert, undj
was auf seine Beteiligung am lateralen Auxintransport AlPIN4

in Wurzelspitzen hindeutet (Friml et al., 2002a).
Quantitative massenspektroskopische Analysen belegen, AtPIN2 AT )

dal3 in Wurzelspitzen von Atpind-Mutanten mehr 1AA v Vo
akkumuliert, und bei Zugabe von exogenem Auxin die AtPI"‘NLLt:' :
Homoostase gestort ist (Friml et al., 2002b). 2PN T4

Zusammen scheinen  AtPIN-Proteine die dre

Richtungen des Auxintransports in Wurzeln zu

RALLE L
-""-1"‘.”7",1
-

regulieren  und legen folgendes Modell nahe

Abb. D: Schematische Darstellung d
Acropetaler Transport: AtPIN1/4; Lateraler Transport: Loka,isierunzmv(;r?c A?Pu%ryz/:? nugndez

AtPIN3/4; Basipetaler Transport: AtPIN2 (s, Abb, D) 1 Wurzelspitzen und der Richtungen
des  Auxintransports in den
(Friml und Palme, 2002). verschieden Zelltypen.
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Die starksten Hinweise auf AtPIN-Proteine als
Komponenten des Auxinefflux-Carrier sind die
phanotypischen Anderungen der Infloreszenz und der
reduzierte PAT in pinl-Mutanten (s. Abb. E). Sie treten
allerdings in @hnlicher Weise auch bel anderen
Mutanten auf und erlauben somit keinen eindeutigen
Rickschlul® auf die konkrete Funktion von AtPIN1 im
PAT. A. thaliana-Mutanten in verschiedenen Genen
haben ebenfalls pinl-typische nackte
Infloreszenzspitzen, zeigen eine verstérkte
Vaskulariserung und einen reduzierten polaren

Auxintransport in  Sprofachsen. Neben der oben

aufgefuhrten monopteros-Mutante  sind noch
ifl/revoluta, pinoid und lopl/trnl, dessen Genprodukt  Apb. E: pinl-Mutante ausA. thaliana
noch nicht identifiziert wurde (Carland und McHale, 1996; Cnops et al., 1996), zu nennen.
Be ifl /revoluta-Mutanten wird in der Infloreszenz wenig bzw. gar kein interfaszikuléres
Fasergewebe gebildet. Die Differenzierung des sekundéren Xylemgewebes in vaskuléren
Stangen ist gestort, wobei die AtPIN1-Transkription unveréndert ist (Zhong et al., 1997,
Zhong und Ye, 1999; Ratcliff et al., 2001; Zhong und Ye, 2001). IFL1 kodiert fir ein
Homeodomain-Leucin-Zipper Protein (HD-ZIP) mit bislang unbekannter Funktion (Zhong
und Ye, 1999). HD-ZIP Proteine gehdren zu einer Familie von Transkriptionsfaktoren die an
verschiedenen pflanzlichen Entwicklungsprozessen, z.B. der Blitenentwicklung, beteiligt sind
(Zhong und Ye, 2001). Es ist nicht klar ob IFL1 direkt die Transkription von Komponenten
des PAT kontrolliert, oder ob es nur an der Differenzierung von interfaszikuldren Fasern
beteiligt ist.

pinoidMutanten pid) zeigen ahnlich starke Defekte in der Blitenentwicklung wie pinl-
Mutanten und auch eine nackte Infloreszenzspitze. (Bennett et al., 1995). PID kodiert fur eine
cytosolische Serin/Threonin-Kinase und wird in den auRersten Zellschichten von
Organprimordien, im vaskuldren Gewebe von Keimlingen, sowie in sich entwickelnden
Blattern und Bluten exprimiert (Christensen et al., 2000; Benjamins et al., 2001). In Xylem-
Parenchymzellen von Keimlingen sind PID und AtPIN1 koexprimiert. Unter
Berticksichtigung der @nlichen Phanotypen und des reduzierten Auxintransports in beiden
Mutanten deutet dies darauf hin, dal3 AtPIN1 und PID gemeinsam an der Steuerung des
polaren Auxintransports beteiligt sein konnten (Benjamins et al., 2001). Dabei scheint PID as
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positiver Regulator des PAT zu wirken. In PID-Uberexprimierenden Pflanzen ist das
Wourzellangenwachstum reduziert, und das Wurzelmeristem kollabiert nach wenigen Tagen.
Wurden die Pflanzen auf Medium mit niedrigen Konzentrationen des Auxintransport-
Inhibitors NPA kultiviert, so wurden beide Defekte partiell kompensiert, was auf einen
erhdhten PAT in diesen Pflanzen hindeutet (Benjamins et al., 2001).

1.3 Zielsetzung

Die Funktion von AtPIN1 ist bislang unbekannt. Hinweise auf seine Funktion wurden bis jetzt
nur durch die Analyse von Atpinl knock out Mutanten erbracht (pinl genannt). Neben
Storungen der Entwicklung des vaskularen Gewebes, des Apikameristems und der
Apikaldominanz zeigen diese Mutanten einen stark reduzierten polaren Auxintransport
(PAT) in der Infloreszenz (Okada et al., 1991; Bennett et al., 1995). AtPIN1 wird daher as
wichtige Komponente des Auxinefflux-Carriers (AEC) diskutiert. Diese Annahme stitzt sich
auf die phanotypischen Veranderungen in pinl-Mutanten, auf die Lokalisierung von AtPIN1
am unteren Ende in Xylem-Parenchymzellen der Infloreszenz (Galweiler et al., 1998) und in
Zellen der Stele der Wurzelspitze (Friml et al., 2002b), Gewebe, in denen PAT stattfindet,
sowie auf Homologie zu MFS-Transportproteinen (multi facilitator superfamily).

Der Phanotyp der pinl-Mutante zeigt an, dal3 AtPIN1 eine wichtige Funktion in der
Entwicklung von Arabidopsis thaliana besitzt. Allerdings ist er pleiotrop und nicht spezifisch
fur pinl, sondern tritt &nlich auch bel anderen Mutanten (inoid, ifl1, monopteros, sehe
Einleitung) auf und 183t somit keine direkte Schluf¥folgerung auf die Funktion von AtPIN1 zu.

Zur Funktionsanalyse von AtPIN1 in A. thaliana sollten transgene Pflanzen erzeugt,
werden, die en AtPIN1-cDNA-Konstrukt verstarkt exprimieren. In  AtPIN1-
Uberexprimierenden Pflanzen sollten phanotypische und auxintransportphysiologische
Veranderungen untersucht werden.

Um Hinweise auf die Bedeutung von AtPIN1 fir die Auxinhomd@ostase zu erhalten, sollte
in  AtPIN1-Uberexprimierenden Pflanzen und pinl-Mutanten die Aktivitdét des
auxinresponsiven Promotorelements DR5 als Promotor-Reportgen-Fusion untersucht

werden.
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Eine mogliche Funktion von AtPIN1 als Auxintransporter sollte in den heterologen
Systemen S cerevisiae und Xenopus Oozyten analysiert werden. Hierzu sollte die AtPIN1

in diesen Systemen exprimiert werden und Auxintransportassays entwickelt werden.

Weiterhin sollten Auxintransportassays in A. thaliana-Suspensionskulturen etabliert
werden, und der EinfluR einer AtPIN1-Uberexpression auf den Auxinefflux bestimmt

werden.

Ahnliche Phanotypen von pinl- und pid-Mutanten deuten einen funktionellen
Zusammenhang zwischen den Proteinen an. Es wird vermutet, dal3 die intrazellul&re
polare Lokaliserung von AtPIN-Proteinen wichtig fir ihre Funktion ist. In PID-
Uberexprimierenden A. thaliana und in pid-Mutanten sollte  deswegen

immuncytochemisch die Lokalisierung von AtPIN1, 2 und 4 untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Enzyme

Die verwendeten Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen:

Kikkoman (Tokyo, Japan), Merck (Darmstadt), New England Biolabs (Schwalbach), Roche
Diagnostics (Mannheim), USB (Cleveland, USA), Yakkult Honsha (Tokyo, Japan).

2.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen dem Reinheitsgrad p.a. und wurden von
folgenden Firmen bezogen:

Aldrich Chemie (Steinheim), Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden), J.T. Baker,
(Griesheim), BDH Biochemicals Ltd. (Poole, Grofdbritannien), Bethesda Research
Laboratories (Neu-lsenburg), Biomol (Hamburg), Bio-Rad Laboratories (Munchen),
Calbiochem (Frankfurt) Difco Laboratories (Detroit, USA); Duchefa (Haarlem, Niederlande),
Fluka (Neu-Ulm) Gibco BRL (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), New England Biolabs
(Schwalbach), Novabiochem (Bad Soden), Pierce Chemical Company (Rockford, USA),
Roche Diagnostics (Mannheim), Rotem Ind. (Beer-Sheva, Isragl), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg), Sgma (Minchen).

2.1.3 Bakterienstamme und Hefe

Escherichia coli

- DH5a: F, F 80dlacZzDM15, D(lacZY A-argF), U169, endA1, recAl, hsdR17,
(n -m¢*), deoR, thi-1, supE44, | -, gyrA96, relAl

- DH10B: F, mrcA, D(mrr.hsdRMSmcrBC), F80dlacZDM15, DlacX74, deoR,
recAl,endAl, araD139, D(ara, leu)7697, galU, galK, 1-, rpsL, nupG.

- IM109: F, traD36, laclD(lacZ), M 15, proA*B*/e14 (McrA), D(lac-proAB), thi-1,
gyrA96 (Nal), endA1, hsdR17, (r-mc"), relAl, supE44, recAl
(Yanish-Perron et al., 1985)

Agrobakterium tumefaciens

-GV3101:  C58C1, Riff, GmR (Koncz und Schell, 1986)

Sacharomyces cerevisae

- W303 Mata, ade2, his3, leu2, ura3, trpl, canl
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214 Vektoren

Fir E.coli

- pBlueskript SK(-)
- pET28a:

- pRT100:

- pQE31

fur Pflanzen
-pGTV-KAN-DR5::GUS
-pS001-VS

-pTA7002

fur Hefe
-pY X112

fur Xenopus Oozyten
-pGEMHE

215 Gerdte

Material und Methoden

AmpR (Stratagen, La Jolla, USA)
Amp? (Novagen, Madison, USA)
Amp® (Topfer et al., 1993)
Amp"/Karf® (Qiagen, Hilden)

Kan/AmpR (Ottenschl ager, 2002)
SulyAmpR (B. Reiss, unveroffentlicht)
Hyg®/AmpR (Aoyama und Chua, 1997)

AmpT/URA3 (Ingenius, Inc.)

AmpR (Liman et al., 1992)

Ultrafiltrationszelle, Ultrafiltrationsmembranen

Spektralphotometer DU-40
System Gold HPLC
Szintillationszahler LS7500
TRIO-Thermoblock
Elektroporator

GT-1212B Digitalisiertablett
Hybridisierungsofen HERAhybrid 6
Durst M301

CLSM, DMIRBE, TCS 4d
Mikroskop, Aristoplan
Mikroskop, DMRB
Microtom, RM2065
Vibtatom, VM3035

CCD Kamera
Phosphorimager Storm 860

SFM 25 Fluoreszenzspektrometer
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Amicon Corporation, Danvers, USA

Beckman Instruments, M iinchen

Biometra, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen

Genius, Cambridge, Grof3britannien
Heraeus, Dusseldorf

Jobo Fototechnic, Ann Arbor, USA

Leica, Wetzlar

Marshall Electronics, Cluver City, USA

Molecular Dynamics Sunnyvale, USA

Kontron AG, Zurich, Schweiz



GeneAmpa PCR System 9600
Fluorimeter LS-2B

ABI PrismO 377

Stratalinker UV Crosslinker 1800

ThermoQuest LCQ Classic

2.1.6 Datenverarbetung
DISKUS

DNASTAR

GPMAW 3.13

ImageQuant 4

Adobe Photoshop 4.01
Origin4.1

Multi-ADAPT Software(modifiziert)

2.1.7 Kulturmedien

2.1.7.1 Bakterienmedien

Material und Methoden

Perkin Elmer, Weiterstadt

Sratgene, La Jolla, USA

ThermoQuest, San Jose, USA

Carl H. Hilgers, Heidelberg
Lasergene, Madison, USA

Lighthouse data, Raleigh, USA
Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA
Adobe Sytems, L.A., USA

SPSS, Chicago, USA

Ishikawa und Evans, 1997

Die angegebenen Mengen wurden in 1 | bidest. H,O gelogt, fur Festmedien wurden 15 g Agar
zugefgt, ale Medien wurden 20 Minuten autoklaviert.

LB: 10g Trypton

59 Hefeextrakt

5g NaCl
pH 7,5

TY-Medium: 16 g Trypton

10 g Hefeextrakt

5g NaCl
pH 7,5

YEB-Medium: 5 g Rinderextrakt
1 g Hefeextrakt

59 Pepton

5g Saccharose
2mM MgSOq4
pH 7,5
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Je nach Resistenzgen in den verwendeten Vektoren wurden nach dem Autoklavieren 100
pg/ml Ampicillin bzw. 50 pg/ml Kanamycin hinzugefugt.

2.1.7.2 Hefe

Die angegebenen Mengen wurden in 1 | bidest. HO gel6st und 15 min autoklaviert.

Y PD-Medium: 10 g Hefeextrakt
20 g Glucose
20 g Pepton
pH 5,8

SD-Medium 6,7 g Hefestickstoffbasis ohne Aminoséuren
20 g Glucose
10 ml 100fache DO-L 6sung
pH 5,8

100fach DO (drop out) AS (pro |): 2g L-Adenin hemisulfat; 2g L-Histidin-HCL monohydrat;
10g L-Leucin; 2 g L-Tryptophan; 2 g L-Uracil; 3 g L-
Isoleucin; 15 g Valin; 2 g L-Argenin; 3 g L-Lysin; 2 g L-
Methionin; 5 g L-Phenylalanin; 2 g L-Threonin; 3 g
Tyrosin.

Zur Selektion von auxotrophen Hefen wurden dem Medium alle Aminosduren bis auf den

entsprechenden Selektionsmarker zugegeben.

2.1.7.3 Pflanzenmedien

Die angegebenen Mengen wurden in 1 | bidest. H,O gel6st.

ARA-Festmedium: 2,159 Murashige und Skoog Basal-salt-mixture (Sgma)
10g Saccharose
99 Agar-Agar
pH 6,0 mit KOH; 20 Minuten autoklavieren

Je nach Resistenz der ausgelegten Samen wurden nach dem Autoklavieren 15 pg/ml

Hygromycin, 10 pg/l Sulfonamid bzw. 50 pg/ml Kanamycin hinzugeflgt. ARA
FlGissigmedium wurde ohne Agar-Agar angesetzt

2.1.7.4 Suspensionskulturmedien

Die angegebenen Mengen wurden in 1 | bidest. H,O gel6st.

Festmedium: 4,3 g Murashige und Skoog Basal-salt-mixture (Sgma)
0,1 g myo-Inositol
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0,59 MES
30g Saccharose
pH 5,7 mit KOH; 20 Minuten autoklavieren

Festmedium wurde mit 3g/l Gelrite (Roth) angesetzt. Nach dem Autoklavieren wurden B-5
Vitamine (Ducheva) hinzugegeben. Je nach Resistenz der ausgelegten Kalli wurden nach dem
Autoklavieren 15 pg/ml Hygromycin oder 10 pg/ml Sulfonamid hinzugegeben.
Zellkulturmedium (ZM) enthdt aulRerdem 1mg/l 2,4-D.

Kallusinduktionsmedium (KIM): 0,5 mg/l 2,4-D, 0,5mg/l 9-iPAR und 2mg/l IAA
Regenerationsmedium (REG): 0,1 mg/l 1-NAA und 1 mg/| BAP

Wurzelinduktionsmedium (WIM):
59 Saccharose

2,29 Gedlrite

5 ml Fe-EDTA Lésung
58ml CaCl Losung
2,2ml KI Lésung

25ml  Makroelemente

1ml Mikroelemente

10 ml B5-Vitamine

1 mg IAA (nach 15 minttigem Autoklavieren)

pH 5,8
Fe-EDTA Losung: 5,56 g FeSOy; 4,46 g NeEDTA
CaCl, Losung: 75 g CaCb
KI Losung: 375mg

M akroelemente; 20 g NHsNOs3; 40 g KNO;3; 7,4 g MgSO4; 34 g KH,PQOy4; 2 g Ca(H2P04)2
Mikroelemente: 6,2 g HsBO3; 16,9 g MnSOy; 8,6 g ZnSOy; 0,25 g NeMOy;

0,025 g CuSOq; 0,025 g CoCb
B5-Vitamine: 0,1 g Nikotinsaure; 0,1 g Pyridoxin-HCI; 1 g Thiamin-HCl;

10 g myo-Inosital; 0,1 g Glycin

2.1.7.5 Antibiotika, Hormone, andere Stamml&sungen und Antikorper

Antibiotika Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in H,0O 100 mg/I
Kanamycin 50 mg/ml in H,O 50 mg/l
Sulfonamid 10 mg/ml in H,O 10 mg/I
Hygromycin B 50 mg/ml in H,O 15 mg/l
Gentamycin 10 mg/ml in H,O 10 mgl/l
Carbenecillin 100 mg/ml in H,0O 100 mg/l
Rifampicin 100 mg/ml in DMSO 100 mg/I
Hormone

IAA 1 mg/ml in Ethanol variabel
1-NAA 1 mg/ml in Ethanol variabel
9P 20 mg/ml in DMSO variabel
NPA 500 mM in DMSO variabel
2,4-D 5 mg/ml in Ethanol variabel
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andere Substanzen
Dexamethason
IPTG

X-Gluc
Ethidiumbromid

Antikorper
polyklonaler anti-AtPIN1 IgG

polyklonaler anti-AtPIN2 1gG
polyklonaler anti-AtPIN4 1gG
monoklonaler anti-Kaninchen
IgG-HRP

monoklonaler anti-Kaninchen
IgG-FITC

monoklonaler anti-Kaninchen
1gG-Alexad88

Optische Filter
FITC
TRITC

2.1.8 Pflanzen

Wildtypen

30 mM in Ethanol
0,1 M in H,O

10 % (w/w) in DMF
5 mg/ml in TE-Puffer

Referenz/V ertreiber

Gaweller et al., 1998
Miller et al., 1998
Friml, 2000

Bio Rad

Sgma

Molecular Probes

Charakteristik

Bandpalifilter
Langpal¥ilter

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Okotyp Columbia
Arabidopsisthaliana (L.) Heynh., Okotyp Enkheim, ttg (Koorneef, 1981)

pinl

Arabidopsisthaliana (L.) Heynh., Okotyp Enkeim, ttg, pinl-1

pinoid

Material und Methoden

variabel

0,2 mM (2 mi/l)
0,1%

variabel

Eingesetzte V erdiinnung
1:2000 /1:500 / 1:200 / 1:50
1:600/ 1:50

1:400

1:1000

1:200

1:400/ 1:200

Wellenléngen
| =530+ 30 nm

[ 3 590 nm

Arabidopsisthaliana (L.) Heynh., Okotyp Landberg erecta, pid-2

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Okotyp Columbia, pid-3

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Qkotyp Columbia, pid::En310
Arabidopsisthaliana (L.) Heynh., Okotyp Columbia, 35S::Pid Linie 10 und 21 (Benjamins et

al., 2001).

DR5: : Reportergen

Arabidopsisthaliana (L.) Heynh., Qkotyp Columbia, DR5:: GUS (Ottenschléger, 2002)
Arabidopsisthaliana (L.) Heynh., Okotyp Columbia, DR5:: GFP (Ottenschléger, 2002)

2.1.9 Suspensionskulturen

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Okotyp Columbia (zur Verfiigung gestellt

von Czaba Koncz)

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Okotyp Enkheim, ttg, pinl-1 (etabliert von T. Eneva)
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2.2 Methoden zur Analyse von Nukleinsduren

2.2.1 DNA-Praparationen

Wenn nicht anders angegeben, wurde in 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefal3en gearbeitet.
Zentrifugiert wurde in einer Tischzentrifuge von Eppendorf (Typ 5417C) bei einer
Hochstgeschwindigkeit von 14000 UPM und RT.

2.2.1.1 Schnellprgparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNA erfolgte in einer modifizierten Form nach
Holmes und Quigley (1981). Von einer Bakterienkultur (LB Medium mit den entsprechenden
Antibiotika) wurden 1,5 ml 1 Min zentrifugiert. Die Bakterien wurden in 200 pl STEL-Puffer
resuspendiert, 45 Sekunden bel 95°C erhitzt, 15 Min zentrifugiert und der weil3e
Niederschlag mit einem Zahnstocher entfernt. Die Nukleinsduren wurden durch Zugabe von
300 pl Isopropanol gefalt und 5 Min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
die Nukleinsduren mit 200 pl 70 % Ethanol gewaschen. Nachdem kurzem Trocknen des
Niederschlags wurde er in 50 pl Wasser gel 6st.

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

2.2.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli tiber Qiagen-Saulen

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

2.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Agrobakterien (,, Alkalische Lyse")

Mit einer einzelnen Bakterienkolonie werden 5 ml LB-Medium angeimpft und bel 37 °C Uber
Nacht geschittelt. Von dieser Kultur werden 4 ml ene Minute zentrifugiert. Das
Bakterienpellet wird in 150ul Puffer 1 resuspendiert und 5 Min bei RT inkubiert. Nach
Zugabe von 300 pl Puffer 2 und funfmindtiger Inkubation auf Eis wird die Losung mit 225 pl
Puffer 3 versetzt und 10 Min auf Eis inkubiert. Anschlief?end wird 15 Min zentrifugiert und
der Uberstand einer Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen. Durch Zugabe von 1ml
Ethanol und 30 mindtiger Inkubation bel -70 °C wird die DNA gefdllt, zweimal mit 70 %
kaltem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30 pl Wasser/RNase A gel6st. Es wird 30 Min
be 37 °C inkubiert. Anschlief?end kann noch, um die Qualitdt der DNA zu erhGhen, eine
Polyethylenglykol-Fallung durchgefthrt werden.

Puffer 1. 50 mM Glucose; 25 mM Tris pH 8; 10 mM EDTA
Puffer 2: 0,2 M NaOH; 1% SDS
Puffer 3: 3M KAcpH 4,8

2.2.1.4 Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzen

2 g tiefgefrorenes Pflanzengewebe werden unter flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
gemorsert. Das Pulver wird in 25 ml 65 °C warmen 2x CTAB-Puffer gegeben, vorsichtig
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gemischt und 40 Min bel gleicher Temperatur inkubiert. Nach dem Abkihlen wird die
Losung mit 1 Volumen Chloroform im Uberkopfschiittler fiir 30 Min extrahiert. Anschlief}end
wird bei 6000 Upm in einer Tischzentrifuge bei 10 °C fiir 30 Min zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgenommen und die DNA daraus mit 1 Volumen 2-Propanol Gber Nacht bei -20 °C
gefdllt. Es wird fur 20 Min bei 5000 Upm und 4 °C in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet in 1 ml Wasser/RNase A bei 42 °C fur 1 Stunde
gelost. Es wird 1/10 Volumen 3M (NH4)Ac pH 4,8 hinzugegeben und 20 Min bel 4°C
gefallt. Anschlief3end wird fir 30 Min bei 20000 Upm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wird
mit 70 % kaltem Ethanol gewaschen und angetrocknet. Es wird in 800m 1M NaCl
resuspendiert und mit 1/20 Volumen 3M NaAc pH 5,2 und 1 Volumen 2-Propanol gefdlt. Es
wird zentrifugiert bei 10000 Upm fir 20 Min und das Pellet zweima mit 70 % kaltem
Ethanol gewaschen. Die DNA wird in 700 ml Wasser resuspendiert. Die Gite der DNA wird
bestimmt Uber Gelelektrophorese.

2x CTAB: 2% CTAB; 100 mM Tris/HCI pH 8,0; 20 mM EDTA pH 8,0; 1,4 M NaCl; 1 % PVPP

2.2.2 Enzymatische Reaktionen mit DNA

2.2.2.1Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen

Der Verdau von DNA erfolgte in den vom Hersteller gelieferten Puffern bei der fur das
jeweilige Enzym entsprechenden Temperatur. Das Volumen der eingesetzten Nukleasen
durfte wegen ihres Glyceringehates 1/10 des Gesamtvolumens nicht Uberschreiten. Bel
Restriktionsanalysen der aus Schnellpraparation gewonnenen DNA wurden 3 ul DNA mit 5U
Restriktionsenzym und 100 pg/ml RNaseA 45 Min inkubiert und anschlief?end
geleektrophoretisch aufgetrennt. Fur Klonierungsansdtze wurden 5 pg DNA mit 4U
Restriktionsenzym 2-3 Stunden bei der fir das Enzym optimalen Temperatur inkubiert.

Der Verdau von 1-2 pg genomischer A.thaliana DNA erfolgte mit 7 U/ugDNA
Restriktionsenzym in 400 pl Volumen bei 37° C Ubernacht.

2.2.2.2 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Durch Behandeln linearisierter DNA mit akalischer Phosphatase (Shrimps Alkaline
Phosphatase, SAP) wurden selektiv die Phosphatgruppen am 5-Ende abgespalten. Bei
Klonierungen wurde somit eine Religation des Vektors verhindert. Zur Dephosphorylierung
der Restriktion wurden 0,2 U SAP/ug DNA zum Ansatz pipettiert und 1 Stunde bei 37 °C
inkubiert.

2.2.2.3 Auffillreaktionen einzelstrangiger DNA-5"-Enden

Mit dieser Methode wurden durch T4-DNA-Polymerase 5'-Uberhange in Gegenwart von
Desoxyribonukleotiden aufgefullt bzw. 3'-Uberhdnge abgebaut. Dazu wurde nach
Beendigung der Restriktion T4-DNA-Polymerase und Enzympuffer, sowie BSA, dNTPs (je
0,25 mM) hinzugegeben und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert.
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2.2.2.4Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen wurden mit T4-DNA-Ligase nach den Angaben des Herstellers durchgeftihrt. Im
Falle kohasiver Enden wurde das zu klonierende Fragment in 2-5fachem Uberschul, im Falle
glatter Enden in mindestens 10fachem Uberschul? zum Vektor eingesetzt. Die Inkubationszeit
betrug bel kohasiven Enden 2 Stunden bel RT, bei glatten Enden 4 Stunden bei RT.

2.2.2.5 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxy-Methode von Sanger et al. (1977).
Durchgefthrt wurden die Sequenzierungen von der ADIS Gruppe des MPI mit dem ABI
Prism 377-Sequenzierautomat nach den Angaben des Herstellers.

2.2.3 Gelelektrophoretische M ethoden

2.2.3.1 Elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Mittels Agarosegelelektrophorese kénnen Nukleinsauren fir analytische und préparative
Zwecke der Grofie nach getrennt wurden. Je nach Grofe der DNA-Fragmente wurden
0,8-2%ige Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in TBE-Puffer aufgekocht und die
Losung in einen Geltrdger mit Kamm als Taschenformer gegossen. Das Gel wurde auf dem
Geltréger in die mit TBE-Puffer gefillte horizontale Gelkammer gelegt und die Proben
eingeflllt, die mit /10 Volumen Probenpuffer versetzt waren. Zur Grofdenbestimmung der
Fragmente wurde ein DNA-Standard, z. B. 1 kB Leiter, aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bel 25-120 V. Nach der Auftrennung konnte die Position der DNA-Fragmente durch
Fluoreszenz des Ethidiumbromid-DNA-Komplexes mittels UV-Licht { = 254 nm) sichtbar
gemacht wurden.

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

2.2.3.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten erfolgt mit Hilfe von Gel Extraction Kit (Qiagen) nach
den Angaben des Herstellers.

2.2.4 Southern-Blot

2.2.4.1 Trennung und Transfer von genomischer A.thaliana DNA

400 pl des Restriktionsverdaus wurden mit /10 Vol. NaAc-Lésung und 1 ml Ethanol
versetzt. Die geschnittene DNA wird 0,5 h bel —70° C préazipitiert und 0,5 h bei 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in 40 pl Wasser gel6st,
versetzt mit 4 pl Probenpuffer und in einem 1 %igem Agarosegel 24h bei 25V aufgetrennt.
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Transfer und Immobilisierung von aufgetrennter DNA auf Membranen wurde nach einem,
optimierten Protokoll fur abwarts gerichtete, alkalische Southern-Blots durchgefihrt (Koestier
et al., 1993).

Um kleinere und leichter transferierbare DNA-Bruchstiicke zu erhalten wurden die Gele 20
Min in Depurinierungsl6sung inkubiert. Anschlief3end wurde kurz in HO gewaschen und zur
Trennung der DNA-Strange (Denaturierung) einige 15 Min in 0,4 M NaOH inkubiert. Der
Blot wurde wie von Koestier und Mitarbeitern (1993) beschrieben aufgebaut. Die
Ubertragung der DNA auf die Hybond N'-Nylonmembran erfolgte mit 0,4 M NaOH als
Transferlosung und wurde UN durchgefiihrt. Nach Abbau des Blots wurde die
Nylonmembran 2ma 5 Min in 2x SSC gewaschen und neutraisiert. Durch Bestrahlung mit
dem UV-Crosdlinker (Stratagene) wurde die DNA irreversibel auf der Nylonmembran fixiert.

Depurinierungsl dsung: 0,25 M HCI
20x SSC: 3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat pH 7,0
NaAc-Ldsung: 3M NaAc pH 5,2

2.2.4.2 Radioaktive Markierung von DNA

Radioaktive DNA-Sonden wurden mit dem ,rediprime DNA labeling system® @mersham
Pharmacia Biotech) hergestellt. Die DNA (2,5-25 ng) wurde auf ein Volumen von 45 pl
verdinnt, zur Denaturierung 3 Min auf 95°C erhitzt, auf Eis schockgekihlt und zum
Reaktionsansatz gegeben. Ferner wurden 5pl a3?P-dCTP (50 pCi) hinzugefiigt und 30 Min
bei 37 °C inkubiert. Die Trennung markierter DNA von den freien Nukleotiden wurde mit
dem ,,PCR Purification Kit* (Qiagen) nach Angaben des Herstellers vorgenommen und die
DNA in 200 ul TE-Puffer eluiert. Zur Analyse der Sonde wurde die Radioaktivitédt einer 2 pl
Probe mit einem Szintillationszahler gemessen.

2.2.4.3 Nachweis der filtergebundenen DNA

Die folgenden Reaktionsschritte wurden in ener Glasréhre (Typ GL 45, Amersham
International) im Hybridisierungsofen HERAhybrid 6 (Heraeus) vorgenommen. Um
unspezifischen Bindungsstellen der Nylonmembran abzuséttigen, wurde die Membran
mindestens 4 Stunden bei 66 °C in 20 ml Vorhybridisierungldsung inkubiert. Anschlief3end
wurde die LoOsung abgegossen und die denaturierte radioaktive Sonde in
Hybridisierungslésung in einer Konzentration von 2 x 10° cpm/ml zugefiigt. Die
Hybridisierung erfolgte UN bei 65 °C. Danach wurde die Membran zweimal 30 Min mit 2 X
SSC; 0,1 % SDS, 20 Min mit 1 x SSC; 0,1 % SDS und 10 Min mit 0,2 x SSC; 0,1 % SDS bei
66 °C von unspezifisch gebundener DNA-Sonde befreit. Die Detektion der Signale wurde mit
einer Verstarkerschicht (Phosphor Screen GP, SO-230, Kodak) in einer Filmkassette Uber
einen Zeitraum von 1 Tage vorgenommen. Die Auswertung erfolgte mittels Phosphorimager
(Image Quant). Anschlief3end wurde die Membran bis zu 5 Tage bel —70° C gegen Film
exponiert (XAR-5, Kodak).

Vorhybridisierungsldsung (11): 300 ml 20xSSC; 30 g SDS; 200 mg PVPP; 200mg Ficoll 400 und 500 pg/ml f
frisch denaturierte Heringssperma-DNA

Hybridisierungsiosung (11): 150 ml 20xSSC; 10 g SDS; 200 mg PV PP, 200 mg Ficoll 400 und 500 pg/ml
frisch denaturierte Heringssperma-DNA
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2.2.5 Klonierungvon AtPIN1 fur die Expression in Saccharomyces cerevisisae und
Xenopus Oozyten

(& Hefe: Die AtPIN1-cDNA wurde aus pUC120 mit EcoRI/Xhol ausgeschnitten und
isoliert und in den ebenfals EcoRI/Xhol-geschnittenen Vektor pY X112 ligiert. Dort
erfolgt die Expression unter der Kontrolle des Triose-Phosphat |somerase Promotors.
Anschlieffend wurde E. coli transformiert, auf Antibiotikaresistenz selektiert und von
einer UN-Kultur Plasmid-DNA isoliert.

(b) Oozyten: Die AtPIN1-cDNA wurde aus pUC120 mit EcoRI/Xbal ausgeschnitten und
isoliert und in den gleichfalls EcoRI/Xbal-geschnittenen Vektor pGEMHE ligiert.
Anschlieffend wurde E. coli transformiert, auf Antibiotikaresistenz selektiert und von
einer UN-Kultur Plasmid-DNA isoliert. Die AtPIN1-cRNA wurde in vitro mittels T7-
Polmymerase synthetisiert (Qiagen-Kit, nach Angaben des Herstellers ) und in Oozyten
injiziert.

2.2.6 Transformationsmethoden
2.2.6.1 Préparation el ektrokompetenter Escherichia coli Zellen

Mit 5ml einer E. coli DH5a Ubernachtkultur (LB-Medium) wurden 500 ml LB-Medium
inokuliert und bis zu einer ODgoo von 0,45-0,5 bei 37 °C inkubiert. Die Bakteriensuspension
wurde auf 4 °C abgekihlt und 15 Min bei 6000 UPM (GSA-Rotor) und 4 °C zentrifugiert.
Um die Bakterien von Medium und Salzen zu befreien, wurden die Bakterien dreimal
zentrifugiert und wie folgt resuspendiert: 1) 500 ml H,O, 2) 250 ml H;O, 3) 15,5 ml 10 % v/v
Glycerin. Alle Losungen wurden vorher auf 4 °C gekihlt. Schliefdlich wurden die Bakterien in
1 ml 10 % (v/v) Glycerin in Wasser aufgenommen, zu jeweils 30 pl aliquotiert, in flissigem
Stickstoff gefroren und bei -70 °C gelagert.

2.2.6.2 Herstellung elektrokompetenter Agrobakterium tumefaciens Zellen

16 ml einer Agrobakterien Ubernachtkultur wurden in 400 ml Y EB-Medium verdiinnt und fir
3 h bei 27 °C geschiittelt. Es wurde anschlief3end 10 Min bel 4 °C inkubiert und die Bakterien
wie folgt abzentrifugiert und resuspendiert: a) 200 ml 1 mM HEPES pH 7,5; b) 100 ml 1 mM
HEPES ph 7,5; ¢) 10 ml 1mM Hepes pH 7,5 mit 10 % Glycerin; d) 0,8 ml 1 mM Hepes pH
7,5 mit 10 % Glycerin. Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgeftihrt. Anschlief3end wurden die
Bakterien aliquotiert und bei —70 °C gelagert.

2.2.6.3 Herstellung kompetenter Saccharomyces cerevisiae Zellen

1 ml einer Hefe-Ubernachtkultur in Y PD-Medium (Sambrook et al., 1989) wurde in 300 ml
Y PD-Medium verdinnt und bis zu einer ODgpo Von ca. 0,5 bei 30 °C anwachsen gelassen. Die
Kultur wurde auf 600 ml Volumen verdinnt und weitere 4 h bei 30 °C unter schitteln
inkubiert. Die Kultur wurde vierma bei 4000 Upm abzentrifugiert und wie folgt
resuspendiert: 1+2) 500 ml Wasser; 3) 50 ml Wasser; 4) Hefepuffer. Abschlief3end erfolgte
eine 30 min Inkubation bei 30 °C. Die Hefen wurde bei —70 °C gelagert.
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Hefepuffer: 1,5ml LiAc pH 7,5; 1,5 ml TE; 10 ml Wasser
TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0

2.2.6.4 Bakterientransformation

Die elektrokompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit der zu transformierenden DNA
gemischt und anschlief3end in eine vorgekuhlte Elektroporationskivette (Bio-Rad) gegeben.
Der Elektroporator wurde auf eine Kapazitat von 25 yuF und auf einen Widerstand von 200 W
eingestellt. Die Transformation erfolgte mit einem Spannungspuls von 2,5kV mit einer
Halbwertszeit von 4-4,7 ms. Danach wurden die Zellen in 500 pl LB-Medium resuspendiert
und 45 Min bel 37 °C inkubiert. Die Selektion erfolgte durch Ausstreichen von Aliquots auf
Festmedium mit entsprechenden Antibiotika.

2.2.6.5 Hefetransformation

15 g denaturiertes Heringssperma-DNA und 5 pug Plasmid-DNA wurden in 130 pl 10 Fach
TE, 130 ul 1 M LiAc und 1 ml 50 %iges PEG 3350 vorgelegt und 200 pl kompetente Hefen
zugegeben. Nach 30 min bei 30 °C erfolgte Inkubation bel 42 °C fur 15 min. Die Hefen
wurden bel 6000 Upm fir 5 min zentrifugiert, das Pellet in 200 pl TE resuspendiert und auf
Selektionsmedium ausgestrichen und bei 30 °C inkubiert.

2.2.7 Pflanzentransformation

2.2.7.1 Anzucht von A. thaliana

Es wurden fur jedes Konstrukt ca. 50 Pflanzen verwendet die unter Kurztagbedingungen (8 h
Photoperiode) einen Monat kultiviert wurden (5 Pflanzen pro Topf f 10 cm). Dann wurden
se auf Langtagbedingungen (16 h Photoperiode) gesetzt. Zur Induktion der
Seitensprof3bildung wurde der Haupttrieb abgeschnitten. Die Transformation erfolgte sobald
die ersten Schoten gebildet waren.

2.2.7.2 Transformation mittels Agrobakterien

5 ml YEB-Medium mit entsprechenden Antibiotika wird mit einer Agrobakterienkolonie
angeimpft und Gber Nacht bel 28 °C geschiittelt. Diese Kultur wird mit 250 ml Y EB-Medium,
verdinnt und bel 27 °C bis zu einer ODgop von ca. 1,0 geschiittelt. Es wird mit Leitungswasser
auf 500ml aufgeflllt und 2,5 g Saccharose und das Detergenz Silvett L-77 (0,5 mi/l)
hinzugegeben. Diese Bakteriensuspension wird in ein ausreichend breites Becherglas geflillt
und die ganzen Pflanzen , kopfuber” 2 min unter leichtem Rihren inkubiert. Danach werden
Plastiktiten geeigneter Grofle mit abgeschnittenen Ecken Uber die Topfe gezogen. Nach 2-4
Tagen werden die Titen entfernt und die Pflanzen im Gewéachshaus bis zur Samenreife
bel assen.
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2.3 Methoden zur Proteinanalyse

2.3.1 Praparation von Proteinen ausA. thaliana

Das Pflanzenmaterial wurde unter flissigem Stickstoff gemdrsert, in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal? uberfihrt und in 1 ml Puffer A suspendiert. Nach 15minitiger Zentrifugation
bei 13000 UPM (4 °C) wurde der Uberstand albbgenommen und die Mikrosomen bei 100000g
sedimentiert (1h, 4 °C). Der Uberstand wurde als l6sliche Fraktion bezeichnet und vor der
Elektrophorese in der Regel einer TCA-Fallung unterzogen. Die mikrosomalen Proteine
wurden in Puffer B mit Hilfe eines Glasstabes extrahiert und bei —20 °C gelagert.

Puffer A: 100 mM Trisg/Citronenséure, pH 8,0; 250 mM Saccharose, 1 mM EDTA; 0,1 mM MgCly; 3,5
mg/l Trasylol, 100 pg/l Leupeptin
Puffer B: 50 mM Nap,HPO4/NaH,PO,4 pH 7,8; 0,5 M NaCl; 2 M Harnstoff

2.3.2 Préparation von Proteinen ausS. cerevisisae

50 ml einer Hefekultur wurden bis zu einer ODggp von 1,0 bei 30 °C wachsen gelassen, bei
3000 g fur 10 min bei 4 °C pelletiert und in 900 ul EB-Puffer resuspendiert.Es wurden 20 pl
PMSF (12 mM) und 200 pl Glasperlen Sgma) hinzugegeben und die Zellen durch 10 min
vortexen mit Kdhlintervallen aufgeschlossen. Der Zellbruch wurde in einem 10 mindtigem
Zentrifugationsschritt bei 4 °C abgetrennt. Die mikrosomalen Proteine wurde durch
anschlief3ende Zentrifugation bel 100000 g fur 1 h bei 4 °C erhalten. Das Pellet wurde in 50 pl
EB mit 20 % Glycerol gelost.

EB: 10 mM TrispH 7,5; 0,1 mM DTT; 1 mM EDTA pH 8,0

2.3.3 Préparation von Proteinen aus Xenopus Oozyten

15-20 Oozyten wurden mit einer Pistille in 1 ml HB-Puffer auf Eis homgenisiert. Bruchstiicke
wurden durch zweimaliges zentrifugieren bel 2500 g fir 10 min bel 4 °C entfernt. Die
mikrosomalen Proteine wurden durch Zentrifugation bei 100000 g fur 1 h bei 4 °C erhalten.
Das Pellet wurde in 50 pl HB-Puffer resuspendiert.

HB: 20 mMTris pH 7,4, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 100 mM NaCl und Complete-
Proteaseinhibitor (Boehringer)

2.34 Methoden zur Konzentrationsbestimmung

2.3.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mit Bichinonsdure (Smith et al., 1985)

Fir Proteinbestimmungen nach der Bichinonsdure-Methode wurde das BCA Protein Assay
Reagent (Pierce) nach Angaben des Herstellers verwendet.
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2.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde unter denaturierenden
Bedingungen (0,1% (w/v) SDS) in Gegenwat von 0,8% (v/v) Mercaptoethanol
durchgefiihrt. Das verwendete diskontinuierliche Gelsystem nach Laemmli (1970) bestand
aus einem Sammelgel (pH 6,8) mit ener Acrylamidkonzentration von 4 % (v/v) und einem
Trenngel (pH 8,8) mit 12 % (v/v) Acrylamid. Zur Herstellung des Trenngels wurden dle
Komponenten vor der Zugabe von TEMED und APS gemischt und entgast. Die Losung
wurde zwischen zwel abgedichtete Glasplatten gegossen und vorsichtig mit Wasser
Uberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Trenngel mit der Sammelgell6sung
Uberschichtet, in die sofort ein Kamm zur Ausbildung der Probentaschen gesteckt wurde. Die
Proteinlosung, die 30 bis 100 ug Protein enthielt, wurde mit ¥ Volumen 5x Probenpuffer
versetzt und 20 Min auf 42 °C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte bei RT in einer vertikalen
Elektrophoreseapparatur mit einer Stromstérke von zundchst 10 mA. Nachdem die Lauffront,
markiert durch Bromphenolblau, das Trenngel erreicht hatte, wurde die Stromstérke auf 20
mA erhoht.

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

Trenngel: 0,375 M TriggHCI pH 8,8; 12 % (v/v) Acrylamid; 0,23 % (v/v) N,N'-
Methylenbisacrylamid; 5% (v/v) Glycerin; 5% (w/v) SDS; 0,3 % (v/v) TEMED; 0,1 %
(w/v) APS

Elektrophoresepuffer: 25 mM TrispH 8,3; 0,2 M Glycin; 0,1 % (w/v) SDS
5 x Probenpuffer: 0.5 M Tris/HCI pH 6,8; 40 % (v/v) Glycerin; 4 % (w/v) SDS; 4 %
(v/v) B-Mercaptoethanol; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau

Nach der Elektrophorese wurde das Gel entweder einer Coomassiefarbung unterzogen oder
zur Immundetektion (Western-Blot) der Proteine verwendet.

2.3.6 Coomassie-Farbung (Neuhoff et al., 1985)

Zur Farbung wurde das Gel 10 bis 15 Min in 65 °C heif3e Farbelosung gelegt. Anschlief3end
wurde der Farbstoff mit Entfarbel 6sung bei 65 °C solange ausgewaschen, bis der Hintergrund
entfarbt war. Das Gel wurde getrocknet, indem es zwischen zwei Lagen Zellophanfolie auf
einen Geltrocknungsrahmen gespannt wurde.

Farbel 6sung: 7 % (v/v) Essigsaure; 40 % (v/v) Methanol; 0,2 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blau G250
in Wasser
Entféarbel 6sung: 7 % (v/v) Essigsaure; 40 % (v/v) Methanol

2.3.7 Transfer von Proteinen (, Western-Blot*)

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

Die PVDF-Membran (Immobilon P, Millipore) wurde fur 10 Sekunden in Methanol getaucht
und anschlief3end jeweils 15 Min mit Wasser bzw. Anodenpuffer 2 gewaschen. Das Gel
wurde etwa 5 Min in Anodenpuffer 2 inkubiert. Die Graphitelektroden wurden mit Wasser
befeuchtet und der Transferstapel wie folgt aufgebaut: Sechs analog der PVDF-Membran
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(Immobilon P, Millipore) zugeschnittene Filterpapiere (Whatman 3MM) wurden in
Anodenpuffer 1 getrankt und Ubereinander auf die Anode gelegt. Darliber wurden 3 Lagen in
Anodenpuffer 2 getranktes Filterpapier, die vorbereitete PVDF-Membran, das
Polyacrylamidgel und 9 Lagen in Kathodenpuffer getranktes Filterpapier geschichtet. Auf den
Stapel wurde die Kathode aufgelegt. Der Transfer erfolgte eine Stunde bei 0,8 mA/cn?
Membranflache.

Anodenpuffer 1: 300 mM Tris/HCI pH 10,4; 20 % (V/V) Methanol

Anodenpuffer 22 25 mM Tris’/HCI pH 10,4; 25 % (V/V) Methanol

Kathodenpuffer: 25 mM Tris’HCI pH 9,4; 40 mM 6-Aminocapronséure; 20 % (V/V) Methanol;
0,01 % (W/w) Sbs

2.3.8 Immundetektion von Proteinen (modifiziert nach Blake et al., 1984)

Nach Beendigung des Transfers wurde die PV DF-Membran mit Ponceau S-L6sung geféarbt.
Dies diente einerseits dazu, den Proteintransfer zu tberprifen und ermoglichte andererseits,
die Banden des Proteinstandards zu markieren. Um unspezifische Bindungsstellen auf der
PVDF-Membran abzuséttigen, wurde ene Stunde in Blockpuffer inkubiert. Der
Primérantikdrper wurde in einer Verdinnung von 1:2000 in Blockpuffer zur Membran
gegeben und diese iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Uberschiissiger Antikérper wurde durch
funfmaliges Waschen (je 5-10 Min) mit PBST entfernt. Die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper (anti-Kaninchen 1gG-Rettich-Peroxidase Konjugat aus Ziege) erfolgte in
einer Verdinnung von 1:10000 in Blockpuffer. Nach einer Stunde wurde die Membran
finfmal je 5-10 Min mit TBSN und einmal mit TBS gewaschen. Die Detektion erfolgte mit
Hilfe des Super Signal Substrate Kits (Pierce) nach den Angaben des Herstellers.

Ponceau S-Losung: 0,2 % (v/v) Ponceau Sin 3 % (w/v) Trichloressigsaure

TBS: 20 mM Tris pH 8,0; 120 mM NaCl
TBSN: TBS mit 0,1 % (w/w) NP-40
Blockpuffer: 3,5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS

2.3.9 Reinigung des AtPIN1-Antikérpers

2.3.9.1 Expression und Reinigung des Antigens

Ein 744 bp AtPIN1cDNA Fragment was fur ein 248 Aminosauren grof3es Protein kodiert lag
bereits im Vektor pQE-31 in E.coli vor (Gaweiler et al., 1998). Es wurde 1 | LB-Medium von
einer UN-Vorkultur angimpft, bis zu einer ODggo von 1,0 wachsen gelassen und die Protein-
Expresson mit 2 mM IPTG induziert. Nach 5 h wurde die Kultur aufgearbeitet und das
Proteinextrakt auf eine 5 ml NF*-NTA Séule gegeben. Die Elution erfolgte (iber schrittweise
Erniedrigung des pH-Wertes nach Angaben des Herstellers (Qiagen, The Expressionist). Die
Aufreinigung wurde mittels SDS-Page Gelelektrophorese und  anschlief3ender
Comassiefarbung Uberpruft.

2.3.9.2 Affinitétsreinigung des AtPIN1-Serums
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Ca. 100 ug heterolog exprimiertes und gereinigtes AtPIN1 Proteinfragment wurde auf einem
10%igen Polyacrylamidgel Gel aufgetrennt und auf PVDF-Membran mittels Western Blot
transferiert. Nach Ponceau-Férbung konnte der Membranstreifen, der das AtPIN1-
Proteinfragment gebunden hatte, ausgeschnitten werden. Der Membranstreifen wird in TBS
entfarbt und fir 2 Stunden in Puffer 1 vorinkubiert. Damit erfolgt die Absattigung
unspezifischer Bindungsstellen. 2,5 ml Immunserums (Gélweller et al., 1998) werden mit 4
Volumina Puffer 1 verdinnt und mit dem Membranstreifen bei 4 °C UN unter Schiitteln
inkubiert. Eswird 4 x 5 min in TBS bei 4 °C gewaschen. Gebundene, spezifische AK werden
mit 2 x 1 ml Puffer 2 eluiert. Dies geschieht jewells fir 1,5 min bel 4 °C. Der pH der
gesammelten Fraktionen wird unmittelbar nach der Elution mit 100 pl Tris/HCl (pH 8)
neutralisiert. Um die Antikorperldsung zu stabilisieren, erfolgt eine Zugabe von BSA bis zu
einer Endkonzentration von 0,5 %.

TBS: 8g/INaCl;0,2g/1 KCl; 3g/| Tris/HCI, pH 7,2
Puffer 1: 1% BSA in TBS
Puffer 2: 0,1 M Glycin; 0,5M NaCl; 0,05 % Tween 20, pH 2,6

2.4 Immuncytochemische M ethoden

2.4.1 Detektion von Proteinen auf L angsschnitten von Sprof3achsen

Das Pflanzengewebe wurde 10 Min unter Vakuum in MTSB + 4% Formaldehyd inkubiert
und anschlieRend und anschliefend UN bei 4° C fixiert. Anschliefend wurde 20 Min in PBS
und MTSB gewaschen. Die Dehydratisierung erfolgte Uber eine Ethanolserie (30, 50, 70, 90
und 97 % (v/v) Ethanol in Wasser) fir jeweils 30 Min auf Eis. Zur vollstandigen Entfarbung
des Gewebes wurden die Proben UN in 97 % Ethanol bei 4° C belassen. Das Ethanol wurde
bei 37 °C in jeweils 1 stiindigen Schritten gegen Wachs ausgetauscht (Wachs.Ethanol — 1:2,
1:1 und 2:1 (v/v)). Schliefdich wurde das Gewebe weitere zwei Stunden, Gber Nacht und am
folgenden Tag nochmals zwei Stunden in 100 % Wachs inkubiert, in Formen transferiert und
ausgehartet. Das eingebettete Pflanzengewebe wurde mit Wachs auf einem Holzblock fixiert
und auf 16 °C gekuhlt. Mit Hilfe eines Mikrotoms (Leitz) wurden 8 bis 12 um dicke Schnitte
angefertigt, welche auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager Gbertragen wurden. Um eine
regelmallige Anordnung der Schnitte auf dem Objekttrager zu gewahrleisten, wurden diese
mit mehreren Wassertropfen benetzt, auf denen sich die Wachsschnitte ausstreckten. Die
Préparate wurde bei RT mehrere Stunden oder Uber Nacht getrocknet. Zur Rehydrierung
wurden die Objekttréger in folgende Losungen getaucht: 97 % Ethanol (dreima 10 Min), 90
% und 50 % Ethanol in Wasser (je 10 Min) und schliefdich 10 Min in PBS. Es folgte eine
30mindtige Inkubation in MTSB. Die Inkubation mit dem Primérantikorper (1:50er
Verdinnung in 3% BSA in MTSB) erfolgte 1 Stunden in einer feuchten Kammer. Nach
Waschen mit MTSB fur 10 Min wurde der Sekundarantikorper (1:300er Verdinnung mit 3%
Milchpulver in MTSB) appliziert und die Préparate 1,5 Stunden in einer feuchten Kammer
inkubiert. Es schlo3 sich ein zwanzigminitiger Waschschritt mit PBS an. Die markierten
Schnitte wurden zur mikroskopischen Auswertung unter Slow-Fade Antifade (Molecular
Probes) mit einem Deckglas eingeschlossen und mit Nagellack versiegelt. Die Analyse
erfolgte im Fluoreszensmikroskop (Leica).

MTSB: 50 mM PIPES-KOH; 5 mM MgSO,4, 5 mM EGTA; pH 6,9
PBS: 7 mM Na,HPO4/1,5 mM KH,PO4 pH 7,2; 2,7 mM KCI; 137 mM NaCl
Wachs: 10 % (w/v) 1-Hexadecanol in PEG 960
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2.4.2 Detektion von Proteinen in intakten Wur zelspitzen

Es wurden 3-6 Tage dte A. thaliana Keimlinge verwendet. Sie wurden 1 hin MTSB + 4 %
Formaldehyd unter Vakuum fixiert und anschlief?end in Saulen des In-situ Pro Roboters
(Abimed) Uberfihrt. Die komplette weitere Prozedur wurde mit dem Roboter durchgefihrt.
Die Keimlinge wurden mit MTSB/0,1 % (w/w) T-100 gewaschen. Die Zellwande wurden
anschlief?end mit Driselase 30 Min anverdaut. Hiernach wurde mehrmals mit MTSB/0,1 %
(w/w) T-100 gewaschen und das Gewebe fir 40 Min permeabilisiert. Nach weitern
Waschschritten wurde mit 3 % BSA in MTSB fir 1 h geblockt und 3 h mit Primérantikorpern
im selben Puffer inkubiert. Achtma wurde gewaschen und 4 h mit Sekundarantikorper
inkubiert. Hiernach wurde wieder mehrmals mit MTSB/0,1 % (w/w) T-100 und anschlief3end
mit Wasser gewaschen. Die Keimlinge wurden auf Objekttrégern in Slow Fade Antifade
(Molecular Probes) eingebettet. Die Untersuchung erfolgte mittels Konfokaler Laser
Scanning Mikroskopie (Leica).

Driselasepuffer: 2 % (w/w) Driselasein MTSB
Permeabilisierungspuffer: 10 % (v/v) DM SO; 3 % (v/v) NP-40in MTSB

2.4.3 Detektion von Proteinen auf Schnitten von Xenopus Oozyten

Die Oozyten wurden 3 h in Ringers-Puffer mit 4 % Paraformaldehyd und 0,1 %
Glutaraldehyd bei RT fixiert. Danach wurden sie in 3,5 % Agarose eingebettet. Mit einem
Vibratom (Leica) wurden 100-150 uM starke Schnitte angefertigt. Die Scheiben wurden in
Ringers-Puffer mit 2 % Paraformaldehyd und 0,05 % Glutaraldehyd fur 15 min postfxiert.
Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 2 % BSA in Ringers-Puffer abgeséttigt. Im selben
Puffer wurde der Primarantikérper UN bei 4 °C inkubiert. Es wurde 3mal mit Ringers-Puffer
gewaschen und 3 h mit Sekundarantikorper bel RT inkubiert. Anschlief3end wurde erneut 3
mal gewaschen und die Schnitte auf Objekttréager Uberfihrt und in Slow Fade Anifade
eingebettet (Molecular Probes). Die Untersuchung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie.

Ringers-Puffer: 120 mM NaCl; 2 mM KClI, 1,8 mM CaCl,; 5 mM HEPES pH 7,2

2.5 GUS Untersuchungen

Das Pflanzenmaterial wird in GUS-Reaktionddsung 10 Min einem Wasserstrahlpumpen-
vakuum ausgesetzt und mehrere Stunden bei 37 °C inkubiert. Um die Blauférbung sichtbar zu
machen, wird das Chlorophyll der Pflanzen mit 70 % Ethanol ausgewaschen. Zur Anayse
wird das Gewebe auf Objekttréger transferiert und mit 50 % Glycerin benetzt. Das Préparat
wird mit Deckglas und Nagellack versiegelt und mikroskopisch ausgewertet.

GUS-Reaktionsl6sung: 50 mM  NaH,PO,/Na,HPOy; pH 7; 0,05 % (w/w) Triton X-100;
0,1 % (w/w) X-Gluc; je 2,5 mM K3[Fe(CN)g]/ K4[Fe(CN)g]
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2.6 Auxintransportstudien

2.6.1 Polarer Auxintransport in Stengelsegmenten von A. thaliana
(Okadaet al.,1991)

Samen wurden auf Erde ausgelegt und 7 d unter Kurztagbedingungen (8 von 24 h Licht)
keimen lassen. Anschlief3end wurden jewells 54 Keimlinge in Schalen mit Erde pikiert und
weitere 7 d auf Kurztag belassen. Hiernach wurden sie in Langtaggewachshauser (16 h von
24h Licht) tberfihrt. Nach insgesamt 28-40 Tagen wurden die Versuche durchgefiihrt.

2,5 cm lange Stengelstiicke wurden direkt oberhalb der Rosette abgeschnitten und umgekehrt
(, physiologische Orientierung”) in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefél?e mit 30 mM MS-Puffer
gestellt. Als Kontrolle fir gerichteten basipetalen Auxintransport wurden Stengelstiicke in
normaler Orientierung (,,antiphysiologische Orientierung”) inkubiert. Fir den Inhibitor des
polaren Auxintransports NPA, wurden Verdinnungsrethen in Ethanol gemacht. Die
Stocklésung war 0,5 M in DMSO. Die Endkonzentration an DMSO bzw. Ethanol in MS
Puffer betrug 0,01 % bzw. 0,15 % in allen Proben. Stengelstiicke wurden je nach Versuch 2
bis 18 h inkubiert. Anschlief3end wurden en 5 mm groles Stiick vom oberen Ende
abgeschnitten und 2 h in 0,5 ml Ethanol extrahiert. Die Szintillationsmessung erfolgte mit 4,5
ml Rotiszint SZ-22 (Roth) im einem Beckmann LS-6500 Gerdt. Es wurden cpm (Zerfélle in
der Minute) gemessen.

MS-Puffer: 2,15 g/l Murashige und Skoog Basal-salt-mixture; 0,25 g/l MES mit KOH auf pH 5,5
eingestellt; 1,45 nM 1AA; 4,8 nCi/30 m [°H]IAA (Amersham); Aktivitat: 1nCi/m

2.6.2 Auxintransportmessungen in Suspensionskultur von A. thaliana
(modifiert nach Delbarre et al., 1996)

Préparation der Zellen

Eswurden A.thaliana Suspensionskulturen 6 bis 9 Tage nach Subkultivierung verwendet. 7-8
Erlenmeyerkolben mit je 60 ml Zellsuspension wurden zusammengegben und aufgeteilt in 2
11 Erlenmeyerkolben. Zur Induktion der AtPIN1-Uberexpression in ColpTA::AtPIN1 bzw. als
Kontrolle auf Wildtyp-Suspensionskultur, wurde Dexamethasone auf 1 mM hinzugegeben. In
den anderen Kolben wurde das entsprechende Volumen Ldsungsmittel hinzugegeben. Es
wurde UN induziert und anschlieRend das Medium durch Filtration Uiber eine Fritte entfernt.
Der Zdlkuchen wurde in 100 ml MSS-Puffer aufgenommen und 1 h unter Schitteln
gewaschen. Danach lie3 man die Suspension in einem Mel3zylinder absitzen und der
Uberstand wurde abdekantiert. Dies wurde noch einma wiederholt. Hiernach wurde mit
MSS-Puffer bis zu einer zelldichte von ca. 0,189 FW /ml aufgeflllt und 1,5 h unter schiitteln
aquilibriert.

Durchfihrung
2 m MSS wurden mit 11,4 nM [*H]1-NAA (Rotem) inklusive der je nach Versuch

verwendeten Inhibitoren des Auxintransport bzw. einem Uberschul? an unmarkiertem 1-NAA
in doppelter Endkonzentration vorgelegt. 2 ml Suspension wurden hinzugegeben und unter
schitteln 30 Sekunden inkubiert. Die kurze Inkubationszeit wurde gewahlt um
Metabolisierung des [PH]1-NAA zu verhindern (Delbarre et al., 1996), so daR ausschliellich
freies, d.h. transportables PH]1-NAA bestimmt wurde. AnschlieBend wurde der Uberstand
Uber Glasfaserfilter (Whatman) abgesaugt und 1 h mit 0,5 ml Ethanol extrahiert. Es wurden
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45 ml Rotiszint SZ-22 (Roth) hizugegeben und die Aktivitdt mittels Szintillationsmessung
bestimmit.

MSS-Puffer 20 mM MES; 10 mM Saccharose; 0,5 mM CaSO, mit KOH auf pH 5,7
eingestellt; 12 nM [°*H]1-NAA 1nCi/n (Rotem)

2.6.3 Auxinefflux-Messungen in Xenopus Oozyten

In  jeweils 13-20 AtPIN1-exprimierenden- und Kontroll-Oozyten wurde mittels
Mikroinjektion 50 nl [PH]IAA (4,75 uM/ 0,1 pCi/pl) gegeben. Die Oozyten wurden in 550 pll
Oozyten-Puffer aufgenommen und zu gegeben Zeitpunkten wurde 10 pl Uberstand
abgenommen und die Radioaktivitat mittels Szintillationsmessung bestimmt. Am Ende des
Experiments wurde ebenfalls die Radioaktivitdt des verbliebenen Uberstandes und der
Oozyten bestimmt.

Oozyten-Puffer 5 mM starker Puffer (pH-Werte von 4,5-7,4); 30 mM KCl; 1 mM CaCly;
2 mM MgCl,; 220 mM Sorbitol

2.6.4 Auxinefflux-Messungenin S. cerevisisae

100 ml Y PD-Medium wurden mit 10 ml Hefe-Ubernachtkultur angimpft und unter Schiitteln
bei 30 °C bis zu einer ODspp Von 1,4 anwachsen gelassen. Hiernach wurde die Kultur bei
3000 UPM zentrifugiert und in 10 ml TrissMES-Puffer aufgenommen und 30 min geschiittelt.
Dann wurden fiir 15 min mit 4 nM [*H]IAA und 50 nM IAA inkubiert. Der Uberstand wurde
Uber Glasfaserfilter abgesaugt und die Hefe-Zellen in 100 ml TrissMES-Puffer resuspendiert.
Zu gegebenen Zeitpunkten wurden 10 ml Suspension abgenommen, filtriert und mit 20 ml
eiskaltem Wasser gewaschen. Danach wurden die Hefe-Zellen in 0,5 ml Ethanol extrahiert
und die Radioaktivitat mittels Szintillationsmessung bestimmt.

TrissMes-Puffer 15 mM Tris/Mes pH 4,4; 2% Glucose.

2.7 Kultivierung von A. thaliana-Pflanzen
2.7.1 Oberflachensterilisation von Samen

Die Sterilisation der Samen erfolgte in 1,5 ml Eppendorfgefé3en mit einer Losung aus 5 %
(w/v) Ca(OCl)2 + 0,02 % (v/v) Triton X-100 fur 15 Min. Die maximale Fullhéhe der Samen
betrug 200 m. Die Lésung wurde abgenommen, und die Samen wurden dreimal mit je 1 ml
H,O gewaschen. Anschlief3end werden die Samen 2 Tage unter der laufenden Sterilbank
getrocknet.
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2.7.2 Segregationsanalysen

Definition der Generationen:

TO: Transformierte Pflanzen

TL: Antibiotikaresistente Pflanzen
T2: Segregierende Linien in homo- und heterozygoten Pflanzen
T3: Aufspaltende Nachkommen der T2-Generation, Unterscheideung zwischen homo-

und heterozygoten Pflanzen

Die Samen der TO-Generation wurden sterilisiert und je ca. 0,15 ml Samen wurden auf
Petrischalen (f 15 cm) mit ARA Festmedium gegeben. Neben dem entsprechenden
Antibiotikum zur Selektion resistenter Keimlinge enthielt das Medium auf3erdem noch
Ticacillin/Clavuran (je 150 mg/l) zur Inhibierung von Agrobakterien. Nach ca. 14 Tagen
wurden resistente Keimling in Erde Gberfihrt und bis zur Samenreife gebracht. Die Samen
der T1 Generation wurden sterilisiert und jeweils 50-100 auf Platten ausgelegt. Von Linien
die ungefahr 3:1 segregierten wurden jeweils etwa 12 T2-Pflanzen ins Gewachshaus gebracht.
T3 Samenmaterial wurde erneut auf Segregation hin Uberprift. Homozygote Pflanzen wurden
fur fast alle in dieser Arbeit durchgefihrten Versuche verwendet.

Verwendete Antbiotika: Hygromycin B (15 mg/l); Gentamycin (50 mg/l); Sulfonamid (10 mg/l)

2.7.3 Kreuzungvon A. thaliana

Es wurden ausschlieflich Pflanzen des Okotyps Columbia(0) untereinander gekreuzt. Die
homozygoten Pflanzen wurden bis zur Blitenreife kultiviert. Zur Kreuzung wurden die
Kelch-, Bliten- und Staubblétter der Reporterlinien entfernt und der freigelegte Stempel mit
den reifen Staubblattern der anderen Linie mehrmals bestrichen. Die gekreuzten Blltenstande
wurden gekennzeichnet und die Pflanzen bis zur Samenreife kultiviert. Die geernteten Samen
(F1-Generation) wurden wie unter 2.7.1 beschrieben sterilisiert und auf ARA Festmedium in
Petrischalen ausgelegt und vertikal bis zu 9 Tagen wachsen lassen. Trugen die Keimlinge die
Merkmale der Elternpflanzen, so wurden sie fir Versuche eingesetzt.

2.74 Herstellung von Wurzelkulturen

Die Anzucht von A. thaliana Wurzelkulturen erfolgte in 250 ml Erlenmeyerkolben mit 40 ml
ARA-Flissigmedium und ca. 15, zwei Wochen alten, auf ARA-Festmedium angezogenen
Keimlingen. Die Kolben wurden in einer Kulturkammer (22 °C, 16 h Photoperiode und 75 %
Luftfeuchtigkeit) bei 80 UPM fir 2 Wochen geschiittelt.
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2.8 A thaliana-Suspensionskultur-Methoden
2.8.1 Herstellungvon Suspensionskulturen (Methode nach T. Eneva, unverdffentlicht)

Samen wurden sterilsiert und auf ARA Festmedium ausgelegt. Nach 2 Wochen wurden
jeweils 15 Keimlinge in 40 ml ARA Flissigmedium tberfthrt und 2 Wochen geschiittelt (s.
2.6.3). Die Keimlinge wurden in ca. 5 mm Grofl3e Stlicke zerschnitten und jeweils 1-2 g in
Kolben mit 50 ml Zelkulturmedium (ZM, 2.1.7.3) Uberfihrt und 1 Woche geschittelt (150
UPM, 22 °C, in Dunkelheit). ZM Medium enthdlt das synthetische Auxin 2,4-D. Dies
bewirkt, insbesondere an Schnittstellen, Induktion von Kalluswachstum. Ab einer gewissen
Grof3e trennen sich die Kalli von den Gewebestlicken und wachsen autonom weiter.

Danach lief? man die Suspension 0,5 h absitzen und wechselte 25 ml ZM. Nach einer weiteren
Woche wurden durch filtrieren Gber ein 1000 nm Sieb Gewebebruchstiicke entfernt. Den
Durchlauf lie? man absitzen und der Uberstand wurde abgezogen und durch frisches ZM
ersetzt.

Danach wurde noch zweimal in 4 wochigen Abstdnden gesiebt (500 nmm und 400 mm).
Pflanzliche Zellkulturen sind nicht vergleichbar mit tierischen- bzw. Insekten-Zellkulturen.
Sie sind weniger homogen. Neben Einzelzellen liegen Kalli in Gréfen von 10-20 bis zu
mehreren Hundert Zellen pro Kalus vor. Nahm der Anteil der grof3en Kalli zu, so wurde
erneut Uber ein 400 mm Sieb filtriert. Nach einem Jahr trat keine deutlliche Zunahme der
mittleren Kallusgréle mehr auf.

2.8.2 Umsetzen von Suspensionskulturen

Zellkulturen mit Kalli groRer 1000 mm

Man 183 die Kalli 0,5 h absetzten und zieht das gesamte Medium mit 25 ml Einwegpipetten
ab. 2-3 g werden in einen 250 ml Kolben transferiert und mit 50 ml Zellkulturmedium
Uberschichtet. Der Kolben wurde unter Schitteln (150 UPM, 22 °C, in Dunkelheit) 7-8 d
belassen. In dieser Zeit betrug der Massezuwachs zwischen 200 und 300 %.

Zellkulturen mit Kallusgréfden zwischen 400 und 1000 nm

Man |a3t die Kalli 0,5 h absetzten und zieht 30 ml Medium mit 25 ml Einwegpipetten ab. Es
wird mit 30 ml Zellkulturmedium (ZM) aufgefillt und 15 ml werden in einen 250 ml Kolben
mit 45 ml ZM Uberfuhrt. Der Kolben wurde unter Schitteln (150 UPM, 22 °C, in Dunkelheit)
8-10 d belassen. Wachstumskurve siehe 3.6.2.

2.8.3 Bestimmung der Wachstumschar akteristik

Nach dem Umsetzen wurden mit abgeschnittenen Pipettenspitzen jeweils 2 ml
Suspensionskultur entnommen, die Flissigkeit Uber Glasfaserfilter abgesaugt und das Frisch-
gewicht bestimmt. Dies wurde alle 2 Tage durchgefihrt.
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2.8.4 Transformation von Suspensionskulturen

Stabile Transformation von A. thaliana-Suspensionskulturen wurde erreicht durch
Kokultivierung mit Agrobakterien. 2 ml Agrobakterien UN-Kulturen, die das entsprechende
Konstrukt trugen wurden abzentrifugiert und in 1 ml Zellkulturmedium aufgenommen. Sie
wurden zu 2 Tage aten Suspensionkulturen hinzugegeben. Nach 2 Tagen wurde
Ticarcilin/Clavuran (Ducheva) auf je 150 mg/l hinzugegeben. Diese beiden Antibiotika
inhibieren das Wachstum der Agrobakterien, so dald diese nicht die Suspensionskultur
»uberwachsen® konnen. Nach weiteren 5 Tagen wurden die Suspensionskulturen auf festem
Kalusinduktionsmedium (KIM, 2.1.7.3) mit entsprechenden Antibiotika zur Selektion
transgener Kalli ausplattiert (0,5g pro Petrischae mit f 9cm) und in eine Klimakammer
Uberfihrt (22 °C, 16 h Photoperiode und 75 % Luftfeuchtigkeit). KIM enthélt mehr Auxin als
Cytokinin. Dies fuhrt zur Stimmulierung der Zelltellung und verhindert Regeneration.

2.8.5 Regeneration von Pflanzen aus Suspensionskultur

Ein Umkehrung des Auxin/Cytokinin Verhdltnisses zu Gunsten des Cytokinins bewirkt
Regeneration von Pflanzen mit einhergehender Zelldifferenzierung. Resistente, deutlich ge-
wachsene Kalli wurden zerteilt und in PlexiglassDosen (f: 7 cm, Hoéhe: 9 cm) auf
Regenerationsmedium Uberfihrt. Nach 3-4 Wochen ist bei einigen Kalli die Regeneration
schon weit voran geschritten. Die Kalli sind grin, Sprof3e, sowie Blétter sind deutlich zu
erkennen. Zur weiteren Vermehrung werden die regenerierenden Kalli nochmals geteilt und
auf frisches KIM gesetzt.

2.8.6 Induktion von Wurzeln und Vermehrung

Durch einen UberschuR an Cytokinin 143t sich nur in Ausnahmefallen Wurzelwachstum
induzieren. In vitro kultivierte Regeneranten bilden meistens nur sehr wenige Samen.
Deswegen wurden 2-4 cm grof3e Pflanzen, die SpofRe und Rosettenblétter besal3en auf
Wurzelinduktionsmedium (WIM) transferiert. Neben Zucker und Salzen (s. 2.7.3) enthalt
WIM zusétzlich noch 1 mg/l 1AA. IAA induzert die Entwicklung von Wurzeln am basalen
Ende des Sprof3es. Nach 2-3 Wochen ist ein dichtes Wurzelwerk entstanden. Die Pflanzen
wurden in Erde umgesetzt und im Gewéachshaus bis zur Samenreife belassen.

2.9 Phanotypische Unter suchungen

2.9.1 Farbung von Zellwéanden der Wurzel

a) 4-8d dte, vertikal auf ARA-Festmedium gewachsene Keimlinge (Photoperiode 16 h, 23
°C) wurden verwendet. Sie wurden auf Objekttréager transferiert, mit einer 0,3 mM
Propidiumiodid Losung Uberschichtet und mit einem Deckglas belegt. Die Zellstruktur
wurde mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie (eica) untersucht. Es wurde en
Filter fUr die Detektion des Fluorophors TRITC verwendet.
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b) Die Keimlinge wurden vertikal auf Objekttrégern Gberschichtet mit ARA-Festmedium 8 d
wachsen gelassen. Es wurde ein Tropfen 0,3 mM Propidiumiodid-L6sung hinzugegeben
und mit einem Deckglas bedeckt. Rest siehe a)

2.9.2 Untersuchung der gravitropen Wurzelwachstumsvon A. thalaina-Keimlingen

Es wurden 4 Tage ate, vertikal auf ARA-Festmedium angezogene Keimlinge verwendet
(Photoperiode 16 h, 23 °C). Die Gravi-Stimulation erfolgte durch drehen der Petrischalen um
90°. Mit einer CCD-Kamera (Marshall Electronics) wurde alle 15 Min Bilder aufgenommen.
Es wurde der Winkel der Wurzelspitze zum Schwerkraftvektor gemessen. Die Messungen
wurden mittels modifiziertem Multi-ADAPT Programm ausgewertet (Ishikawa und Evans,
1997). Zudem wurde die Krimmung von Abschnitten der Wurzel gemessen. Die
Wurzelspitze wurde eingeteilt in 300 nm groRe Segmente. Die zeitliche Anderung des
Winkels der Tangenten, angelegt an den AuRenseiten der Segmente, nach Anderung des
Schwerkraftvektors, wurde errechnet.

2.9.3 Analyseder Seitenwurzelentwicklung

Samen wurden unter sterilen Bedingungen auf Petrischalen mit ARA-Festmedium ausgelegt
und 2-4 Tage im Dunkeln bel 4 °C belassen. Dann wurden sie fur 9 Tage in der Klimakammer
(Photoperiode 16 h, 23 °C) inkubiert. Anschlief3end wurden die Keimlinge auf Objekttrager
transferiert, mit einem Deckgals veresechen und mikroskopisch wurde die Anzahl der
Seitenwurzeln ausgezahit.
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3  Ergebnisse

Zur Charakterisierung des AtPIN1-Proteins wurden verschiedene Ansétze verfolgt: Es wurde
untersucht, welche morphogenetischen Verénderungen in A. thaliana-Pflanzen durch
kongtitutive AtPIN1-Uberexpression bewirkt werden und welche Auswirkungen auf den
Auxintransport erfolgen (3.1). Weiterhin wurde AtPIN1 in Pflanzen unter der Kontrolle eines
Glucocorticoid-induzierbaren Promotor exprimiert und die phéanotypischen Veranderungen

analysiert (3.2). Sowohl in heterologen Expressionssystemen (3.3) as auch in A. thaliana-

Suspensionskulturen (3.4) wurde AtPIN1 exprimiert und der Auxinefflux untersucht.
Desweiteren wurden maogliche funktionelle Beziehungen zwischen AtPIN-Proteinen und
PINOID beschrieben (3.5).

3.1 Kongtitutive Expression von AtPIN1im homologen System

Eine Erhdhung der natirlichen AtPIN1-Expresson in A. thaliana konnte deutliche
phanotypische Anderungen zur Folge haben und damit Hinweise auf die AtPIN1-Funktion
ergeben. Die AtPIN1-cDNA wurde unter der Kontrolle des konstitutiven CaMV35S
Promotors in zwei verschiedenen Linien von A. thaliana exprimiert: einerseits im Okotyp-
Columbia (Col-0), andererseits in der pinl-Mutante im Okotyp Enkheim (Enkttg). Die pinl-1-
Mutation bedingt eine vollstandige Reduktion im  AtPIN1-Transkript- und Proteinspiegel
(Gaweller, 1998).

3.1.1 Herstellung des 35S:: AtPIN1-Konstrukts

Die AtPIN1-cDNA und der CaMV35S-Promotor lag bereits in dem Vektor pRT100 vor
(Gawseller, 1998). Das CaMV-Terminationssignal (A) wurde as BamHI/Hindll1-Fragment
aus dem Plasmid pCATGFP (Guido Jach, unveroffentlicht) isoliert und in den Hindlll-
geschnittenen bindren Vektor pSOOL kloniert (Bernd Reiss, unverdffentlicht). Dieser wurde
weiter mit BamHI geschnitten und das ebenfalls mit BamHI geschnittene 35S:AtPIN1-
Fragment aus pRT100 eingefugt. Agrobakterien wurden mit diesem Vektor transformiert und
auf Resistenz selektiert.
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Abb. 1. Binadrer Pflanzenvektor pS001-35S::AtPIN1. Nach Klonierung des CaMV-
Terminators wurde die 35S:;;: AtPIN1-K assette in pS001 eingefiigt.

3.1.2 Transformation einer pinl-1-Suspensionskultur

In einem ersten Experiment sollte untersucht werden, ob die phénotypischen Anderungen der
pinl-Mutante durch Komplementation mit dem 35S:: AtPIN1-Konstrukt aufgehoben werden
koénnen. Da pinl-Mutanten steril sind, sollte eine pinl-Suspensionskultur transformiert und
daraus anschlief3end Pflanzen regeneriert werden.

Die pinl-Suspensionskultur wurde mit Agrobakterien, die das pS001-35S : AtPIN1-Konstrukt
trugen, transformiert und auf Sulfonamid-resistente Kalli selektiert. Nach Vermehrung des
Kallusgewebes (s. 2.8.4) konnten 7 resistene Kalli (K1 bis K7) generiert werden.

3.1.3 Regeneration von Pflanzen

Zur Regeneration von Pflanzen wurden die resistenten Kalli auf Nahrmedium mit einem
Auxin/Cytokinin-Verhédltnis << 1 ausgelegt (s. 2.8.5). Nach ca. 7 Wochen zeigten dle Kalli
Chloroplasten-Bildung, teilweise Rosettenblétter, kleine Infloreszenzen und Knospen,

vergleichbar den regenerierten Pflanzen aus der Enkttg-Suspensionskultur. Eine regenerierte
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Pflanze wies pin-formige Infloreszenzen auf, vergleichbar mit den aus der pinl-
Suspensionskultur regenerierten Pflanzen (s. Tab. 1 und Abb. 2).

Regeneranten aus Erscheinungsbild

Kallus-Nr.

K1 Wildtyp-ghnlich

K2 Wildtyp-ahnlich

K3 Wildtyp-ahnlich

K4 Wildtyp-ahnlich

K5 Blétter, keine Sprosse

K6 Blétter und Sprosse, die pin-formig enden (pinl)

K7 Blétter, Sprosse, Knospen. Bliten mit mehr als 4 Blitenbl&tter

Tab. 1: Tabellarische Ubersicht der Regeneranten aus pinl-Suspensionskultur, transformiert mit dem
35S:: AtPIN1-Konstrukt.

Abb. 2: In vitro regenerierte Pflanzen aus verschiedenen Suspensionskulturen. Enkheim-Wildtyp und pinl-
Mutante (A). Enk(p1)35S.: AtPIN1-Linie 2 (B).
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Die Wurzelbildung wurde durch auxinhaltiges Medium stimuliert und die Pflanzen nach ca. 2
Wochen im Gewéachshaus weiter kultiviert. Regenerierte Pflanzen der Kalli K1 bis K4 zeigten
ein Wildtyp-ahnliches Erscheinungsbild (s. Abb. 3), so dal3 von einer Komplementation der
pinl-Mutante durch das 35S.:AtPIN1-Konstrukt ausgegangen werden kann. Die Pflanzen
zeigten keine oder nur kleine Rosettenbl&tter; was bel der Regeneration aus Suspensionskultur
nicht ungewohnlich ist. Die Regeneranten aus Kallus K7 wiesen einen pinl-artigen Phanotyp

auf (nicht gezeigt).

Abb. 3. In das Gewéachshaus Uberfliihrte Regeneranten (T1-Generation) aus pinl-1-Suspensinskultur
transformiert mit 35S::AtPIN1-cDNA. Pflanze der Linie 3 (A). Pflanze der Linie 4 und aus pinl-1-
Suspensionskultur regenerierte pinl-Mutante (B).
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3.1.4 Seektion und Charakterisierung homozygoter Enk(p1)35S:: AtPI N1-Pflanzen

Aus den Kalli K1 bis K4 wurden jeweils 3 bis 4 Pflanzen (T1-Generation) bis zur Samenreife
gebracht. Pro Pflanze wurden 10 bis 40 Samen gewonnen. Die T2-Generation spaltete auf in
Pflanzen mit einem pinl- und einem Wildtyp-Phanotyp (s. Tab. 2 und Abb. 4), wobel T2-

Pflanzen der Linie 4 buschiger waren und kleinere Schoten zeigten (s. Abb. 5).

Regeneranten aus  Anzahl der Pflanzen mit Pflanzen mit
Kallus-Nr. Wildtyp-Phéanotyp pinl-Phanotyp
K1 8 4
K2 10 2
K3 7 3
K4 6 1

Tab. 2: Phanotypische Segregation der T2-Generation von regenerierten Pflanzen aus pinl-1-
Suspensionskultur transformiert mit 35S;: AtPIN1-cDNA.
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Abb. 4: Phénotypische Segregation von Enk(p1)35S::AtPIN1-Pflanzen der T2-Generation, angezogen unter
Kurztag-Bedingungen (Photoperiode: 8 h/d). (A): 6 Wochen alte Pflanzen. Von links nach rechts: Enkheim-
Wildtyp / Linie 1 mit Wildtyp-Phanotyp / Linie 1 mit pinl-Phénotyp. (B): 7 Wochen alte Pflanzen der Linie 2
mit pinl- und Wildtyp-Phanotyp.
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Abb. 5: 9 Wochen ate Enk(pl)35S:AtPIN1-Pflanzen der T2-Generation aus
heterozygoten Populationen der Linien 1, 3 und 4. Von links nach rechts: Enkheim-
Wildtyp / Linie 1 mit pinl-Phé&notyp / Linie 1 mit Wildtyp-Phénotyp / Linie 3 mit
Wildtyp-Phéanotyp / Linie 4 mit geringen Abweichungen zum Wildtyp-Phanotyp.

Zur ldentifizierung homozygoter Pflanzen wurde die Aufspaltung der Sulfonamid-Resistenz
von je 10 Nachkommen der T2-Generation untersucht. Dazu wurden jewells etwa 50
Keimlinge auf antibiotikahaltigem Medium angezogen. Nachkommen der Kalli K1, K2 und
K3 segregierten nicht (homozygot fur die T-DNA-Insertion), oder zeigten anndhernde 3:1
Segregation (heterozygot fur die Insertion). Nachkommenpflanzen des Kallus K4 segregierten
hoher (ca. 14:1) und wurden nicht weiter untersucht.

Sowohl in homo- als auch in heterozygoten Enk(pl)35S::AtPIN1-Pflanzen ist der pinl-

Phanotyp aufgehoben. Die AtPIN1-cDNA ist demnach funktionell aktiv und kann zur Analyse
der AtPIN1-Proteinfunktion in A. thaliana verwendet werden.
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3.15 In planta Transformation und Selektion transgener Col35S::AtPIN1-

Pflanzen

Nachdem die Funktionalitét des 35S:: AtPIN1-cDNA-Konstrukts gezeigt worden war, wurden
A. thaliana-Pflanzen des Okotyps Columbia (Col-0) transformiert (s. 2.2.6) und zur
Samenreife gebracht. Die Samen von je 4 bis 5 Pflanzen wurden vereinigt, oberflachen-
sterilisiert und auf Sulfonamid-Resistenz selektiert. 4 Pools der T1-Generation (insgesamt 125
Pflanzen) wurden im Gewachshaus zur Samenreife gebracht (im weiteren als Col35S:: AtPIN1
bezeichnet). 26 dieser Pflanzen zeigten pinl-Phanotyp, mdglicherweise verursacht durch Gen-

silencing von endogenem AtPIN1.

3.1.6 Phanotypische Charakterisierung der Enk(pl)35S:: AtPIN1- und
Col35S:: AtPIN1-Pflanzen

Die Expresson von AtPIN1 unter der Kontrolle des CaMV35S-Promotors sollte bei den
generierten Pflanzenlinien in den beiden Okotypen Columbia und Enkheim untersucht
werden. Dabei sollte vor allem analysiert werden, wie die AtPIN1-Uberexpression

den polaren Auxintransport verandert und damit

die Entwicklung der Pflanzen beeintréchtigt.

Enk(p1)35S : AtPIN1-Pflanzen
Waéhrend in oberirdischen Pflanzenteilen keine aufféligen Veranderungen beobachtet wurden
(s. Abb. 6), zeigten die Wurzeln der drei Enk(pl)35S:AtPIN1-Linien en verandertes

gravitropes Wachstum: Die Wurzeln von Keimlingen, angezogen auf vertikal gestellten
Agarplatten, wuchsen nicht entlang des Schwerkraftvektors nach unten, sondern rollten sich
ein und zeigten kein orientiertes Wachstum (s. Abb. 6).

Dies kann nicht auf eine unzureichende Komplementation zurtickzufhren sein, weil pinl-
Mutanten keinen entsprechenden Phénotyp der Wurzel aufweisen (Galweller, 1998). Daher
wird vermutet, daR die phanotypischen Anderungen des Wurzelwachstums der
Enk(p1)35S:: AtPIN1-Linien durch die ectopisch Expression von AtPIN1 verursacht wurden.
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Abb. 6: Phanotypische Untersuchung von Enk(p1)35S::AtPIN1. Oben:: 10 d alte
Enk Wildtyp-/ Enk(pl)35S:.:AtPIN1-Pflanzen. Unten: Enk Wildtyp- und
Enk(p1)35S:: AtPIN1-Pflanzen der Linien 2 und 3 am Ende der Wachstumsperiode.

Col 35S : AtPIN1-Pflanzen
24 der verbliebenen 99 T2-Linien der Col35S::AtPIN1-Pflanzen (s. 3.1.5) wurden auf

veradnderte Keimung und Defekte in den ersten 2 Wochen der Entwicklung untersucht. Dabei

wurden 4 Linien identifiziert, deren Keimlinge en stark gestortes gravitropes
Wurzelwachstum aufwiesen, &hnlich Enk(pl)35S::AtPIN1-Pflanzen (s. Tab. 4). Diese
Populationen wurden auf Sulfonamid-Resistenz selektiert. Linien, die anndhernd 3:1
segregierten, wurden vermehrt. Durch erneute Segregationsanalyse von Pflanzen der T3-
Generation konnten die homozygoten Insertiondlinien identifiziert werden.

Um die Stabilitét des Wurzelphanotyps zu bestétigen, wurden Pflanzen der T3- und T4-
Generationen untersucht: Alle Keimlinge der Linien 6_1, 9 9 und 9 11 zeigten ein gestortes
gravitropes Wachstum. Bei den Keimlingen der Linie 7_1 konnten keine Anderungen
festgestellt werden (s. Abb. 7).
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Auspréagung des Anzahl der Linien
Phéanotypsin Wurzeln

sark 4
schwach/mittel
Wildtyp-éhnlich 11

Tab. 4: Analyse des Wurzelwachstums von 24 Linien, 14 d alte Col35S:: AtPIN1-

Pflanzen der T2-Generation.

Ergebnisse

Fur die weiteren Untersuchungen wurden, je nach Ausprégung des Wurzel phanotyps,

homozygote Pflanzen der zwel starken Linien 6_1 und 9 11, der schwécheren Linie 9 9 und

der Wildtyp-ahnlichen Linie 7_1 verwendet.

Abb. 7: Phanotypische Anderungen bei 9 Tage alten, vertikal gewachsenen
Keimlingen der T3-Generation verschiedener Col35S::AtPIN1-Linien. Links:
Columbia Wildtyp / Col35S::AtPIN1 6 1. Mitte: Col35S::AtPIN1 9 11. Rechts:

Col35S::AtPIN1 7_1.
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In den Linien 6_1, 9 11 und 9_9 wurde bei einigen Pflanzen dhnliche Defekte wie bel pinl-
Mutanten beobachtet. Die Veranderungen traten frihestens ab der 5. Woche auf und betrafen
nicht die gesamte Pflanze, sondern nur einzelne Blatter bzw. Seitentriebe und deren Bliten.
Die Blatter waren teillweise fasziiert, wiesen verdickte Blattadern auf, die
Hauptinfloreszenzen zeigten, bei wiltypartigem Wachstum, pinl-formige Enden (s. Abb. 8).
Innerhalb der untersuchten Linien war der Anteil der betroffenen Pflanzen variabel.

Diese vereinzelt auftretenden phanotypischen Verénderungen deuten jedoch nicht auf Effekte
durch ectopisch exprimiertes AtPIN1 hin, da Enk(p1)35S.: AtPIN1-Pflanzen keinen derartigen
Phanotyp zeigen. Eine mdgliche Erkléarung koénnte sein, dal3 hier die Trandation sowohl der
exogenen-, als auch der endogenen AtPIN1-mRNA durch PTGS (post transcriptional gene
silencing) unterbunden wurde. PTGS kann in der spéateren Pflanzenentwicklung auftreten, ist
positiv abhdngig von der Transkriptmenge und mufd nicht die ganze Pflanze bzw. alle
Pflanzen einer Population betreffen (zur Ubersicht Vaucheret et al., 1998).

Abb.8: 10 Wochen ate Col35S::AtPIN1-Pflanzen der Linien 6 1 und 9 11. Columbia-Wildtyp /
Col35S::AtPIN1 6 1 / Col35S::AtPIN1 9 11 (A). Col35S::AtPIN1 9 11 mit phéanotypischem pinl-Anteil
(nackte Infloreszenzspitze, s. Pfeile) (B).
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Die Integration einer T-DNA in ein Gen kann zu loss of function-Mutationen fihren. Diese
sind meist rezessiv, d. h. heterozygote Pflanzen zeigen keine Defekte. Demgegeniber sind die
inserierten Gene, bzw. cDNA unter Kontrolle des CaMV35S-Promotors meist dominant, d. h.
heterozygote Pflanzen weisen den durch das Transgen hervorgerufenen Phanotyp auf.

Um relativ sicher ausschlieflen zu konnen, dal3 das gestorte Wurzelwachstum bel
35S AtPIN1-Pflanzen nicht durch einen Gen-knock out verursacht wurde, wurden
homozygote Pflanzen der Linien 6 1, 7 1, 9 9 und 9 11 gegen Col-0 Wildtyp-Pflanzen
gekreuzt. Die heterozygoten Nachkommen zeigten, mit Ausnahme von Keimlingen der Linie
7_1, ale ein gestortes Wurzelwachstum (s. Abb. 9). Daher kann angenommen werden, dal3

der Phéanotyp auf ectopische AtPIN1-Expression zurtickzufUhren ist.

Abb. 9. 7 d ate Keimlinge der Kreuzung (F1-Generation) Columbia-Wildtyp
(weiblich) mit Col35S::AtPIN1 6_1 (mannlich). Links Columbia-Wildtyp. Mitte
Columbia-Wildtyp x Col35S;: AtPIN1 6_1. Rechts Col35S;: AtPIN1 6_1.
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3.1.7 Southern-Blot-Analysen der Enk(p1)35S::AtPIN1- und Col35S:: AtPIN1-Pflanzen

Da die Enk(p1)35S.: AtPIN1-Pflanzen aus einer Suspensionskultur regeneriert wurden und ein
transgener Kallus zu zwei oder mehr genetisch identischen, regenerierten Pflanzen fihren
koénnte, sollte durch Southern-Blot-Analyse die Unabhéngigkeit der Insertionsereignisse
Uberprift werden. Weiterhin wurde die T-DNA-Kopienzahl der 4 verwendeten, homozygoten
Col35S:AtPIN1-Linien (6_1,7 1,9 9und 9 _11) ermittelt.

Die genomische DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Dral und Sspl verdaut. Zur
Detektion des AtPIN1-spezifischen Signals wurde die elektrophoretisch aufgetrennte,
filtergebundene DNA mit einem 497 bp Fragment der AtPIN1-cDNA (bp 699-1002)
hybridisiert (Gélweller et al., 1998). Das AtPIN1-Gen konnte nach Dral-Verdau bei einer
Grofee von etwa 2,7 kb und nach Sspl-Verdau bel einer GrofRe von etwa 3,5 kb in alen
untersuchten Pflanzenlinien detektiert werden (s. Abb. 10).

In den Enk(pl)35S::AtPIN1-Linien 2 und 3 konnte zusétzlich zum Signal des endogenen
AtPIN1 jeweils eine Bande detektiert werden, die mit der 35S:: AtPIN1-Insertion korreliert (s.
Abb. 10): in der Linie 2 bei etwa 3,4 kb (Dral) und 3,7 kb (Sspl), in der Linie 3 bei etwa 3,4
kb (Dral) und 7 kb (Sspl).

In den Col35S:AtPIN1-Linien 6 1, 7 1 und 9 11 konnten zusdtzlich zum Signal des
endogenen AtPIN1 jeweils zwei zusétzliche Banden detektiert werden, die mit der
35S: AtPIN1-Insertion korrelierten (s. Abb. 10). In der Linie 6_11 bei etwa 3,4 kb/3,5 kb
(Dral) und 5,5 kb/6 kb (Sspl), in der Linie 7_1 bei etwa 2,8 kb/3,2 kb (Dral) und 5 kb/8 kb
(Sspl) und in der Linie 9 11 bei etwa 2,3 kb/3,2 kb (Dral). Dies &3 darauf schlief3en, dald die
Linien 6 1, 7 1 und 9 11 jeweils mindestens zwel T-DNA-Insertionen aufweisen, die in
unterschiedlichen genetischen Loci vorliegen. In Linie 9 9 wurde eine zusétzliche Bande
detektiert (s. Abb. 10): 3,2 kb (Dral) und 5 kb (Sspl). Es kann davon ausgegangen werden,

dal3 es sich um eine Einzelkopienlinie handelt.
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Abb. 10: Southern-Blot-Analyse der homozygoten 35S.: AtPIN1-Pflanzen sowie Enkheim (Enk) und Columbia
(Cal) Kontrollen. Je 1 ng genomischer DNA wurde mit den angegebenen Enzymen verdaut, in einem 1 %igen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Die Hybridisierung erfolgte

mit einem 497 bp AtPIN1-cDNA-Fragment.
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3.1.8 Zeitliche Auflésung des gravitropen Wurzelwachstums

Zur genaueren Charakterisierung der gravitropen Defekte durch ectopische AtPIN1-
Expression wurde bel verschiedenen Pflanzenlinien der zeitliche Verlauf der Neuorientierung
der Wurzelspitze nach Anderung des Schwerkraftvektors untersucht. 4 d alte Keimlinge von
einer Enk(pl)35S.:AtPIN1-Linie (2) und 2 Col35S:AtPIN1-Linien mit stark agravitropen
Wurzelwachstum (6_1 und 9 11) wurden auf vertikal ausgerichteten Agar-Platte durch eine
90°-Drehung gravistimuliert und der Verlauf des Wurzelwachstums aufgezeichnet (s. 2.9.1).
Die Wildtyp-Kontrollen in den verschiedenen Okotypen reagierten nach 1 h mit um 14° bzw.
24° gekrimmten Wurzelspitzen deutlich auf die Anderung des Schwerkraftvektors, nach etwa
6 h war die Neuorientierung anndhernd abgeschlossen (s. Abb. 11). Die Keimlinge der
Enk(p1)35S.: AtPIN1-Linie zeigten eine deutliche Verzégerung des Wurzelwachstums auf den
Gravistimulus und nach 6 h keine Parallelitdt zum Schwerkraftvektor (s. Abb. 11). Die
Wurzel spitzen von Pflanzen der Col35S:: AtPIN1-Linien 6 1 und 9 11 zeigten nach 6 h keine
signifikante Anderung der Orientierung (s. Abb. 11).

Durch ectopische AtPIN1-Expression ist die Anderung des Wurzelwachstums durch
gravitrope Stimuli drastisch verlangsamt, nicht aber vollstandig aufgehoben (vgl. dazu auch
Abb. 7).
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Linie Kridmmungnach 1 h  Krimmung nach 4h  Anzahl (n)
[°] [°]

Col 143+ 2,6 59,3+4,0 10
Col35S::AtPIN1, 6 1 01+53 45+ 10,5 10
Col35S::AtPIN1, 9 11 3,8+£9,6 38+ 27,2 8
Enk 23,6+9,6 64,9+ 9.3 10
Enk(p1)35S:: AtPIN1, 6,6 + 8,8 431+21,1 10
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Abb. 11: Zeitliche Auflésung der Wurzel spitzenkriimmung verschiedener Pflanzenlinien nach 90°-Drehung der
Agar-Platte. Oben: Tabellarische Ubersicht tiber die mittlere Kriimmung der Wurzel spitzen nach 1 h und nach 4 h.
Unten: Graphische Darstellung der Wurzel spitzenkriimmung von Keimlingen der einzelnen Linien. Aufgetragen
ist der Winkel zwischen Wurzel spitze und der Horizontalen gegen die Zeit.
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3.1.9 Western-Blot-Analyse

Phanotypische Anderungen durch ectopische AtPIN1-Expression wurden vor alem in
Wurzeln gefunden und waren in unterschiedlichen Linien verschieden stark ausgeprégt. Um
zu kléren, ob die AtPIN1-Proteinmenge mit der Stérke der Stérung des gravitropen
Wurzelwachstums korreliert, wurde die Expression in mikrosomalen Proteinfraktionen aus 4
Wochen aten Wurzelkulturen durch Westernblot-Analyse untersucht.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 12 3 4 56 7
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Abb. 12: Western-Blot-Analyse von Enk(pl)35S::AtPIN1- und Col35S::AtPIN1-Linien. Jeweils 20 ng
mikrosomaler Proteine aus Wurzeln wurden aufgetragen. Die Proteine wurden Gber SDS-PAGE aufgetrennt
und auf PVDF-Membran transferiert. Es wurde polyklonaler, affinitétsgereinigter anti-AtPIN1-Antikorper
verwendet. Die Detektion erfolgte durch Chemieluminiszens Uber einen Peroxidase-gekoppelten sekundéren
Antikoérper. Abgebildet sind 3 verschiedene Expositionszeiten des Blots gegen Film (30 Sekunden, 5 Min und
45 Min). Aufgetragen sind: Col (1), Col35S::AtPIN1 7_1 (2), Col35S::AtPIN1 6_1 (3), Col35S::AtPIN1 9 11
(4), Enk (5), Enk(p1)35S:: AtPIN1-Linie 2 (6), Enk(p1)35S::AtPIN1-Linie 3 (7).

Das Hauptsignal konnte bel einer apparenten molekularen Masse von ca. 66 kDa detektiert

werden, was gut mit dem errechneten Molekulargewicht fir AtPIN1 von 67 kDa korreliert

(Gélweller et al., 1998). Bel langerer Expositionszeit wurde eine weitere Bande bei ca. 45

kDa detektiert, die wahrscheinlich ein AtPIN1-Degradationsprodukt darstellt. Nach langerer

Expositionszeit konnte das AtPIN1-spezifische Signal in Col35S:AtPIN1 7_1 und den
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Columbia- und Enkheim-Wildtypen detektiert werden, wobei die AtPIN1-Expression in
Col35S::AtPIN1 7_1 nur geringflgig starker ist as in der Columbia-Wildtyp-Kontrolle (s.
Abb. 12).

Ein Vergleich der Columbia-Linien zeigt, dal3 die Stérung des Wurzelwachstums mit der
Menge an AtPIN1 zu korrelieren scheint: Eine geringfugig erhdhte AtPIN1-Expression in
Linie 7_1 fuhrt zu keinen deutlichen Verdnderungen, wahrend stark erhéhte Expression in der
Linie 9_11 in stark gestértem gravitropen Wurzelwachstum resultiert (vgl. Abb. 7 und 11 mit
Abb. 12). Fur Enk(p1)35S.: AtPINL1 trifft dies nicht zu: In Wurzeln der Linie 2 und 3 ist die
AtPIN1-Expression stark erhoht, der Gravitropismusdefekt in Linie 2 ist dagegen schwécher
alsin den Col35SAtPIN1-Linien 6 1 und 9 11 (s. Abb. 11).

3.1.10 Lokalisierung von ectopisch exprimiertem AtPIN1 in Wur zelspitzen

In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dal3 die ectopische AtPIN1-Expression
zu deutlichen phanotypischen Anderungen des Wurzelwachstums fiihrt. Daher sollte durch
immuncytochemische whole mount-Analysen untersucht werden, ob die gewebespezifische
und intrazellulare AtPIN1-Lokalisierung in Wurzelspitzen von Enk(p1)35S:AtPIN1- und
Col35S:: AtPIN1-Keimlingen verdndert ist.

In Wurzelspitzen von Wildtyp-Keimlingen ist AtPIN1 in den Zellen der Stele, des Perizykel
und der Endodermis vornehmlich am apikalen Ende lokalisiert, wobel ein schwéacheres Signal
im lateralen Plasmalemma gefunden wurde (s. Abb. 13 C/D).

In Wurzelspitzen von Enk(pl)35S::AtPIN1- und Col35S:AtPIN1-Pflanzen wurde in den
genannten Zellen dieselbe AtPIN1-Lokalisierung gefunden. Zusédtzlich konnte AtPINI1-
Fluoreszenz in der Wurzelhaube, der Epidermis und in Rindenzellen detektiert werden. In
diesen Zelltypen wurden die Signale vornehmlich am apikalen (unteren) Ende der Zellen
detektiert, wobel es bis zu 1/3 der Zelllange an den Langsseiten lokalisiert sein konnte. Es
wurde nicht am basalen Zellende detektiert (s. Abb. 13 A/B).

Die starke AtPIN1-Uberexpression (vgl. Abb. 12) hat offensichtlich keinen EinfuR auf die
intrazelluldre Lokalisierung: Das Protein wurde vor allem im basalen Bereich der

Plasmamembran detektiert, auch in Zellen, die kein endogenes AtPIN1-Protein aufweisen.
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Wildtyp 35S :AtPIN1

50 um
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10 um
10 um

10 um

Abb. 13: AtPIN1-Lokalisierung in Wurzelspitzen von 4 Tage alten Pflanzen mit polyklonalem affinitétsgereinigtem
anti-AtPIN1-Antikoérper. Die Detektion erfolgte mit FITC-gekoppelten Sekundérantikorpern mittels konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie. AtPIN1 in Columbia-Wildtyp (A), darunter ist ein vergroRerter Ausschnitt (B)
abgebildet. AtPIN1 in Col35S:: AtPIN1-Linie6_1 (C), darunter ist ein vergroRerter Ausschnitt (D) abgebildet. AtPIN1
in Col35S:: AtPIN1-Linie6_6 (E). Der rétliche Hintergrund wurde mit einem TRITC-Filter aufgenommen, das griine
AtPIN1 Signal mit einem FITC-Filter. Anschlief3end wurden die Bilder Uberlagert. (F) Schematische Darstellung der
A .thaliana-Wurzel spitze mit Kennzeichnung der verschiedenen Zelltypen. St: Stele; Pe: Perizykel; En: Endodermis;
Ri: Rindenzellen; Ep: Epidermis; Wh: Wurzelhaube; Rz: Ruhendes Zentrum; Ci: Columella-Initialen; C1-3:
Columella Zellschichten 1 bis 3.
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3.1.11 AtPIN2-Lokalisierungin Wurzelspitzen von Enk(p1)35S:: AtPIN1- und
Col35S:: AtPIN1-Pflanzen

Die Homologie der Mitglieder der AtPIN-Genfamilie untereinander ist sehr hoch, so dal3 nicht
ausgeschlossen werden kann, dai die Uberexpression von AtPIN1 zu einem Gen-silencing
anderer AtPIN-Gene gefuihrt haben konnte. Von den 4 bislang charakterisierten Mutanten
fuhren nur Mutationen im AtPIN2-Gen zu stark gravitrop gestértem Wurzelwachstum (Mdller
et al., 1998). Daher sollte in Wurzelspitzen von Enk(p1)35S:: AtPIN1- und Col35S : AtPIN1-
Keimlingen immuncytochemisch die Expression und Lokalisierung von AtPIN2 untersucht
werden (Antikorper s. 2.1.7.4).

In Wildtyp-Kontrollen wurden neben der bereits beschriebenen AtPIN2-Expression in
Rindenzellen und Epidermiszellen (MUller et al., 1998) zum ersten Ma auch Signale in den
weiter oben gelegenen Zellen der Wurzelhaube am basalen (oberen) Zellende detektiert. In
Promotor-GUS-Analysen wurde in diesen Zellen AtPIN2-Promotor-Aktivitét nachgewiesen
(A. Mdller, personliche Mitteilung). In Epidermis-Zellen ist AtPIN2 ebenfalls basa
lokalisiert, wahrend es in Zellen der Rinde am entgegengesetzten, apikalen (unteren) Ende
lokalisiert (s. Abb. 14). In Wurzelspitzen von Enk(pl)- und Col35S:: AtPIN1-Pflanzen wurde
AtPIN2 in den gleichen Zelltypen und mit gleicher intrazelluldrer Verteilung detektiert (s.
Abb. 15). Die beobachtete Signalstérke war vergleichbar mit der in Wildtyp-Keimlingen.

Das gravitrop gestorte Wurzelwachstum in AtPIN1-tberexprimierenden Pflanzen kann aso
nicht durch Gen-silencing oder eine Mislokalisierung von AtPIN2 erklart werden.

Falt man 3.1.10 und 3.1.11 zusammen, so ist festzustellen, dal’ ectopisch exprimiertes
AtPIN1 in Wurzelspitzen immer am apikalen Zellende lokalisiert ist, wohingegen AtPIN2, je
nach Zelltyp, sowohl basal as auch apikal vorliegt.
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Abb. 14: AtPIN2-Lokalisierung in Wurzelspitzen von 5 d alten Columbia-Keimlingen. Als Erstantikdrper wurde
ein polyklonaler, affinitétsgereinigter anti-AtPIN2-Antikorper verwendet. Die Detektion erfolgte mit FITC-

gekoppelten Sekundarantikdrpern und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie. Links: Wurzelspitze.
Rechts: VergroRerter Ausschnitt. Bezeichnung der Zelltypen s. Abb. 13.

Abb. 15: AtPIN2-Lokalisierung in Wurzelspitzen von 5 Tage alten Col35S::AtPIN1 9 11-Keimlingen. mit
polyklonalem affinitatsgereinigtem anti-AtPIN2 Antikorper. Die Detektion erfolgte mit FITC-gekoppelten
Sekundérantikdrpern und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie. Links: Optischer Schnitt durch die
Mitte der Wurzel spitze. Rechts: Vergrofierte Ansicht. Der optischer Schnitt erfolgte in Héhe der Epidermis.
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3.1.12 Auxinverteilung in Wurzelspitzen von Enk(p1)35S:: AtPIN1 und Col35S:: AtPIN1-

Pflanzen und pinl-1-Mutante

Die Detektion von freiem Auxin auf zellularer Ebene ist bisher nicht moglich. Durch
Aktivitatsmessungen des synthetischen, auxininduzierbaren Promotorelements (ODR5) kann
die Auxinmenge indirekt detektieren werden. Dieses Promotorelement besteht aus 7
hintereinander angeordneten Nukleotidsequenzen (TGTCTC) aus dem Promotor des
auxininduzierbaren GH3-Gens aus Sojabohne, fusioniert an den CaMV35S-Minimal promotor
und das Db-Glucuronidase Reportergen (GUS) (Ulmasov et al.,, 1997a).
M assenspektroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dal? die Expressionsstérke und das
lokale Maximum der DR5:: GUS-Aktivitét mit der tatsachlichen Verteilung von freiem Auxin
in der Wurzelspitze korrelieren (Casimiro et al., 2001; Bhalerao et al., 2002; Friml et al.,
2002b; Ottenschlé&ger, 2002).

Einbringung des DR5::GUS Reportergen-Konstrukts in Enk(pl)- und Col35S: AtPIN1-
Pflanzen sowie in die pinl-1-Mutante

3 Col35S:: AtPIN1-Linien (2 starke Uberexpressionslinien 6_1 und 9 11 und eine schwache
Linie 7 1) wurden mit einer ColDR5::GUS-Linie (Ottenschlager, 2002) gekreuzt. Als
Kontrollen dienten Kreuzungen von Columbia-Wildtyp- mit ColDR5::GUS-Pflanzen. Die

Untersuchungen wurden mit den F1-Pflanzen durchgefihrt.

Im Okotyp Enkheim lagen keine DR5::GUS-Pflanzen vor. Kreuzungen zwischen
verschiedenen A. thaliana-Okotypen sind aufgrund des Heterosiseffekts zu vermeiden
(Griffing und Scholl, 1991). Deswegen wurden 2 Enk(pl)35S.: AtPIN1-Linien (2 und 3) mit
dem bindren Vektor pGTVKAN-DR5::GUS durch Agrobakterien transformiert und deren
Nachkommen auf Kanamycinresistenz selektiert und vermehrt (im  folgenden
Enk(p1)35S:: AtPIN1/DR5::GUS). Als Kontrollen wurden Pflanzen transformiert, die fur die
pinl-Mutation heterozygot waren. Resistente DR5::GUS-Pflanzen mit einem Wildtyp-
Erscheinungshild wurden vermehrt. Zur Identifizierung von heterozygoten Linien wurde die
Segregation in pinl- und Wildtyp-Phanotypen untersucht. Nicht-segregierende Populationen
wurden as Wildtyp-Kontrollen verwendet (im folgenden EnkDR5::GUS). Segregierende
Populationen wurden verwendet, um DR5:: GUS-Pflanzen zu generieren, die fur das pinl-1-
Allel homozygot waren (im folgenden pinDR5::GUS). GUS-Analysen wurden auf Pflanzen
der T2-Generation mit je 4 Enk(pl)35S:AtPINI/DR5::GUS Linien sowie 3 heterozygoten
pinDR5::GUS- und 3 ENkDRS:: GUS-Linien durchgefihrt.
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Qualitative Analyse der DR5::GUS-Expression
Der qualitative Nachweis der GUS-Aktivitét erfolgte durch Umsetzen des Subtrats X-Gluc zu

dem blauen Indigo-Farbstoff. Die Sensitivitét dieser enzymatischen Reaktion kann durch die
Verlangerung der Inkubationszeit erhdht werden. Die GUS-Aktivitdt wurde in 5 bis 7 Tage
alten Keimlingen nach 3 bzw. 7 h Inkubationszeit untersucht.

Col35S: AtPIN1/DR5-GUS

Nach 3 Stunden Inkubationszeit konnte in ColDR5::GUS-Kontrollen eine GUS-Aktivitét im
Ruhenden Zentrum, den Columella-Initialen und den jeweils 2 mittleren Zellen der drei
Columella-Zellreithen  detektiert werden. Im  Vergleich dazu war ba 2
Col35S: AtPINZ/DR5::GUS Linien (6_1 und 9_11) eine zusétzliche schwache Farbung in den
aulleren Columella-Zellen sichtbar. Nach 7 Stunden Reaktionszeit war deutlich zu erkennen,
da3 die GUS-Fabung sich Uber ale Columella Zellen erstreckte, wéhrend in den
ColDR5::GUS-Kontrollen die detektierte DR5-Aktivitdt auf die beiden mittleren Zellen
beschrankt blieb. Zudem ist das Signal in Columélla-Initialen und in der ersten Columella-
Zellreihe erhoht. Eine zusétzliche Farbung war auferdem in den angrenzenden Zellen
festzustellen und erstreckte sich bis in die Wurzelhaube hinein (s. Abb. 16). Nach weiterer
Verlangerung der Reaktionszeit konnte eine Farbung in der Wurzelhaube, allerdings nur auf
einer Seite, detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Die schwach AtPIN1-lberexprimierende
Linie 7_1, wies keine Veranderungen auf (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 16: X-Gluc geférbte Wurzelspitzen verschiedener DR5::GUS-Keimlinge. Links: ColDR5::GUS Rechts:
Col35S:: AtPIN1/DR5::GUSLinie 9_11. Die Keimlinge waren 5 d alt, die Inkubationszeit mit X-Gluc betrug 7 h.
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Enk(p1)35S::AtPINL/DRS::GUS, pinDR::GUS und EnkDR5::GUS

In Wurzelspitzen von Enk(pl)35S:AtPINI/DRS::GUSKemlingen wurde im Vergleich zu
EnkDR5::GUS-Pflanzen eine verstarkte GUS-Farbung festgestellt. Nach 7  Stunden
Reaktionszeit wurde in Enk(pl)35S:AtPINL/DR5::GUSKeimlingen eine starke GUS-
Aktivitdt in der Wurzelhaube detektiert, vergleichbar der in Col35S:AtPINI/DR5::GUS
Keimlingen. Die Farbung war auch hier asymmetrisch verteilt, d. h. vornehmlich an einer
Seite der Wurzel. Diese Farbung konnte bis in die Elongationszone der Wurzel detektiert
werden.

Unterschiede in der GUS-Verteilung und -Intensitdét zwischen EnkDR5::GUS  und
pinDR5:: GUS-Keimlingen waren nicht feststellbar (s. Abb 17).

Zusammenfassend 1813 sich feststellen, dal3 eine Ausschaltung der AtPIN1-Funktion nicht die
korrekte Lokaliserung und Stdrke des Auxinmaximums in A. thaliana-Wurzelspitzen
beeinflut. Dem gegeniiber fiihrt die Uberexpression von AtPIN1 zu einer Verbreiterung und
Verstéarkung des Auxinmaximus in Columella und angrenzenden Zellen sowie zu einer

verstarkten Auxinakkumulation in Zellen der Wurzelhaube.

Enk pinl Enk(p1)35S:: AtPIN1

Abb. 17: X-Gluc geférbte Wurzelspitzen verschiedener DR5::GUS-Keimlinge. Links: EnkDR5::GUS Mitte:
pinDR5::GUS Rechts: Enk(pl)35S:AtPINLY/DR5::GUS. Die Keimlinge waren 5 d alt, die X-Gluc-
Inkubationszeit betrug 7 h.
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In vivo Untersuchung der Auxinverteilung in Wur zel spitzen von Col 35S; : AtPIN1-Pflanzen

In den durchgefihrten GUS-Farbungen an AtPIN1-Uberexprimierenden Keimlingen konnte
eine ungleich verteilte DR5-Aktivitét in der Wurzelhaube beobachtet werden. Die Beteiligung
von radial-asymmetrischen Auxingradienten am gravitropen Wurzelwachstum konnte bereits
gezeigt werden (Sabatini et al., 1999; Rashotte et al., 2001; Ottenschléger, 2002). Da die
GUS-Féarbung in Losung durchgefuhrt wird und somit die Information Uber die Orientierung
zum Schwerkraftvektor verloren geht, ist die DR5-Aktivitdt in der Wurzelhaube von
DR5:: GUS-Pflanzen bezuglich der Wurzelkrimmung nicht zweifelsfrei zu bestimmen.
Deshalb wurden Col35S:AtPIN1- mit ColDR5::GFP-Pflanzen (Ottenschléger, 2002)
gekreuzt. In diesen Pflanzen wird GFP (@reen fluorescent protein) anstatt GUS unter der
Kontrolle des DR5-Promotorelements exprimiert. Mittels konfokaler Laserscanning-
Mikroskopieist die DR5-Aktivitét als GFP-Fluoreszenz in vivo detektierbar.

Es wurden direkte Kreuzungsnachkommen (F1-Generation) analysiert. Die GFP-Fluoreszenz
wurde in 5 d aten Keimlingen untersucht, die auf vertikal ausgerichteten Objekttragern,
Uberschichtet mit Nahrmedium, angezogen wurden. Kreuzungsnachkommen der stark
AtPIN1-Uberexprimierenden Pflanzenlinien 6 1 und 9 11 zeigten ein gravitrop gestértes
Wurzelwachstum. In Zellen der Wurzelhaube konnte eine starke GFP-Fluoreszenz an der
Krimmungsinnenseite von Wurzelspitzen bis in die Zellstreckungszone detektiert werden,
nicht jedoch an der Auflenseite (s. Abb. 18). Die Kreuzungsnachkommen der schwach
AtPIN1-Uberexprimierenden Linie 7 1 zeigten im Vergleich zum Wildtyp keine
Veranderungen (Daten nicht gezeigt). Die GFP-Lokalisierung entspricht der
gewebespezifischen GUS-Farbung (vgl. Abb. 17).

Diese Beobachtungen zeigen, daR AtPIN1-Uberexpression zu einer asymmetrischen
Auxinverteilung fuhrt, wobel eine verstérkte DR5-Aktivitét an der Krimmungsinnenseite

gezeigt werden konnte.

65



Ergebnisse

Abb. 18: GFP-Fluoreszenz in Wurzelspitzen von 5 d alten, vertikal gewachsenen
DR5::GFP-Keimlingen. Links: ColDR5::GFP. Rechts: Col35S:: AtPINL/DR5:: GFP.
Die Aufnahmen wurden mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie angefertigt.
Das GFP-Signal erscheint grin. Der rétliche Hintergrund wurde durch Férbung der
Zellwande mit Propidiumiiodid erzeugt. Die Bilder wurden mit FITC bzw. TRITC
Filtern aufgenommen und Uberlagert.

3.1.13 Untersuchung der Seitenwurzelentwicklung in der pinl-1-Mutante und in
Enk(pl)- und Col35S:: AtPIN1-Pflanzen

Die oben dargestellten Ergebnisse (3.1.12) zeigen eine erhdhte Auxinkonzentration in
Wurzelspitzen von Col35S:: AtPIN1- und Enk(p1)35S:: AtPIN1-Keimlingen. Aus der Literatur
ist bekannt, dal3 exogen zugegebenes Auxin die Seitenwurzelinduktion stimuliert (Muday und
Hayworth, 1994)) und Mutanten mit erhthtem Auxinspiegel mehr Seitenwurzeln ausbilden
(Barlier et al., 2000). Dagegen fuhrt die Inhibierung des polaren Auxintransports (PAT) durch
NPA zu einer Reduktion der Seitenwurzelanzahl (Reed et al., 1998; Casimiro et al, 2001).
Deshalb wurde die Anzahl der Seitenwurzeln in AtPIN1-Uberexprimierenden Keimlingen
untersucht.

Es wurden 9 d dlte, vertikal auf Nahrmedium gewachsene Keimlinge analysiert. Dazu wurde
die Setenwurzeldichte bestimmt, d.h. die Gesamtzahl von Seitenwurzeln und
Seitenwurzel primordien (SWP) bezogen auf die jeweilige Wurzellange. Diese Relation wurde
verwendet, weil die Gesamtwurzellange stark variieren kann, die Primordien aber in
weitgehend konstanten Absténden voneinander initiiert werden.

Sowohl Columbia- und Enkheim-Wildtypkeimlinge, as auch pinl-1-Mutanten wiesen etwa
3,9 SWP je cm Wurzellange auf (s. Abb. 19). Dies bedeutet, dal3 der Ausfall der AtPIN1-
Funktion keinen Einflu® auf die Haufigkeit der Bildung von Seitenwurzeln hat.
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Die schwach AtPIN1-Uberexprimierende Linie 7 1 zeigte keine Veranderungen (3,9
SWP/cm). Keimlinge der starker AtPIN1-Uberexprimierenden Linien 9_11 (5,8 SWP/cm) und
6 1 (6,3 sw/cm) zeigten eine, im Vergleich zum Wildtyp um 53% bzw. 67% erhdhte
Seitenwurzeldichte. Ebenso zeigten die Enk(pl)35S:AtPIN1-Keimlinge der Linien 2 (6,1
SWP/cm) und 3 (5,5 SWP/cm) mit 54% bzw. 40% ebenfalls deutlich mehr SWP je cm
Wurzellange (s. Abb. 19).

Um festzustellen, ob ein veranderter polarer Auxintransport die erhdhte Seitenwurzeldichte
bewirkt haben konnte, wurden 9 Tage ate Keimlinge, die auf Nahrmedium mit 0,5 niM NPA
angezogen worden sind, untersucht. Bel dieser Konzentration des PAT-Inhibitors zeigten alle
Uberexprimierenden Linien eine dem Wildtyp vergleichbare Seitenwurzeldichte (s. Abb. 19).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dai eine AtPIN1-Uberexpression in Wurzeln zu einem
erhdhten polaren Auxintransport fuhrt. Dies bedingt einen erhdhten Auxinspiegel, der
wiederum eine verstérkte Induktion von Seitenwurzel primordien nach sich zieht.

Seitenwurzeln und Seitenwurzelprimordien in Wildtyp-,Col35S::AtPIN1 -,
Enk(pl)35S::AtPIN1-Pflanzen und pinl-1-Mutanten

-

SWP pro cm Wurzellange
n
il

- -+ -+ - - -+ - + NPA
Col Col35S::AtPinl Col35S::AtPinl1  Enk pinl-1 Enk(p1)35S::AtPIN1 Enk(pl)35S::AtPIN1
Linie 9_11 Linie 6_1 Linie 2 Linie 3

Abb. 19: Graphische Ubersicht der Seitenwurzeldichte, d. h. Seitenwurzelprimordien und Seitenwurzeln pro
cm Hauptwurzel von 9 Tage alten Keimlingen. Es wurden 11-13 Pflanzen je Linie ausgewertet. Unter den
MeRbalken ist angegeben, ob dem Medium 0,5nM NPA zugesetzt wurde (+) oder nicht (-).
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3.1.14 Untersuchung des polaren  Auxintransports in  Sprof3achsen  von
Enk(p1)35S:: AtPIN1-Pflanzen

pinl-Mutanten zeigen im Sprof3 einen deutlich reduzierten polaren Auxintransport (Okada et
al., 1991). Daher war die Frage zu klaren, ob durch AtPIN1-Uberexpression der PAT
verandert wird.

Hierfir wurde der Auxintransport in Sprof3achsen von Enk(pl)35S:AtPIN1-Pflanzen
gemessen. Von 28 bis 44 Tage aten Pflanzen wurden 2,5 cm lange Stengel segmente direkt
Uber der Rosette abgeschnitten und in umgekehrter Orientierung, d. h. mit dem apikalen Ende
des Segmentes in Lésungen mit Tritium-markiertem IAA getaucht. Dies entspricht der
physiologischen Orientierung des PAT vom Apex zu Basis. Nach Versuchsende wurde die
[*H]IAA-Akkumulation in den oberen (physiologisch betrachtet basdlen) 5 mm des
Stengel segments mittels Szintillationsmessung ermittelt (s. 2.6.1). Zur Bestimmung der 1AA-
Diffusion wurden Stengelsegmente in physiologischer Orientierung, d. h. mit dem basalen
Ende in der Losung, untersucht. Durch Diffusion konnte nach 16sttindiger Inkubation eine
Aktivitdt von 12 cpm gemessen werden - ein Wert, der im Vergleich zu ca. 1100 cpm durch
Transport bewirkt - vernachléssigbar gering ist.

Es konnte kein Unterschied zwischen den beiden Enk(p1)35S.: AtPIN1-Linien und Enkheim
Wildtyp in der Menge von polar transportiertem PH]IAA festgestellt werden (s. Abb. 20).
Gegeniiber pinl-Mutanten haben Enk(pl)35S:AtPIN1- und Enkheim-Pflanzen einen etwa
2,5-fach erhdhten Auxintransport (s. Abb. 20). Damit konnte gezeigt werden, dal3 in den
Enk(pl)35S:: AtPIN1-Pflanzen der Auxintransportdefekt der pinl-1-Mutation vollstandig
komplementiert wurde. Dies korreliert gut mit dem Wildtyp-Erscheinungsbild der
Enk(p1)35S:: AtPIN1-Linien in den oberirdischen Geweben.
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Polarer Auxintransport in Sprof3achsen von Enkheim-,
Enk(p1)35S::AtPIN1-und pinl-1-Pflanzen
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Abb. 20: Polarer Auxintransport in Stengelsegmenten von Enkheim-,
Enk(p1)35S:: AtPIN1-und pinl-1-Pflanzen. Die Versuchsdauer betrug 16 h. Neben
1,45 nM 1AA enthielt die Lésung 7,6 nM [*H]IAA. Dargestellt sind die MeRwerte
von zwei unabhingigen Versuchen. Uber den Balken ist die Anzahl der Stengel
angegeben. Diffusionsanteil: 11,7 = 1,1 cpm (n=4). Hintergrundstrahlung: 6,5 + 1,5
cpm (n=3).

Der PAT in Sprolachsen erfolgt mit einer Geschwindigkeit von ca. 5 bis 20 mm pro h
(Lomax et al., 1995). Bel einer Versuchsdauer von 16 h ist damit Séttigung erreicht, und es
kann nur die Akkumulation von transportiertem [*H]IAA bestimmt werden. Geringe
Geschwindigkeitsdifferenzen im PAT zwischen den Linien hatten somit nicht festgestellt
werden konnen. Es zeigte sich jedoch, dal3 bereits nach 2 h eine Aktivitéa von ca. 40 cpm
mefdar war, sowohl in Enk(pl)35S:AtPIN1- als auch in Enkheim-Stengelsegmenten. In
pinl-1-Mutanten wurde dem gegentiber kein PAT festgestellt (Daten nicht gezeigt).

In einem nachsten Schritt wurde untersucht, ob die ectopische AtPIN1-Expression die
Regulation des PAT beeinflu®t. Hierfir wurde die Sensitivitét des PAT gegentiber dem
Transportinhibitor NPA in Sprof3achsen von Enk(p1)35S:: AtPIN1-Pflanzen gemessen.

Eine Konzentration von 5 nM NPA fiuhrte zu einer Reduzierung des PAT in beiden
Enk(p1)35S.: AtPIN1-Linien um 78% (Linie 3), bzw. 80% (Linie 2). Wildtyp-Pflanzen zeigten
eine stérkere Inhibierung um 90%. Der PAT in Enk(pl)35S: AtPIN1-Stengelsegmenten war

gegenlber einer Inhibierung bel dieser NPA-Konzentrationen also weniger sensitiv (s. Abb.
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21). Eine weitere Erhdhung der NPA-Konzentration fuhrt zu einer deutlichen Abnahme des
PAT in alen untersuchten Pflanzenlinien. Bel einer Konzentration von 50 uM konnten
vergleichbar niedrige  [°H]IAA-Aktivitsten in  Enk(p1)35S:AtPIN1- und Enkheim-
Stengel segmenten gemessen werden (s. Abb. 21). In Sprof3achsen von pinl-Mutanten fihrte

bereits eine Konzentration von 5 nM NPA zu einer kompletten Inhibierung des PAT (Daten

nicht gezeigt).

Inhibierung des polaren Auxintransports durch NPA in Spro3achsen
Enkheim- und Enk(p1)35S::AtPIN1-Pflanzen
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Abb. 21: Graphische Darstellung der Inhibierung des PAT durch NPA in
Stengelsegmenten von Enk(p1)35S::AtPIN1- und Enkheim-Pflanzen. Aufgetragen
ist die Aktivitat von PH]IAA in Stengelsegmenten gegen die Konzentration von
NPA. Ein Datenpunkt reprasentiert 6 bis 8 Stengel segmente.

Col35S.: AtPIN1-Pflanzen konnten nicht betrachtet werden, da in dem fir die Untersuchung
relevanten Alter in allen, stark AtPIN1-Uberexprimierenden Linien pinl-artige, phénotypische
Veranderungen, die auf Kosupression hindeuten, auftraten.

Zusammenfassend ist festzustellen, dal3 NPA den PAT in einer konzentrationsabhangigen
Weise reduziert. Die AtPIN1-Uberexpression fiihrt zu einer verringerten Sensitivitat des PAT

gegenuber dem Inhibitor NPA.
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3.1.15 Lokalisierung von AtPIN1 in Sprof3achsen von Enk(p1)35S:: AtPIN1-Pflanzen

Da eine verdnderte Regulation des PAT in AtPIN1-Uberexprimierenden Pflanzen festgestellt
werden konnte (s. 3.1.14), wurde die Expresson und Lokaliserung von AtPIN1 in
Sprof3achsen untersucht.

Die Stengelsegmente wurden zunéchst von den fur die PAT-Messungen verwendeten
Pflanzen isoliert und fixiert. Anschlieflend wurden 8 bis 12 mm starke Langsschnitte
angefertigt und mit einem polyklonalen anti-AtPIN1-Antikorper (s. 2.4.1) inkubiert. In
Préparaten von Enkheim-Wildtyp-Pflanzen wurden ausschliefdlich Signale am basalen Ende
von Xylem-Parenchym-Zellen und Zellen des Cambiums detektiert (s. Abb. 22). In
Enk(pl)35S.: AtPIN1-Pflanzen wurden zusdtzliche AtPIN1-spezifische Signale in allen
untersuchten Zellen detektiert, wobei AtPIN1 stets am basalen Ende der Zellen lokalisierte (s.
Abb. 23).

Damit konnte nachgewiesen werden, dald die ectopische Expression von AtPIN1 in
SprolRachsen und die Anderungen des PAT in Enk(pl)35S:AtPIN1-Pflanzen (s. 3.1.14)
korrelieren. Dartber hinaus ist AtPIN1 sowohl in Wurzelspitzen (s. 3.1.11) as auch in
Sprof3achsen am unteren Zellende lokalisiert, auch in den Zellen, in denen kein endogenes
Protein exprimiert wird. Daher liegt die Vermutung nahe, da3 die AtPIN1-Lokalisierung
unabhéngig vom Zédlltyp ist und durch Protein intrinsische Faktoren bestimmt wird.

Abb. 22: Lokalisierung von AtPIN1 in SproRachsen von A. thaliana Okotyp-Enkheim durch mikroskopische
Aufnahmen immuncytochemisch markierter Stengellangschnitte. Verwendet wurde ein  polyklonaler,
affinitdtsgereinigter anti-AtPIN1-Antikorper. Zur Detektion wurde ein Alexad488-markierter-Sekundérantikorper
eingesetzt. Links: Fluoreszenzaufnahme. Rechts: Hellfeldaufnahme.
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Abb. 23: Lokalisierung von AtPIN1 in A. thaliana Enk(p1)35S:AtPIN1-Sprof3achsen. Mikroskopische
Aufnahmen immuncytochemisch markierter Stengelléngschnitte. Oben: Schnitt durch die Mitte. Unten: Schnitt in

Hohe der Rinde: Zu sehen sind vornehmlich Rindenzellen. Jeweils rechts sind die entsprechenden
Hellfeldaufnahmen abgebildet.
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3.1.16 Phanotypische Analyse von etiolierten Keimlingen

Die Flavonoid-Biosynthese wird durch Lichteinwirkung aktiviert; Flavonoide kénnen, wie
auch NPA, den PAT inhibieren (Jacobs und Rubbery, 1988). Die Wirkung dieser
moglicherweise veranderten Regulation des Auxintransports wurde in  AtPINI1-
Uberexprimierenden, etiolierten Keimlingen untersucht.

Unter Lichtausschlul angezogene, 5 d alte Keimlinge der Col35S.: AtPIN1-Linien (9 11 und
6 1) zeigten schraubenférmig gewachsene Hypokotyle, wobel die Basis im Vergleich zum
Apex dstérker gewunden war (s. Abb. 24). Im Vergleich zu Columbia= und Enkheim-
Kontrollkeimlingen wurden bei Keimlingen der Enk(pl)35S.:AtPIN1-Linien (2 und 3)
geringere und in Keimlingen der schwach AtPIN1-Uberexprimierenden Linie 7_1 keine

phanotypischen Anderungen beobachtet (s. Abb. 24).

Abb. 24: Keimungsphanotypen etioliert angezogener Col35S:: AtPIN1-Pflanzen. Die Keimlinge wuchsen 5 Tage
vertikal auf ARA-Festmedium. Links: Col35S::AtPIN1-Linie 6 1. Mitte: Col35S::AtPIN1-Linie 9 11 /
Columbia-Wildtyp. Rechts: Columbia-Columbia-Wildtyp.

Etiolierte, 3 Tage ate Keimlinge wurden durch Rotation um 90° gravistimuliert und die
Krimmung der Hypokotyle nach einem weiteren Tag gemessen. Es konnten keine
signifikanten Abweichungen der AtPIN1-Uberexprimierenden Pflanzenlinien von den
Wildtyp-Kontrollen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Dies konnte auf einen
Unterschied in der Graviperzeption zwischen Hypokotyl und Wurzel hindeuten, da die
Wurzeln von AtPIN1-tUberexprimierenden Pflanzen - im Gegensatz zu den Hypokotylen -
einen deutlich agravitropen Wuchs zeigen.
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3.2 Induzierbare AtPIN1-Expression im homologen System

Die Anayse von pflanzlichen Proteinen im homologen System mittels konstitutiver
Uberexpression erweist sich mitunter als problematisch, da das eingefiihrte Gen (iber den
gesamten Lebenszyklus der Pflanze aktiv ist. Demgegentiber bietet ein induzierbares System
den Vorteil, die Expression des Transgens auf bestimmte Zeitpunkte oder auch Organe zu
beschranken, so dal3 phéanotypische Anderungen im Vergleich zu nicht-induzierten Pflanzen

spezifischer untersucht werden kénnen.

Es wurde ein durch Glucocorticoide induzierbares Expressionssystem verwendet (Aoyama
und Chua, 1997). Es besteht aus dem chiméren, kongtitutiv exprimiertem Aktivatorgen GVG;
das eine Fusion aus der Hormon-Bindungsdoméane (HBD) des Glucocorticoidrezeptors der
Ratte, dem Transkriptionsfaktor GAL4 aus Hefe sowie dem Transaktivator VP16 aus Herpes
smplex darstellt. Das zu exprimierende Gen steht unter der Kontrolle der GALA4-
Bindungsdomane, fusioniert an den CaMV35S-Minimalpromotor. Im inaktiven Zustand liegt
GVG im Cytoplasma vor. Die Bindung der Chaperone HSP90 und HSP70 an die HBD
verhindert die komplette Faltung des Proteins. Bei Glucocorticoid-Bindung (hier verwendet:
Dexamethason) dissoziieren HSP90/70 vom Komplex wéahrend GVG durch die nukledre
Erkennungssequenz der HBD in den Zellkern trandoziert wird, wo es an die GAL4-

Bindungsdoméne bindet und die Transkription des Gens initiiert.

3.21 Herstellung despTA::AtPIN1-Konstrukts

Die AtPIN1-cDNA wurde aus dem Plasmid pBlueskript 11 SK(-) durch EcoRI/Kpnl-Verdau
isoliert und in den Vektor pUC120 ligiert. Dieses Konstrukt wurde zunachst EcoRI und
anschlief¥end — nach Auffillen der Uberhdngenden Enden durch T4-DNA-Polymerase - mit
Xbal verdaut. Der bindre Pflanzenvektor pTA7002 (Aoyama und Chua, 1997) wurde mit
Xhol verdaut, die Uberhéngenden Enden wurden durch T4-DNA-Polymerase aufgefillt, Spel
geschnitten und mit dem AtPIN1-Fragment ligiert. Mit diesem pTA7002- AtPIN1-Konstrukt

wurden Agrobakterien transformiert und selektiert.
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Xhol aufgefiillt Xhol Smal  Xbal/Spel

T3

EcoRI|1 aufgefillt Kpnl  BamHlI

RB |:|—355 GVG |E9 [ pNOS| Hyg | PA Hexuas|TATA AtPIN1cDNA

Abb. 25: Schematische Darstellung des pTA7002-AtPIN1-Konstrukts. Eingezeichnet sind neben dem chiméren
Aktivatorgen (GVG), das Hygromycinphosphotransferase-Gen (Hyg) und der 6-fachen GAL4-Bindungsdoméane
(6XUAS) fusioniert mit dem CaMV35S-Minimalpromotor (TATA), die nach Integration ins pflanzliche Genom
flankiernden Bereiche RB (right border) und LB (left border).

3.2.2 Transformation und Selektion von ColpTA::AtPIN1-Pflanzen

A. thaliana-Pflanzen des Okotyps Columbia wurden mit dem Vektorkonstrukt pTA7002-
AtPIN1 durch Agrobakterien transformiert und zur Samenreife gebracht. 17 Keimlinge der
T1-Generation wurden auf Hygromycin-Resistenz selektiert und zur Samenreife gebracht (im
weiteren als ColpTA::AtPIN1 bezeichnet).

Da durch unterschiedliche Insertionsorte der T-DNA die AtPIN1-cDNA verschieden stark
exprimiert wird, wurde auf eine starke phanotypische Anderung durch Dexamethason-
Induktion selektiert. Hierzu wurden die Samen der T2-Generation auf Medium mit und ohne
1 nM Dexamethason ausgelegt. Bel den Linien 1, 8 und 17 konnten deutliche Unterschiede
zwischen induzierter und nicht-induzierter AtPIN1-Expression beobachtet werden: Es trat
eine verzogerte Keimung auf, die Pflanzen blieben kleiner, blichen aus und zeigten hohe
Lethalitdt (s. auch 3.2.4). Kontroll-Keimlinge, die auf Medium ohne Dexamethason
angezogen wurden, zeigten keine Veranderungen und Wildtyp-Keimlinge waren in ihrem
Habitus durch Dexamethason nicht beeintréchtigt. Somit scheinen die beobachteten Defekte
auf einer induzierten Expresson zu beruhen und nicht auf toxischen Dexamethason-
Wirkungen oder durch einen Gen- knock out.

Zur Isolierung homozygoter Pflanzen wurden die 3 Linien auf Hygromycin-Resistenz
untersucht: Die Linien 1 und 8 segregierten anndhernd im Verhdltnis 3:1, und Linie 17
segregierte 14:1, was auf mehr a's eine unabhangig segregierende T-DNA Insertion schlief3en
lalkt. Jeweils 12 resistente T2-Pflanzen pro Linie wurden vermehrt und deren Nachkommen
(T3-Generation) erneut auf Hygromycin-Resistenz untersucht. Die Nachkommen der Linien 1
und 8 segregierten entweder im Verhaltnis 3:1 oder waren vollstandig resistent, wahrend die

Nachkommen der Linie 17 in einem hoheren Verhdltnis segregierten. Fur die weiteren
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Analysen wurden die homozygoten Nachkommen der Linien 1 und 8 sowie die Hygromycin-

resistenten Nachkommen der Linie 17 verwendet.

3.2.3 Western-Blot-Analysen

Zur Untersuchung der induzierbaren AtPIN1-Uberexpression wurden Blétter von 8 Wochen
alten Pflanzen fur 24 h in flissgem ARA-Medium mit bzw. ohne 1 nmM Dexamethason
inkubiert. Als weitere Kontrolle wurden frisch geerntete Blétter von Wildtyp-Pflanzen
verwendet. Die mikrosomale Proteinfraktion wurde mittels Western-Blot-Analysen
untersucht. In alen 3 Linien sind bei Dexamethason-Behandlung deutliche, AtPIN1-
spezifische Signale zu detektieren. Neben der Hauptbande bei einem apparenten
Molekulargewicht von ca. 66 kDa konnte ein weiteres Signal bel ca. 45 kDa detektiert
werden, das wahrscheinlich ein Abbauprodukt von AtPIN1 darstellt. Es kénnen keine
Unterschiede in der induzierten AtPIN1-Menge festgestellt werden. In mikrosomalen
Fraktionen nicht-induzierter Blétter, sowie bel Blétern von Wildtyp-Pflanzen, konnte auch
nach verlangerter Expositionszeit des Blots keine AtPIN1-Expression nachgewiesen werden
(s. Abb. 26).

kDa 1 2 3 4 5 6 7
97,4
663 — - . -
450 = W — -
31,0 =——
215 —
+ = = + - + - Dex

Abb. 26: Western-Blot-Analyse der durch Dexamethason induzierbaren AtPIN1-
Expression in Bléttern von ColpTA::AtPIN1-Pflanzen der T3-Generation.
Jeweils 60 ng mikrosomaler Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und
auf PVDF-Membran transferiert. Es wurde polyklonaler affinitatsgereinigter
anti-AtPIN1-Antikérper  verwendet. Die  Detektion erfolgte  durch
Chemilumineszenz durch Peroxidase-gekoppelte, sekundére Antikdrper. In den
Spuren wurde aufgetragen: Linie 17 induziert (1), nicht-induziert (2). Linie 1
nicht-induziert (3), induziert (4); Linie 8 nicht-induziert (5) und induziert (6);
Columbia-Wildtyp nicht-induziert (7).

76



Ergebnisse

3.24 Phanotypische Charakterisierung

Zur Analyse der phanotypischen Anderungen wurden Samen der Pflanzenlinien 1, 8 und 17
(T3-Generation) auf Medium mit verschiedenen Dexamethason-K onzentrationen (0,1 M und
1,0 mM) ausgelegt. Nach 10 d zeigten sich deutliche Stérungen des Pflanzenhabitus in den
Dexamethason-behandelten Linien, wobei die Dexamethason-Konzentration keinen Einflul®
auf die Auspragung der phanotypischen Anderungen hatte (nicht gezeigt). Bei Pflanzen der
Linien 8 und 17 waren Hypokotyl und Wurzel deutlich verkirzt. Nach 10 d waren die
Keimbléatter ausgebildet, wahrend nicht-Dexamethason-behandlten Keimlingen bereits 4 bis 6
Rosettenblatter zeigten (s. Abb. 27). Bei Keimlingen der Linie 1 waren die Defekte stérker
ausgepragt: Dexamethason-behandelte Keimlinge waren im Vergleich zu denen der Linien 8
und 17 kleiner und die Keimbl&tter nicht getffnet (s. Abb. 27). Nach 5 d waren bereits einige
Keimlinge abgestorben.

ColpTA::AtPIN1 ColpTA::AtPIN1 ColpTA::AtPIN1
Col Liniel Linie8 Liniel7

ohne Dex

mit Dex

Abb. 27: Phanotyp-Analyse von Keimlingen der ColpTA::AtPIN1-Pflanzen durch Dexamethason-induzierte
AtPIN1-Expression. Keimlinge wurden auf Medium ohne bzw. mit Dexamethasone (Dex) 10 d angezogen.

Da die Anzucht auf Dexamethason-hatigem Medium zu keimlingslethalen Phanotypen
fuhrte, wurde die induzierte AtPIN1-Uberexpression in &lteren Pflanzen untersucht. Auf 25 d
ate Pflanzen wurde ale 3 bis 4 d ein 30 M Dexamethason-haltiges Aerosol appliziert.
Kontrollpflanzen wurden mit der entsprechenden Losung ohne Dexamethasone behandelt.
Nach 3 Wochen waren erste Verdnderungen zu erkennen: Die Dexamethason-behandelten
Pflanzen waren etwas blasser, zeigten aufwértsgerichtete Blattspitzen und [6ffelférmig
eingebogene (hyponastische) Hochblatter und Rosettenblétter (s. Abb. 28 D). Dieser Phanotyp
verstérkte sich bel langerer Versuchsdauer. Nach weiteren 3 Wochen waren in Linie 1 die
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Hochblétter trichterférmig eingerollt (s. Abb. 28 C), wahrend bel Pflanzen der Linien 8 und
17 eine starkere Hyponastie beobachtet werden konnte. Insgesamt zeigten die Linien 8 (s.
Abb. 28 A) und 17 leicht, und Linie 1 deutlich geringeren Wuchs als die Kontrollpflanzen
(nicht gezeigt).

Die AtPIN1-Uberexpression konnte den dorsiventralen Auxintransport oder die
Auxinhomaoostase verandert haben, so dal? mehr Auxin an den Blatterunterseiten akkumuliert
wird und es dadurch zu unterschiedlich starker Zellstreckung an der Blattober- und

Blattunterseite kommit.

Abb. 28: Phanotyp-Analyse von im Gewé&chshaus angezogenen 8 Wochen alten ColpTA:: AtPIN1-Pflanzen, die
mit Dexamethason-haltiger Ldsung bespriiht worden sind. Pflanzen der Linie 8 ohne Dexamethasone (links) und
mit Dexamethason (rechts) behandelt (A). VergroRerter Ausschnitt von (A) von Hochbléttern und
Rosettenbl&ttern von unbehandelten Pflanzen der Linie 8 (B). Vergrofzerter Ausschnitt von (A) von Hochbléttern
und Rosettenblattern von Dexamethason-behandelten Pflanzen der Linie 8 (D).Hochblétter von Dexamethason-
behandelten Pflanzen der Linie 1 (C).
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3.3 Auxintransportstudien in heter ologen Expressionssystemen

Zur Charakterisierung der mutmaldichen Auxinefflux-Carrier Funktion wurde AtPIN1 in

heterologen Systemen exprimiert.

1)

2)

S cerevisiae (Hefe) wurde mit AtPIN1-cDNA transformiert und das exprimierte Protein
mittels Western-Blot Analyse in der mikrosomalen Proteinfraktionen nachgewiesen
(Daten nicht gezeigt). Immuncytochemische Untersuchungen zeigten eine
Plasmamembran-Lokalisierung des Proteins (J. Friml, personliche Mitteilung). Mittels
Diffusion wurden die Hefezellen mit [°H]IAA beladen, gewaschen und in frisches
Medium Uberfuhrt. Die Retention von IAA in Hefezellen wurde Uber einen Zeitraum von
40 min gemessen: AtPIN1-exprimierende Hefezellen gaben IAA genauso schnell ab wie
untransformierte Zellen (s. Abb. 29 unten).

Aulerdem wurde der IAA-Transport in Xenopus Oozyten untersucht. AtPIN1-cRNA
wurde in Oozyten injiziert und nach 2 bis 4 Tagen konnte AtPIN1 in der mikrosomalen
Proteinfraktion durch Westernblot-Analyse nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Die Plasmamembran-Lokalisierung wurde auf Semi-Dunnschnitten von Oozyten durch
AtPIN1-Antikorperfarbung gezeigt (s. Abb. 29 B). Die Oozyten wurden durch
Mikroinjektion mit PH]IAA beladen und die zeitliche Zunahme der Radioaktivitdt im
umgebenden Medium gemessen. Es konnten keine Unterschiede zwischen AtPIN1-
exprimierenden Zellen und den Kontrollen festgestellt werden (s. Abb. 29).
Kompetitionsversuche mit Uberschufigem unmarkiertem IAA und Messungen bel
verschiedenen pH-Werten ergaben keinen Hinweise, dal3 AtPIN1 eine Transportfunktion

fUr Auxin besitzt (Daten nicht gezeigt).

Moglicherweise fehlen in S. cerevisae und Xenopus Oozyten spezifische Proteine, die als

Kofaktoren fur den funktionellen Auxinefflux-Carrier-Komplex notwendig sind. Deswegen

wurden weitere  Auxintransport-Untersuchungen in A, thaliana-Suspensionskulturen
durchgefuhrt.
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B AtPIN1 Auxineffl M in AtPINL A d m  Kontrolle
e Kontrolle uxinetilux-Messung in -exprimierenden * AtPIN1 [3H]IAA-Retenti0n in AtPIN1-exprimierenden Hefe-Zellen
Xenopus Oozyten
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Abb. 29: Oben: Immunfluoreszenzmarkierung von AtPIN1 in 100 mm starken Semi-Dunnschnitten von
Oozyten. (A) Unbehandelte Oozyte. (B) Oozyte 4 d nach Injektion von AtPIN1-cRNA. Die AtPIN1-Detektion
erfolgte mit  polyklonalem  affinitétsgereinigtem  anti-AtPIN1-Antikérper und  FITC-gekoppeltem
Sekundérantikorper durch Fluoreszenzmikroskopie.

Unten: Auxinefflux-Messungen in heterologen Expressionsystemen. Links: Messung des Auxinefflux von
[*H]IAA beladenen, AtPIN1-exprimierenden Oozyten. Aufgetragen ist die PH]IAA-Aktivitdt pro Oozyte im
umgebenden Medium gegen die Zeit. Rechts: Messung der [*H]IAA-Retention in AtPIN1-exprimierenden Hefe-
Zellen. Dargestellt ist die [3H] IAA-AKktivitat von 14 ODggo-Einheiten gegen die Zeit.
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3.4 Auxintransport in A. thaliana-Suspensionskulturen

Im Vergleich zu Pflanzen bieten Suspensionskulturen fir Auxintransport-Messungen einige

Vortele:
Das im Medium enthaltene Auxin 2,4-D bewirkt eine fortlaufende Zellteilung und
verhindert die Zdldifferenzierung. Somit ist das Materiad sehr homogen und
entwicklungsspezifische Verdnderungen des polaren Auxintransports sind unerheblich.
Die Zdllen liegen in Mikrokalli vor. Dadurch ist die Gesamtoberflache, die in Kontakt mit
Auxin und Effektoren treten kann, grofer als z.B. bel Stengelstlicken, wodurch die
Versuchszeiten verkirzt werden konnen. Damit lassen sich Effekte minimieren, die durch
hohe Auxin- bzw. Effektorkonzentrationen bel léngeren Versuchszeiten auftreten kdnnen,
wie z.B. die Bildung von Auxin-Konjugaten oder Stérung des Vesikeltransports durch
NPA.

In Tabak-Suspensionskulturen wurde der Auxintransport bereits untersucht (Delbarre et al.,
1996/1998). Dort sind aber mogliche molekulare Komponenten des Auxintransportsystems
noch nicht identifiziert worden. In A. thaliana wird AUX1 as Influx-Carrier (Bennett et al.,
1996) diskutiert. Weitere mogliche Komponenten sind u.a. BIG/TIR3 und RCN1 (Gil et al.,
2001; Gaberset al., 1996; Rashotte et al., 2001). Fir die funktionelle Charakterisierung dieser
Proteine ist 1&ngerfristig ein homologes Auxintransport-Untersuchungssystem notwendig.

Es sollte untersucht werden, ob

1.) A. thaliana-Suspensionskulturen Auxintransport-Aktivitét besitzen

2.) Uberexpression von AtPIN1 in Suspensionkulturen den Auxinefflux verandert.

3.4.1 Etablierungvon ColpTA::AtPIN1-Suspensionskulturen

Von den 3 as induzierbar charakterisierten ColpTA::AtPIN1-Linien 1, 8 und 17 (s. 3.2.2)
wurden Suspensionskulturen angelegt (s. 2.8.1). Die induzierbare AtPIN1-Expression wurde
durch Western-Blot-Analyse Uberprift: 4 Tage nach Umsetzen der Suspensionskulturen
wurde mit 1 pM Dexamethason fur 24 h inkubiert und die Gesamtproteinextrakte isoliert.

Der Proteinextrakt der Linie 1 zeigte im Vergleich zur nicht-induzierten Kontrolle eine starke

Expression, wahrend in den Linien 8 und 17 keine induzierbare AtPIN1-Expression
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festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu
den Experimenten an den urspriinglichen Pflanzenlinien, in denen eine induzierbare AtPIN1-
Uberexpression nachgewiesen werden konnte (vgl. Abb. 26). Vermutlich kam es hier zu
einem Gen-silencing des pTA:AtPIN1-Konstrukts. Im weiteren wurde mit der
Suspensionskultur der Linie 1 gearbeitet. In Western-Blot-Anaysen wurde fir diese Linie 1
eine Uber mehrere Monate konstante, induzierbare AtPIN1-Uberexpression nachgewiesen
(Daten nicht gezeigt, vgl. Abb. 31).

3.4.2 Bestimmung der Wachstumscharakteristik und der Induktionskinetik

Zur Bestimmung der Wachstumscharakteristik der Suspensionskulturen wurde, um den
optimalen Zeitraum fir physiologische Experimente zu ermitteln, nach der Subkultivierung
alle zwei Tage 2 ml der Zellsuspension abgenommen und das Frischgewicht bestimmt.

Das Zellmasse nimmt Uber einen Zeitraum von ca. 11 d um das 3-fache zu, wonach die
Zelkultur eine stationdre Phase erreicht (s. Abb. 30). Fur die nachfolgenden Experimente
wurden Zellkuturen 6 bis 8 d nach Subkultivierung verwendet.

Wachstumscharakteristik der
ColpTA::AtPinl Suspensionskultur

709
60 -
504

40

Frischgewicht [mg/ml]

30
20

104

0 T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tage nach Subkultivierung

Abb. 30: Graphische Darstellung des Zellwachstums der A.
thaliana-Suspensionskultur ColpTA::AtPinl-Liniel. Dargestellt ist
die Auftragung des Frischgewichtes pro Volumen der
Zellsuspension gegen die Zeit.
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Die Induktionskinetik der AtPIN1-Uberexpression wurde 8 Tage nach der Subkultivierung
bestimmt: 3, 8 und 24 h nach Dexamethason-Zugabe wurden jeweils 8 ml der Zellsuspension
entnommen und die Gesamtproteinextrakte isoliert. Die Expression wurde mittels Western-
Blot analysiert. Nach etwa 8 Stunden konnte eine Erhdhung des AtPIN1-Gehaltes detektiert
werden, der bel einer Inkubationszeit von 24 Stunden stark zunahm (s. Abb. 31). Ein weiterer

Anstieg bel langeren Inkubationszeiten konnte nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

1 Minute 10 Minuten
kDa 0 3 8 24 kDa 0O 3 8 24
TS (- T JRea—
66,2 862 — —
o ® ._
MO 34,0 —
215 . 21,5 —

Abb. 31. Western-Blot-Analyse der induzierbaren AtPIN1-Expression in A.
thaliana-Suspensionskultur ~ ColpTA::AtPIN1-Linie 1. Jeweils 50 ny
Gesamtproteinextrakte verschiedener Zeitpunkte wurden Uber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Es wurde polyklonaler,
affinitatsgereinigter anti-AtPIN1-Antikorper verwendet. Die Detektion erfolgte
durch Chemiluminiszenz Uber Peroxidase-gekoppelten sekundéaren Antikorper.
Abgebildet sind 2 verschiedene Expositionszeiten des Blots (1 Minute und 10 Min).
Die Spuren sind bezeichnet als: T=0(1), T=3h(2), T=8h(3), T=24 h(4).
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3.4.3 Auxintransportstudien auf einer A. thaliana-Suspensionskultur

In ersten Experimenten wurde untersucht, ob A. thaliana-Suspensionskulturen Auxinefflux-
Aktivitdt zeigen. Da Auxine in Tabak-Zellkulturen schnell in ihre inaktiven Konjugate
Uberfihrt werden (Delbarre et al., 1996), wurde die Versuchsdauer auf 30 s beschrankt. Zur
Messung des Transporter-vermittelten Auxinefflux wurde mit ansteigenden Konzentrationen
an unmarkiertem Auxin inkubiert, wobei der Anteil tritiierten Auxins konstant gehalten
wurde. Fur die Messungen wurde 1-NAA verwendet, da es im Gegensatz zu |AA nicht as
Substrat fur den Auxininflux-Carrier fungiert, sondern in die Zelle diffundiert (Delbarre et al.,
1996/1998). Auf diese Weise lal%t sich der Auxinefflux, unabhangig von einem Influx mit
eigener Kinetik, charakterisieren. Wird die 1-NAA-Konzentration erhoht, nimmt der relative
Anteil des durch den Efflux-Carrier aus der Zelle transportierten [PH]1-NAA ab, und es wird
eine erhohte Radioaktivitét in den Zellen gemessen. Eine geringere Radioaktivitét der Zellen

entspricht demnach einer héheren Exportrate.

Aliquots der Suspensionszellen wurden mit 11,4 nM [PH]1-NAA und ansteigenden Mengen
unmarkiertem 1-NAA inkubiert, und nach 30 s wurde die Radioaktivitdt der Zellen durch
Szintillationsmessung bestimmt (s. 2.6.2). Im Bereich von 1 bis 10 mM 1-NAA konnte eine
zunehmende Radioaktivitdt in den Zellen festgestellt werden, die ihr Maximum bei 30-50 uM
1-NAA erreichte (s. Abb. 32). Die Abnahme der [PH]1-NAA Aktivitét zwischen 100 und 300
mM 1-NAA konnte verursacht werden durch eine Verringerung des cytosolischen pH-Wertes
durch die schwache Saure 1-NAA (pKa = 4,2; Delbarre et al., 1996).

Der Betrag des saturierbaren, Transporter-vermittelten Auxinefflux, berechnet als die
Differenz der PH]1-NAA Aktivitat bei 0 und 50 mM 1-NAA (s. Abb. 32), macht in der
untersuchten Suspensionskultur ca. 28% der [*H]1-NAA-Gesamtaktivitdt aus. Die
Hintergrundaktivitdt von etwa 130 cpm kann durch extrazelluléar gebundenes PH]1-NAA
erklart werden. Fur die weiteren Versuche zur Bestimmung des kompetetierbaren Auxinefflux

wurde eine Konzentration von 50 mM 1-NAA verwendet.
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Kompetition des Auxinefflux-Carrier in

einer A. thaliana-Suspensionskultur
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Abb. 32: Darstellung des Auxinefflux der Columbia-Wildtyp-Suspensionskultur. Es ist
die Radioaktivitat in Zahlrate pro Minute cpm) gegen die 1-NAA-Konzentration im
logarithmischen Mai3stab aufgetragen. Der rote Pfeil zeigt die Grofe des saturierbaren
Auxinefflux bei maximaler Kompetition durch unmarkiertes 1-NAA an. Der schwarze
Pfeil représentiert die GrofRRe des nicht am Transporter-vermittelten Auxinefflux
beteiligten PH]1-NAA (ca 72 % der Gesamtaktivitat). Der graue Pfeil zeigt die
Gesamtaktivitét an. Ein Datenpunkt ist der Mittelwert aus drei Wiederholungen. Der 0-
Werte ist der Mittelwert aus 6 Wiederholungen.

Es konnte gezeigt werden, dal3 A. thaliana-Suspensionskulturen 1-NAA Uber einen Carrier-
vermittelten Mechanismus aus der Zelle transportieren. Daher kann angenommen werden, dal3
die zum Auxinefflux notwendigen Proteine exprimiert werden und die Suspensionskultur als

homol oges System zur Untersuchung von Komponenten des Auxintransports geeignet sind.
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3.4.4 Auxintransportstudien auf einer AtPIN1-Uberexprimierenden A. thaliana-

Suspensionskultur

Zur Untersuchung des Einflusses der AtPIN1-Uberexpression auf den Auxinefflux wurde die
ColpTA :: AtPIN1-Suspensionskultur geteilt und eine Héfte fur ca 14 h durch 1 niM
Dexamethasone induziert. Die andere Hélfte diente als Kontrolle und wurde mit dem selben
Volumen Lésungsmittel versetzt. Nach jedem Experiment wurde die Induktion in Western-
Blot Analysen untersucht, wobei stets AtPIN1-Uberexpression nachgewiesen werden konnte
(Daten nicht gezeigt, vgl. Abb. 31). Der kompetetierbare bzw. saturierbare Auxinefflux wurde
berechnet als Differenz der [*H]1-NAA-Aktivitdten bei 0 und 50 mV 1-NAA.

Verglichen mit den Kontrollen zeigten die AtPIN1-Uberexprimierenden Suspensionskulturen
einen hoheren saturierbaren Auxinefflux. Bezogen auf die [*H]1-NAA-Gesamtaktivitat betrug
dieser saturierbare Auxinefflux in den nicht-induzierten Zellen zwischen 12% und 30% und in
induzierten Suspensionskulturen zwischen 25% und 64% (s. Abb. 33). Die Zunahme des
Auxinefflux konnte durch AtPIN1-Uberexpression bis zu 34% betragen.

Die Ergebnisse der Transportstudien zeigten teilweise deutliche Abweichungen voneinander.
Dennoch konnte an induzierten Zellen, verglichen mit den nicht-induzierten, innerhalb eines
Einzelexperimentes immer ein erhohter Auxinefflux gemessen werden.

Um auszuschlief3en, dald Dexamethason den Auxinefflux beeinflu®t, wurden Columbia
Wildtyp-Suspensionskulturen mit dem Glucocorticoid inkubiert. Es stellte sich heraus, dal3
der Auxinefflux nahezu unverandert blieb (s. Abb. 33).

Damit konnte gezeigt werden, dal3 AtPIN1-Uberexpression in A. thaliana-

Suspensionskulturzellen zu einem erhéhten Auxinefflux fuhrt.
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Auxinefflux in einer AtPIN1-tUberexprimierenden
A. thaliana-Suspensionskultur

80+
70-
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30-
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am gesamten Auxingehalt in %

Anteil des saturierbaren Auxinefflux

Abb. 33: Darstellung des Auxinefflux in der induzierbaren AtPIN1-Uberexprimierenden Suspensionskultur
ColpTA::AtPIN-Linie 1. Dargestellt sind 4 unabhangige Versuchsreihen. Innerhalb einer Versuchsreihe
wurde die Messung je Konzentration 6 ma wiederholt.Nach Bestimmung der Aktivitat wurden in jeder
Gruppe die Mittelwerte gebildet und die prozentuale Erhdhung der [2H]1-NAA Aktivitat bei Messung mit 50
nmM unmarkiertem 1-NAA bezogen auf die Werte ohne 1-NAA ermittelt.Graue Mefdbalken zeigen den
prozentualen saturierbaren Auxinefflux von nicht-induzierten Kontrollen an, rote Mef3balken den von
induzierten. Der hellgraue MefRbalken (wt) zeigt die Columbia-Wildtyp-Suspensionskultur ohne
Dexamethason, der gelbe MefRbalken nach Dexamethason-Zugabe. Die Fehlerbalken geben den
zusammengesetzten Fehlerwert beider Standardabweichungen der einzelnen Messungen an.

345 Inhibierung des Auxintransports in ener AtPIN1-tUberexprimierenden
A. thaliana- Suspensionskultur

In 3.1.14 wurde gezeigt, dal3 in SprofRachsen von konstitutiv AtPIN1-Uberexprimierenden
Pflanzen der polare Auxintransport (PAT) weniger sensitiv gegentiber der Inhibierung durch
NPA ist. Dies sollte auf dem Zellkultursystem Uberprift werden. Von Vortell ist die kurze
Versuchszeit. Im ,, Stengelassay” dagegen konnen wegen der langen Versuchszeit von bis zu
16 h indirekt auf den PAT wirkende Effekte von NPA, wie z.B. eine Stérung des
intrazelluléren Vesikeltransports (Geldner et al., 2001), nicht ausgeschl ossen werden.

Mit 1 mVI Dexamethason induzierte Zellen und unbehandelte Zellen wurden mit 6 nM [PH]1-
NAA und ansteigenden Konzentrationen von NPA fir 30 s inkubiert, das Medium
anschlieBend entfernt und die [°H]1-NAA Aktivitst der Zellen gemessen. Bei
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Konzentrationen zwischen 1 miM und 5 mM NPA akkumulierten AtPIN1-Uberexprimierende
Suspensionskulturzellen ca. 30% weniger fH]1-NAA as die Kontrollen. Die induzierten
Zellen zeigen aso eine erhohte Auxinefflux-Aktivitdt (s. Abb. 34). Bei hoheren
Konzentrationen zwischen 25 mM und 50 niM NPA konnte innerhalb der Fehlergrenzen kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (P > 0,35), die Auxinefflux-Aktivitdt ist
anndhernd gleich stark inhibiert wie in den Kontrollzellen (s. Abb. 34).

Die Ergebnisse zeigen, da? AtPIN1-Uberexpression sowohl in Suspensionskultur als auch in
SpoRRachsen (s. 3.1.14) zu ener konzentrationsabhangig niedrigeren Sensitivitét des
Auxintransports gegeniiber dem Inhibitor NPA fahrt.

Konzentationsabhdngige Inhibierung des Auxinefflux durch NPA in einer
AtPIN1-Uberexprimierenden A. thaliana-Suspensionskultur
B nicht induziert
& induziert
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ADbb. 34: Graphische Darstellung der konzentrationsabhangigen Inhibierung des Auxinefflux durch NPA in
induzierten, AtPIN1-Uberexprimierenden Suspensionskulturzellen. In der Graphik ist die Radioaktivitét in
Zahlirate pro Minute (cpm) gegen die NPA Konzentration aufgetragen. Ein Datenpunkt ist der Mittelwert aus
drei Wiederholungen. Zwei weitere unabhangige Versuche ergaben qualitativ das gleiche Ergebnis.
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3.5 AtPIN-Lokalisierungen in pinoid-Mutanten und PINOID-tber -

exprimierenden Pflanzen

Die phanotypischen Anderungen in pinoid-Mutanten @id) sind denen bei pinl-Mutanten
vergleichbar: Die Anzahl der lateralen Infloreszenzorgane ist reduziert, und die typische
nadelférmige Infloreszenzspitze (pin-artig) tritt ebenfalls auf. Der polare Auxintransport
(PAT) in Stengeln ist ebenfalls reduziert, die Anzahl von Bliten ist verringert und ihre
Entwicklung stark gestort (Bennett et al., 1995). Das PID-Gen kodiert fir eine
Serin/Threonin-Kinase und ist in BlUtenorganen sowie in vaskulérem Gewebe von
Keimlingen und Blitenstdnden adulter Pflanzen exprimiert (Christensen et al., 2000;
Benjamins et al., 2001). In Xylem-Parenchymzellen ist PID koexprimiert mit AtPIN1. Die
Uberexpression von PID in A. thaliana fuhrt zu gravitrop gestortem Wurzelwachstum und
einer reduzierten DR5-Aktivitét in Wurzelspitzen (Benjamins et al., 2001).

Moglicherweise sind PINOID und AtPIN1 gemeinsam am PAT betelligt. Deswegen wurde
untersucht, ob der Ausfall der PID-Proteinfunktion oder eine PID-Uberexpression das

Expressionsprofil von AtPIN1 und den polaren Auxintransport beeinfluf3t.

351 AtPIN1-Lokalisierung in Wurzelspitzen und Sprof3achsen von pinoid-M utanten

und PINOID-uberexprimierenden Pflanzen

Lokalisierung von AtPIN1 in Wurzel spitzen

Da die pragnantesten phanotypischen Anderungen durch PID-Uberexpression in Wurzeln
auftreten und mit Stérungen im PAT verbunden sind, wurde die AtPIN1-Expression und
Lokalisierung immuncytochemisch in Wurzelspitzen von 2 bis 4 Tage aten Keimlingen
untersucht. Es wurden dabei zwel Col35S:PID-Linien verwendet: Zum einen die stark PID-
Uberexprimierende Linie 21 und die schwéchere Linie 10 (Charakterisierung durch Northern-
Blot-Analyse in Benjamins et al., 2001). Aulerdem wurde die AtPIN1-Expression in der
pinoid-Mutante pid-2 (Bennett et al., 1995) und in der Transposon pid-Mutante EN::310
(Benjamins et al., 2001) anaysiert.

In den pid-Mutantenlinien war die AtPIN1-Expression und -Lokalisierung unverandert (s.
Abb. 35 A/B). Dagegen wurden Anderungen in den Col35S::PID-Linien festgestellt: AtPIN1

war noch immer in denselben Zellen exprimiert, aber seine intrazelluldre Verteilung zeigt
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starke Abweichungen von Wildtyp-Pflanzen und pid-Mutanten. In der Endodermis und im
Perizykel wurden Signale am basalen (oberen) Ende der Zellen, und in enigen Zellen
angeschlossen an beiden Langsseiten (lateral) auf ca. 1/3 der Zelllange detektiert. Es konnte
jedoch, anders als im Wildtyp, kein AtPIN1-Signal am apikalen (unteren) Ende detektiert
werden. Auch in den Zellen der Stele wies die AtPIN1-Lokalisierung eine Veranderung auf.
Es féalt auf, dai’ das AtPIN1-Signal Uber die ganze Zelllange hinweg lateral lokalisiert vorlag,
wenngleich stérkere AtPIN1-Signae am basaen Zellende detektiert wurden (s. Abb. 35
C/D/E). In Wildtyp- und pid-Wurzelspitzen ist AtPIN1 in der Stele fast ausschlief3dich apikal
lokalisiert (s. Abb. 15 und 35 A/B).

In den aulBeren Zellschichten der Wurzelspitze ist die Lokalisierung der AtPIN-Proteine
wegen der Zellgrofe und dem Ablésen der Zellen voneinander, -aufgrund der whole mount
Methode- besser zu erkennen as in den weiter innen gelegenen Zellschichten. In Wildtyp-
Pflanzen wird AtPIN1 dort allerdings nicht exprimiert. Deswegen wurden Col35S : AtPIN1-
Pflanzen mit Col35S:PID-Pflanzen gekreuzt. In 4 d aten Keimlingen der F1-Generation
wurde die AtPIN1-Lokaliserung untersucht: Ectopisch exprimiertes AtPIN1 ist in der
Wurzelhaube, der Epidermis und in Rindenzellen nur basal lokalisiert und nicht, wie in
35S.: AtPIN1-Pflanzen, am apikalen Zellende. D. h. durch PINOID-Uberexpression erfolgte in
diesen Zelltypen ebenfalls eine Umkehrung der intrazelluléren AtPIN1-Lokalisierung (s. Abb.
35F).

Benjamins und Mitarbeiter haben festgestellt, dal3 die Keimung von Col35S::PID-Pflanzen
auf Medium mit niedrigen NPA-Konzentrationen das Kollabieren des Hauptwurzel meristems
verhindert und das reduzierte Wurzellangenwachstum partiell kompensiert, was darauf
hindeutet, daf3 durch PID-Uberexpression der PAT verandert wird.

Untersucht wurde, ob eine NPA-Behandlung eine veranderte AtPIN1-Lokalisierung zur Folge
hat. Hierzu wurden 7 d ate Keimlinge der stark PID-Uberexprimierenden Linie 21,
gewachsen auf Medium mit NPA, anadysiet. Ohne NPA waen 7% der
Hauptwurzelmeristeme (n=14), bei 0,3 MM NPA 65% (n=17) und bei 1 mM NPA 88% (n=16)
der Haupwurzelmeristeme intakt. In diesen Keimlingen wurde die AtPIN1-Lokalisierung in
Wurzelspitzen untersucht. Es konnten keine Verénderungen registriert werden, d.h. AtPIN1
war noch immer vornehmlich am basalen Zellende lokalisiert. Bei Wildtyp-Keimlingen hatte
die NPA-Behandlung keinen Einflul3 auf die AtPIN1-Lokalisierung (Daten nicht gezeigt).
Dies zeigt, da} die verdnderte AtPIN1-Lokaliserung nicht die Ursache fur die

morphologischen Defekte in Wurzelspitzen von PID-uberexprimierenden Keimlingen ist.
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Abb. 35: AtPIN1-Lokalisierung in Wurzelspitzen von 2 bis 4 d aten Pflanzen mit polyklonalem
affinitatsgereinigtem anti-AtPIN1-Antikorper. Die Detektion erfolgte mit FITC-gekoppelten Sekundarantikorpern.
pid-2 Mutante (A) und vergrofRerter Ausschnitt (B). Col35S::PID Linie 21 (C) und vergroferter Ausschnitt (D).
Col35S::PID-Linie 10 (E) und F1-Kreuzungsnachkomme von Col35S:: AtPIN1-Linie 6_1 mit Col35S.:PID-Linie
10 (F).Die Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop gemacht. Der rdtliche
Hintergrund wurde mit einem TRITC-Filter aufgenommen, das grine AtPIN1-Signal mit einem FITC-Filter.
AnschliefRend wurden die Bilder Uberlagert. Abkirzungen fir gekennzeichnete Zelltypen. St: Stele; Pe: Perizykel;
En: Endodermis; Ri: Rindenzellen; Ep: Epidermis;, Wh: Wurzel haube.
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AtPIN1-Lokalisierung in SorolRachsen

In oberirdischen Organen von PINOID-uUberexprimierenden Pflanzen wurden aul3er einer

leicht reduzierten Apikaldominanz keine phanotypischen Anderungen festgestellt (Benjamins
et al., 2001).

Die AtPIN1-Lokalisierung wurde in Sprofachsen von stark PID-Uberexprimierenden
Keimlingen der Linie 21 analysiert. Um den Ausfall der PID-Proteinfunktion zu untersuchen,
wurde die stérkste bekannte PID-Mutante, pid-3, verwendet (Bennett et al., 1995). Es wurden
Stengel segmente direkt Uber der Rosette abgeschnitten, von 31 d alten Pflanzen untersucht.
10-12 mm starke Langsschnitte wurden angefertigt und mit anti-AtPIN1-Antikorper und
Fluorophor-gekoppeltem sekunddrem Antikorper inkubiert und im Fluoreszenzmikroskop
untersucht (Methodik wie bel 3.1.15). In Col35S:: PID-Stengel segmenten wurden, ebenso wie
im Wildtyp, Signale in Leitblindelzellen benachbart zu den Xylemzellen detektiert. Dort
zeigten sie eine strikte intrazellulére apikal-basal Polaritdt. In leicht voneinander abgel Osten
Zellen lief3en sich die AtPIN1-Signale den einzelnen Zellen zuordnen: Die Signale konnten
nur am apikalen (oberen) Zellende detektiert werden (s. Abb. 36 A/B). Im Gegensatz dazu ist
in Wildtyp-Sprof3achsen AtPINL1 strikt basal (unten) lokalisiert (s. Abb. 36 D, Gaweiler et al.,
1998). Im Vergleich zum Wildtyp stellt dies also eine Umkehr der intrazelluldren AtPIN1-
Lokalisierung dar. In Stengeln von pid-3-Mutanten war weder eine Veranderung des AtPIN1-
Expressionsprofils noch seiner Lokalisierung festzustellen. AtPIN1 war, wie im Wildtyp, am
basalen Ende von Zellen lokalisiert (s. Abb. 36 C).

Abb. 36 (siehe néachste Seite): Mikroskopische Aufnahmen der AtPIN1-Lokalisierungen in Stengel segmenten
von 31 Tage aten SproRachsen. Verwendet wurde polyklonaler affinitatsgereinigter anti-AtPIN1-
Antikorper. Zur Fluoreszenzmarkierung wurde ein Alexad88-markierter Sekundérantikorper benutzt. Jeweils
rechts neben den Fluoreszenzaufnahmen sind die entsprechenden Hellfeldaufnahme dargestellt.
Col35S::PID-Linie 21 (A) und (B), pid-3-Mutante (C), Columbia-Wildtyp (D).
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Abb. 36 (L egende siehe vorhergehende Seite):
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3.5.2 Untersuchung des polaren Auxintransports in PINOID-Uberexprimierenden

Pflanzen

In Blitenstandachsen von PID-Uberexprimierenden Pflanzen liegt offensichtlich eine
Umkehrung der intrazelluldren AtPIN1-Lokalisierung vor. Da angenommen wird, dal3 die
basale AtPIN1-Lokalisierung in Leitbindelzellen und der basipetaler Auxintransport einander
bedingen, wurde untersucht, inwieweit der polare Auxintransport beeintréchtigt ist. Hierzu
wurden Messungen in 2,5 cm Stengelsegmenten, abgeschnitten direkt Uber der Rosette, von
31 d aten Pflanzen der stark PID-Uberexprimierenden Linie 21 durchgefihrt (s. 2.6.1). Die
Akkumulation von tritiiertem IAA in den oberen 5 mm der Stengel segmente wurde nach 4
und 18 h gemessen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp-
Pflanzen gemessen werden (s. Abb. 37). Zusammenfassend &3 sich festzustellen, dal3 der
polare Auxintransport durch die Lokaliserungs-Umkehr von AtPIN1 in Sprofiachsen von

PINOID-uberexprimierenden Pflanzen unverandert ist.

Polarer Auxintransport in Sprof3achsen von
Col- und Col 35S::PID-Pflanzen
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Abb. 37. Polarer Auxintransport in Stengelsegmenten von Wildtyp- und
Col35S:: PID- Pflanzen der Linie 21. Die Versuchsdauer betrug 4 h und 18 h.
Neben 1,45 nM IAA enthielt die Losung 7,6 nM FH]IAA. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung vom Mittelwert an, dartiber ist die Anzahl der
verwendeten Stengelsegmente angegeben. Ein weiterer unabhangiger Versuch
ergab qualitativ das gleiche Ergebnis.

94



Ergebnisse

3.5.3 Lokaliserung von AtPIN2 und AtPIN4 in Wur zelspitzen von PINOID

Uberexprimierenden Pflanzen

Im weiteren Verlauf der Untersuchung sollte die Frage geklart werden, ob die Anderung der
AtPIN1-Lokalisierung in PID-uberexprimierenden Pflanzen proteinspezifisch ist, oder ob die
Lokalisierung anderer, polar lokalisierter Membranproteine ebenfalls verandert ist.

Zwei weitere Mitglieder der AtPIN-Familie, AtPIN2 und AtPIN4, sind in einigen Zellen der
Wourzel spitze ebenfalls polar verteilt. AtPIN4 ist in Zellen der Stele apikal (unten) lokalisiert.
Im Ruhenden Zentrum und in der ersten Columella-Zellreihe ist es um die ganze Zelle herum
verteilt. In den benachbarten Zellen ist AtPIN4 wiederum apikal lokalisiert (Friml et al.,
2002b).

Immuncytochemische Untersuchungen von AtPIN4 und AtPIN2 wurden auf Wurzelspitzen
von 2 bis 4 d alten Keimlingen in den PID-Uberexprimierenden Pflanzenlinien durchgefihrt.
In Zellen, in denen AtPIN4 nicht-polar verteilt ist, wurden im Vergleich zum Wildtyp keine
Unterschiede beobachtet. Dagegen war in Columella angrenzenden Zellen die Verteilung
verandert: AtPIN4 lokalisierte am entgegengesetzten basalen Ende von Zellen, wahrend in der
Stele die apikal-basal Polaritdt, ahnlich wie bei AtPIN1, abgeschwacht war. AtPIN4
lokalisierte auch an Langsseiten von Zellen, wobel allerdings stérkere Signale am basalen
Zellende detektiert wurden (s. Abb. 38 A-D).

Die intrazelluldre AtPIN2-Lokalisierung war in einigen Zellen ebenfalls verandert: Wahrend
in Epidermis und Wurzelhaube AtPIN2, genauso wie im Wildtyp, am basalen Zellende
lokalisierte, wurde es in Rindenzellen vornehmlich basal detektiert und nicht apikal wie im
Wildtyp (s. Abb. 38 E-H).

Faldt man die immuncytochemischen Untersuchungen auf Wurzelspitzen zusammen, so ist
festzustellen, dai die Uberexpression der Serin/Threonin-Kinase PINOID in A. thaliana die
Lokalisierung von AtPIN1, 2 und 4 beeinfluf: AtPIN1 ist in allen Zelltypen vornehmlich am
entgegengesetzten, basalen Zellende lokalisiert. In Zellen mit polarer AtPIN4-Vertellung, ist
seine intrazellulére Lokalisierung ebenfalls von apikal zu basal revertiert. In Zellen, in denen
AtPIN2 im Wildtyp apikal vorliegt, ist es in PID-Uberexprimierenden Pflanzen am basalen
Zellende lokalisiert. Dagegen ist in anderen Zelltypen die basale AtPIN2-Lokalisierung durch

PID-Uberexpression unverandert.
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Abb. 38: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 38 (siehe vorhergehende Seite): AtPIN4-Lokalisierung in Wurzelspitzen von 4 d aten Pflanzen mit
polyklonalem anti-AtPIN4-Serum. Columbia (A) und vergréRerter Ausschnitt (B). Col35S::PID-Linie 10 (C)
und vergroRerter Ausschnitt (D). AtPIN2-Lokalisierung in Wurzelspitzen von 2 d alten Pflanzen mit
affinitatsgereinigtem anti-AtPIN2-Antikorper. Columbia (E) und vergrofRerter Ausschnitt (F). Col35S::PID-
Linie21 (G) und vergréRerter Ausschnitt (H).
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4 Diskussion

Der polare Auxintransport ist wichtig fur die Entwicklung von Pflanzen (Lomax et al., 1995).
Nur wenige der beteiligten Gene wurden bisher identifiziert. Unter ihnen nehmen PIN-Gene
eine Schlisselstellung ein. Sie kodieren fur Transporter dhnliche Membranproteine der MFS-
Klasse. Es wird vermutet, da3 se am Export von Auxin aus Zellen beteiligt sind (zur
Ubersicht Friml und Palme, 2002). Von den vier Uber Mutantenanalyse bislang
charakterisierten PIN-Genen aus A. thaliana zeigt die Atpinl-Mutante (auch pinl genannt) die
deutlichsten phéanotypischen Veranderungen (s. Einleitung Abb. E) . Dieser Phanotyp

erbrachte bislang die wertvollsten Hinweise zur AtPIN1-Funktion.

Der Ausfal der AtPIN1-Proteinfunktion verursacht in Sprof3achsen einen stark
reduzierten polaren Auxintransport (Okada et al., 1991, Bennett et al., 1995).

AtPIN1 ist in Auxintransport-kompetenten-Zellen am basalen Ende lokaisert,
korrespondierend mit der Richtung des polaren Auxintransports in diesen Zellen
(Galweiler et al., 1998)

Wildtyp-Pflanzen, angezogen unter dem Einflul3 von Auxintransportinhibitoren, zeigen
einen pinl-dhnlichen Phanotyp (Gaweiler et al., 1998).

Es wird daher angenommen, dal3 AtPIN1 am polaren Auxintransport (PAT) beteiligt ist und
womaoglich die katalytische Untereinheit des Auxinefflux-Carriers darstellt.

Um Hinweise zur Funktion von AtPIN1 zu bekommen, wurde im Rahmen dieser Arbeit
AtPIN1 in verschiedenen Organismen exprimiert und die morphogenetischen Verénderungen

sowie die Auswirkung auf den Auxintransport untersucht.

4.1 Kongtitutive AtPIN1-Expression in A. thaliana

4.1.1 Funktionalitat der AtPIN1-cDNA

Ein genomischer AtPIN1-Klon lag nicht vor, so da entschieden wurde, fir
Uberexpressionsstudien die AtPIN1-cDNA unter der Kontrolle des CaMV35S-Promotors zu
verwenden. Da Introns die Genexpression beeinflussen kénnen (Bourdon et al., 2001), wurde
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Uberprift, ob das 35S:AtPIN1-Konstrukt in der Lage ist, die pinl-1-Mutante (Okotyp
Enkheim) zu komplementieren. Hierfir wurde eine pinl-1-Suspensionskultur mit dem
Konstrukt transformiert und (Uber Regeneration transgene Pflanzen erzeugt (als
Enk(p1)35S.: AtPIN1 bezeichnet). In oberirdischen Geweben zeigten diese im Vergleich zu
Wildtyp-Pflanzen keine phanotypischen Anderungen.(s. 3.1.4 und 3.1.5). Damit wurde
gezeigt, dal3 die AtPIN1-cDNA die Defekte der pinl-1-Mutante komplementiert und somit als

funktionell anzusehen ist.

4.1.2 Phanotypische Charakterisierung der AtPIN1-tUberexprimierenden Pflanzen

Zur Absicherung der phéanotypischen Veranderungen, die durch ectopische konstitutive
AtPIN1-Expression in pin35S: AtPIN1-Pflanzen auftreten und um ausschlief3en zu koénnen,
da3 Veranderungen vom Okotyp abhédngen, wurden transgene A. thaliana im Okotyp
Columbia hergestellt (als Col35S.:AtPIN1 bezeichnet). Fur die néher charakterisierten
homozygoten transgenen Pflanzen im pinl-Mutanten- und im Columbia-Hintergrund wurde
in Southern-Blot Analysen ihre genetische Unabhangigkeit gezeigt (s. 3.1.7).

Die Uberexpression von AtPIN1 fiihrt zu gravitrop gestortem Wur zelwachstum

Die Analysen von Auxintransportmutanten wie z.B. aux1 und Atpin2/eir 1/agr1 haben gezeidt,
da3 der polare Auxintransport (PAT) eine wichtige Funktion beim gravitropen
Wurzelwachstum besitzt (Bennett et al., 1996, Miller et al., 1998; Chen et al., 1998;
Luschnig et al., 1998). Bei 13 von 24 untersuchten Col::35SAtPIN1- und adlen 4
Enk(pl)35S.: AtPIN1-Pflanzenlinien traten deutlich sichtbare Defekte im gravitropen
Wurzelwachstum auf: Die Wurzeln wuchsen nicht gerade entlang des Schwerkraftvektors,
sondern in , zick-zack®-formigen Mustern oder rollten sich ein (s. Abb. 6 und Abb. 7). In
einigen Pflanzenlinien wurde die AtPIN1-Expression in Wurzeln mittels Western-Blot-
Analysen Uberprift. Es stellte sich heraus, dald in  Enk(pl)35S:AtPIN1- bzw.
Col35S:: AtPIN1-Linien mit starkem Phéanotyp auch die AtPIN1-Menge stark erhoht war,
wogegen in einer Col35S::AtPIN1-Linie ohne deutlichen Phanotyp nur eine geringfligig
erhohte AtPIN1-Menge detektiert wurde (s. Abb. 12). Zwischen den untersuchten
Col35S:: AtPIN1- und Enk(pl)35S: AtPIN1-Linien mit gravitrop gestortem Wurzelwachstum
wurden AtPIN1-Expressionsunterschiede festgestellt. Um aufzukl&ren, ob ein Dosis-Effekt

vorliegt, wurde der Verlauf des gravitropen Wurzelwachstums untersucht (s. 2.9.3 und 3.1.8).
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Es fiel auf, dald die Wurzeln der stérker AtPIN1-Uberexprimierende Col35S:AtPIN1 Linie
9 1 ahnlich agravitrop wéachst wie die der schwécher AtPIN1-Uberexprimierende Linie 6 1
(vgl. Abb. 11 mit Abb. 12). Dies zeigt an, dal3 die beobachteten Wachstumsstorungen ab einer
gewissen AtPIN1-Menge nicht weiter verstarkt werden und somit ein Schwellenwert
vorliegen konnte. Andererseits wachsen Wurzeln der untersuchten Enk(p1)35S:: AtPIN1-Linie
weniger agravitrop als die der beiden Col35S.: AtPIN1-Linien, obwohl mehr AtPIN1-Protein
in Wurzeln vorliegt. Moglicherweise ist der A. thaliana Okotyp Enkheim hinsichtlich einer
AtPIN1-Uberexpression weniger sensitiv als der Okotyp Columbia. Zudem ist es denkbar,
dal3 der pinl-Mutanten Hintergrund bei diesen Pflanzen eine Rolle spielt.

AtPIN1 wird als katalytische Untereinheit des Auxinefflux-Carrier diskutiert (Friml und
Pame, 2002). Wegen der engen Verknupfung von gravitropem Wurzelwachstum und
polarem Auxintransport ist es denkbar, da? eine AtPIN1-Uberexpression den Auxintransport
veréndert und es somit zu dem beobachteten agravitropen Wurzelwachstum kommt. Dafur

spricht auch die Lokalisierung von ectopisch exprimiertem AtPIN1.

Ectopisch exprimiertes AtPIN1 zeigt eine polare intrazellulare Lokaliserung am
unteren Zellende und ist in einigen Zelltypen entgegengesetzt zu AtPIN2 lokalisiert (s.
3.1.11)

In Wurzelspitzen von Keimlingen der AtPIN1-Uberexprimierenden Linien wurde
immuncytochemisch mit spezifischen anti-AtPIN1-Antikorpern (Galweiler et al.; 1998, Friml
et al., 2002b) die AtPIN1-Lokalisierung untersucht. In Wildtyp-Wurzelspitzen wird AtPIN1
ausschliefdlich im Zentralzylinder (Stele) und den angrenzenden Zellen des Perizykel und der
Endodermis exprimiert, wo das AtPIN1-Protein am apikalen Zellende lokalisiert (s. Abb. 13,
Friml et al., 2002b). In Wurzelspitzen von AtPIN1-Uberexprimierenden Keimlingen wurde
zusétzlich ectopisch exprimiertes AtPIN1 in den duf3eren Zellschichten in der Wurzelhaube,
in der Epidermis und in der Rinde detektiert. Interessanterweise wurde es in diesen Zellen
ebenfalls am apikalen (unteren) Zellenende mit angrenzender lateraler Lokalisierung
detektiert (s. Abb. 13). In Sprof3achsen von Enk(pl)35S:AtPIN1-Pflanzen wurde AtPIN1
ebenfalls nur am basalen (unteren) Ende detektiert (s. Abb. 23).

Da das agravitrope Wurzelwachstum in AtPIN1 Uberexpremierenden Pflanzen stark den
Defekten in Atpin2-Mutanten dhnelte, ist wegen der hohen Konservierung der AtPIN1- und
AtPIN2-Gene eine Repression von AtPIN2 durch HDGS (homolgy dependent gene silencing)
nicht auszuschlief?en. HDGS kann auftreten, wenn stark transkribierte Transgene hohe

Ahnlichkeiten zu endogenen Transkripten aufweisen. Durch Degradation der mRNA wird die
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Trandation unterbunden (zur Ubersicht Meyer und Saedler, 1996). Um zu uberprifen, ob
HDGS die AtPIN1-Expression beeinflufd, wurde die AtPIN2-Expression und -Lokalisierung
immuncytochemisch mit spezifischen anti-AtPIN2-Antikorpern (Mdiller et al., 1998) in
Wurzel spitzen von Keimlingen Uberprift. Die Signale in 35S.: AtPIN1-Keimlingen erschienen
mit ahnlicher Intensitdt wie in Wildtyp-Keimlingen. Die intrazelluldre AtPIN2-Lokalisierung
ist nicht gedndert (s. Abb. 14 und Abb. 15). Somit scheint das gestdrte gravitrope
Wurzelwachstum tatsichlich auf AtPIN1-Uberexpression und nicht auf silencing des AtPIN2-
Gens zurlickzuftihren sein.

Mduller und Mitarbeiter (1998) haben in Wurzelspitzen mit denselben Antikorpern AtPIN2 in
Rindenzellen und Epidermis detektiert. In Epidermiszellen wurde es als basal (oben) und in
Rindenzellen sowohl apikal as auch latera an der Zelllangsseite lokalisiert beschrieben.
Konsistent mit einer moglichen Funktion as katalytische Komponente des Auxinefflux-
Carriersist AtPIN2 in der Richtung lokalisiert wie der basipetal, von der Wurzel spitze hinweg
zur Elongationszone fuhrende, Auxintransportweg in der Epidermis der Wurzel (Ohwaki und
Tsurumi, 1976, Tsurumi und Ohwaki, 1978). In Ubereinstimmung damit ist der basipetale
Auxintransport in Atpin2-Mutanten stark reduziert (Rashotte et al., 2000). In dieser Arbeit
wurden erstmals basal lokalisierte AtPIN2-Proteine in Zellen der oberen Wurzelhaube
detektiert (s. Abb. 14). Die Immunfluoreszenz in diesen Zellen korrespondiert mit AtPIN2-
Promotor-GUS Studien (A. Mliller, personliche Mitteilung).

Welche Funktion hat AtPIN2 in diesen Zellen? Da der polare Auxintransport (PAT)
offensichtlich auch Uber Zellen der Wurzelhaube verlauft, konnte AtPIN2 daran beteiligt sein:
Die Expression des b-Glucoruonidase-Gens (GUS) oder des green flurescent protein (GFP)
unter der Kontrolle des auxinresponsiven DR5-Promotorelements flhrte in gravistimulierten
Wurzeln an der erdzugewandten Seite der Wurzelspitze zu einer verstérkten Expression in
Zellen der Wurzelhaube, was dort eine erhdhte Auxinmenge anzeigt. Dies wird offensichtlich
durch den Auxintransport bewirkt, da die verstarkte DR5::GUSEXxpression in der
Wurzelhaube durch Auxintransportinhibitoren blockiert werden konnte (Rashotte et al., 2001;
Ottenschléager, 2002). Ein weiterer Hinwels auf einen polaren Auxintransportweg in der
Wurzelhaube ist die Expression des Auxininflux-Carrier AUX1 in Zellen der Wurzelhaube
(Swarup et al., 2001).

Wie kann gravitrop gestortes Wurzelwachstum, bewirkt durch AtPIN1-Uberexpression,
erklart werden? In der Epidermis und in der Wurzelhaube ist ectopisch exprimiertes AtPIN1
entgegengesetzt von endogenem AtPIN2 am apikalen Zellende lokalisiert (vgl. Abb. 13 und
Abb. 14). Es ist denkbar, dal3 ectopisch exprimiertes AtPIN1 gegen die normalerweise
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basipetale Auxintransportrichtung in den auf3eren Zellschichten der Wurzel (Lomax et al.,
1995) Auxin acropetal zur Wurzelspitze hin transportiert (s. Abb. I). Dadurch wird die
Auxinhomoostase in diesen Zellen verandert und es kommt zu gravitrop gestértem

Wurzelwachstum.

Abb. I: Schematisches Modell des gestdrten Auxintransports in
Wurzeln von AtPIN1-lberexprimierenden Keimlingen. AtPIN1 (blau)
transportiert Auxin in Richtung des Apex, entgegen dem durch AtPIN2
(rot) bewirkten basipetalen Auxintransport.

Interessanterweise kolokalisieren ectopisch exprimiertes AtPIN1 und endogenes AtPIN2 in
Rindenzellen, im Gegensatz zu Epidermis und Wurzelhaube, am apikalen Zellende (vgl. Abb.
15 mit Abb. 16).

Die molekularen Mechanismen, durch die polare Verteilungen von Membranproteinen in

Pflanzen zustande kommen bzw. aufrechterhalten werden, sind nicht bekannt. Die

intrazellulére Lokalisierung von AtPIN1 und AtPIN2 scheint unterschiedlich reguliert zu sein

(s. auch 4.5):

1) Die AtPIN1-Lokalisierung in Wildtyp-Pflanzen scheint durch Protein intrinsische Motive
gesteuert zu sein. AtPIN1 ist in alen bisher untersuchten Zelltypen am unteren Zellende
(im Sprof} basal, in Wurzel spitzen apikal) lokalisiert (s. Abb. 13 und 23).

2) Die AtPIN2-Lokalisierung in Wildtyp-Pflanzen ist sowohl vom Protein as auch durch
den Zdltyp bestimmt. AtPIN2 ist in der Wurzelhaube und der Epidermis basal, in
Rindenzellen dagegen apikal lokalisiert (s. Abb. 14).
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AtPIN1-Uberexpression fuhrt in Wurzelspitzen von Keimlingen zu einer erhéhten DR5-
Promotor aktivitat (s. 3.1.12)

Um festzustellen, ob sich durch AtPIN1-Uberexpression die Auxinverteilung in A. thaliana
verandert hat, wurde eine indirekte Methode zur Auxindetektion eingesetzt: Das synthetische
auxininduzierbare DR5-Promotorelement, fusioniert mit Reportergenen wie GUS oder GFP
erlaubt es, freies Auxin in Pflanzen sichtbar zu machen (Ulmasov et al., 1997a; Ottenschl&ger,
2002). Mittels quantitativer massenspektroskopischer Analysen wurde festgestellt, dal3 die
DR5-Aktivitdt mit der tatséchlichen Vertellung von freiem Auxin in der Wurzelspitze
korreliert (Casimiro et al., 2001; Bhalerao et al., 2002; Friml et al. 2002b; Ottenschlager,
2002). Uber die molekulare Wirkungsweise der Aktivierung ist wenig bekannt. Es wird eine
Betelligung von AUX/IAA-Proteine und Transkriptionsfaktoren der ARF-Familie
angenommen (Ulmasov et al., 1997a/b). Die DR5-Promotoraktivitdt ist durch verschiedene
Auxine stark induzierbar.

Die DR5:GUS bzw. DR5::GFP-Konstrukte wurde in Col35S:AtPIN1-  und
Enk(pl)35S:: AtPIN1-Pflanzen bzw. Col35S:AtPIN1-Pflanzen eingefihrt. Dabei wurde
festgestellt, dal3 die DR5-Aktivitdt in Wurzelmeristemen von Keimlingen bel alen stark
AtPIN1-lUberexprimierenden Linien im Vergleich zum Wildtyp erhoht ist (s. Abb. 16 und 17).
Zudem ist die Auxinverteilung verdndert: Wahrend sich bei Wildtyp-Keimlingen die
maximale DR5-Aktivitdt auf die Zellen des ruhenden Zentrums und der Columella
beschrankt, so erscheint sie in 35S:: AtPIN1-Keimlingen ebenfalls in den benachbarten Zellen
mit der gleichen Aktivitdt und zeigt aul’erdem eine asymmetrische Verteilung in der
Wurzelhaube (s. Abb. 17). Eine Erklarung fir die verstérkte DR5-Aktivitdt kann ein durch
AtPIN1-Uberexpression verstarkter acropetaler Auxintransport sein: Auxin wird zumeist in
oberirdischen Geweben (source) gebildet und Uber den PAT in die Wurzel transportiert,
wobei das Wurzelmeristem den Sammelpunkt @nk) darstellt (Lomax et al., 1995). Somit
fallen dort Stérungen in der Auxinhomdoostase (hier evtl. hervorgerufen durch verstérkten
PAT), deutlicher aus, as in anderen Geweben. Dies kdnnte auch erklaren, warum AtPIN1-
Uberexpression bei adulten Pflanzen in oberirdischen Geweben zu keinen phanotypischen
Veranderungen gefthrt hat (s. Abb. 6).

Bei der Analyse der DR5-GFP Aktivitat in Col35S:: AtPIN1-Keimlingen wurde die GFP-
Fluoreszenz in Zellen der Wurzelhaube nur an Krimmungsinnenseiten von agravitrop
wachsenden Wurzeln detektiert (s. Abb. 18).
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Ahnliches wurde auch bei im basipetalen Auxintransport beeintrachtigten Atpin2-Mutanten
beobachtet: Es wurde ebenfalls eine erhdhte DR5-Aktivitdt in Zellen der Wurzelhaube
detektiert und zwar nur an einer Seite der Wurzelspitze, namlich an der Innenseite von
gekrimmten, agravitrop wachsenden Wurzeln (Ottenschlager, 2002). Dies ist auch bei
gravistimulierten Wildtyp-Keimlingen zu beobachten (Rashotte et al., 2001; Ottenschléger,
2002). Dem klassischen Modell zufolge kommt gravitropes Wurzelwachstum u.a. dadurch
zustande, dal3 Auxin an einer Organseite starker akkumuliert als an der anderen und dort die
Zellstreckung inhibiert und somit eine Kriimmung der Wurzel bewirkt wird (zur Ubersicht
Firn, 2000). Dies deutet darauf hin, dal3 durch AtPIN1-Uberexpression, genauso wie in
Atpin2-Mutanten, der basipetale Auxintransport in der Wurzel reduziert ist. Dabel koénnte
AtPIN1 in Epidermis und Wurzelhaube entgegen dem basipetalen Auxinstrom Auxin
acropetal transportieren (s. oben).

Die DR5-Aktivitat wurde auch in Wurzelspitzen von pinl-Mutanten untersucht. Dort fiel auf,
daid sie im Vergleich zum Wildtyp nicht verandert war (s. Abb. 17). Sabatini und Mitarbeiter
(1999) dagegen haben berichtet, dal’ die DR5-Aktivitét in pinl-Mutanten stark reduziert ist
und dies as Argument fur einen durch AtPIN1 vermittelten acropetalen Auxintransport in
Wurzeln angesehen. Die Ergebnisse wurden kdrzlich korrigiert (Friml et al., 2002b) und
stimmen nun mit den hier gemachten Beobachtungen Uberein. Dies bedeutet alerdings nicht
unbedingt, dal3 AtPIN1 nicht am acropetalen PAT in Wurzeln beteiligt ist. Denkbar ist, dal3
der Ausfall der AtPIN1-Funktion in Wurzeln durch ein redundantes AtPIN-Protein -
moglicherweise AtPIN4, dal? teilweise in denselben Zellen exprimiert - kompensiert wird -
(vgl. Abb. 13 mit Abb. 38 A/B).

AtPIN1-Uberexpression filhrt bei Keimlingen zu einer verstéarkten Induktion von
Seitenwurzeln (s. 3.1.13)

Seitenwurzeln entwickeln sich aus Zellen des Perizykel durch Dedifferenzierung und
Wiedereintritt in den Zellzyklus (Maamy und Benfey, 1997). Der erste Schritt, die Initiierung
der Seitenwurzelentwicklung aus Perizykel-Zellen, ist Auxin-abhangig: Sowohl exogen
zugegebene Auxine, as auch ein durch Mutationen erhdhter endogener Auxinspiegel erhdhen
die Anzahl von Seitenwurzelprimordien (Muday und Hayworth, 1994; Zhang und Hasenstein,
1999; Sitbon et al., 1992; Barlier et al., 2000). Sowohl das Entfernen der oberirdischen
Organe von A. thaliana-Keimlingen als auch Applikation des Auxintransportinhibitors NPA
auf den SproR-Wurzel-Ubergang reduzierten die Anzahl der Seitenwurzeln. Dies tritt nicht bei
Zugabe von IAA auf (Muday und Hayworth, 1994; Reed et al., 1998). Somit wird
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offensichtlich die Seitenwurzelinduktion Uber acropetal aus dem Sprof3 in die Wurzel
transportiertes Auxin reguliert (Reed et al., 1998). Der basipetale Auxintransport in Wurzeln
scheint nicht an der Seitenwurzelentwicklung beteiligt zu sein. Dies wird dadurch
verdeutlicht, dal’ sowohl Dekapitation der Wurzelspitze von A. thaliana als auch Zugabe von
NPA an den unteren Teil der Wurzel nur einen sehr geringen Einflul3 auf die Anzahl von
Seitenwurzeln hat (Reed et al., 1998). In Ubereinstimmung damit bilden Atpin2-Mutanten,
die einen reduziertem basipetalen Auxintransport zeigen, genauso viele Seitenwurzeln wie
Wildtyp-Pflanzen (E. Benkova, personliche Mitteilung), wohingegen die im acropetalen
Auxintransport beeintréchtigten aux1- und tir3-Mutanten weniger Seitenwurzeln aufweisen
(Marchant et al., 2002, Ruegger €t al., 1997).

Wegen der offensichtlichen Verbindung von acropetalem Auxintransport und der
Seitenwurzelentwicklung wurde in Keimlingen von mehreren AtPIN1-Uberexprimierenden
Linien die Seitenwurzeldichte bestimmt. Dabei fiel auf, da3 in Keimlingen aller durch
Western-Blot-Analyse als stark AtPIN1-Uberexprimierend charakterisierten Linien eine
zwischen 40% und 67% hohere Setenwurzeldichte vorlag (s. Abb. 19). Bei
pharmakol ogischer Reduktion des PAT durch 0,5 uM NPA war die Dichte der Seitenwurzeln
bei allen Linien nur noch genauso grof® wie im Wildtyp (s. Abb. 19). Dies deutet daraufhin,
dal3 durch AtPIN1-Uberexpression der acropetale Auxintransport in Wurzeln erhdht wird.
Pinl-Mutanten zeigten im Vergleich zum Wildtyp keine Veranderungen, was eher auf einen
unveranderten acropetalen Auxintransport in Wurzeln hindeutet. Eine Erklarung hierfir

konnte die oben erwahnten Redundanz der AtPIN-Proteine sain.

4.1.3 Kosupression durch AtPIN1-Uberexpression

Sowohl in den charakterisierten Col35S:AtPIN1-Pflanzenlinien, die AtPIN1 stark
Uberexprimieren, als auch in anderen Linien mit gestortem Wurzelwachstum traten ab etwa
der 5. Woche in oberirdischen Pflanzenteilen morphologische Verdnderungen auf wie sie
auch bei pinl-Mutanten vorkommen (s. Abb. 8). Die Veradnderungen betrafen nicht die ganze
Pflanze, sondern nur einzelne Triebe bzw. Organe. Dieses Phanomen war in den
verschiedenen Linien unterschiedlich stark ausgeprégt und trat nicht bei allen Pflanzen einer
Linie auf.

Dies legt die Vermutung nahe, dal3 es in den Linien zu Kosupression, auch PTGS @ost

transcriptional gene silencing) genannt, gekommen ist: PTGS wird durch die mRNA des
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Transgens oder des endogenen Gens initiiert, von denen doppelstrangige RNA-Molekile
transkribiert werden, die in ca. 25 Basen lange Fragmente zerschnitten werden. Durch bis jetzt
noch nicht aufgeklarte Mechanismen bewirken die RNA-Fragmente im Cytosol die
Degradation der exogenen- und endogenen mRNA (zur Ubersicht Sijen und Kooter, 2000).
Wie in vielen Untersuchungen beschrieben wurde, betrifft PTGS nicht unbedingt die ganze
Pflanze und nicht ale Pflanzen einer Linie; kann auch erst im fortgeschrittenem Alter
auftreten. Aullerdem ist PTGS meiotisch reversibel, d. h. Keimlinge der nachfolgenden
Generation miissen nicht unbedingt betroffen sein (zur Ubersicht Vaucheret et al., 1998). Dies
stimmt mit den hier gemachten Beobachtungen bel den Col35S:: AtPIN1-Pflanzen Uberein.

In einigen Untersuchungen wurde berichtet, dal3 fur PTGS endogenes und exogenes
Transkript vorhanden sein sollte und zusammengenommen eine gewisse Menge Uberschreiten
miissen (zur Ubersicht Vaucheret et al., 1998).

Somit konnte erklart werden, warum bel Pflanzen der schwach AtPIN1 Gberexprimierenden
Linie 7_1 keine pinl-artigen Verénderungen auftraten, weil bei ihr die AtPIN1-mRNA
Menge, wie die Western-Blot-Analysen andeuten, niedriger sein muf3, als bei den Linien 6 1
und 9 _11. Vaucheret und Mitarbeiter (1997) haben zudem festgestellt, dal3 bei Einflhrung
eines Gens in die entsprechende Mutante kein PTGS auftrat, wohl jedoch beim Wildtyp.

In dieser Arbeit wurde bel keiner der 4 Enk(pl)35S.:AtPIN1-Pflanzenlinien im spéteren
Entwicklungsstadium pinl-artige Veranderungen festgestellt (s. Abb. 6), obwohl eine starke
AtPIN1-Uberexpression vorliegt (s. Abb. 12).

4.2 Induzierbare AtPIN1-Expression in A. thaliana-Pflanzen

Konstitutiv AtPIN1-exprimierende Pflanzen haben in oberirdischen Pflanzenteilen keine
phanotypischen Veranderungen gezeigt, obwohl ectopische AtPIN1-Expression nachgewiesen
werden konnte (s. 3.1.15). Das lag womdglich an einer dafir nicht ausreichend hohen
Proteinmenge. Das offensichtliche , Gegensteuern® von Pflanzen gegenuber hohen
Transkriptmengen durch Kosupression zeigt die Limitierung der konstitutiven
Uberexpression. Um Kosupression zu vermeiden, wurde AtPIN1 daher unter der Kontrolle
des Glucocorticoid induzierbaren GV G-Systems (Aoyama und Chua, 1997) in A. thaliana des
Okotyp Columbia exprimiert (s. 3.2).

Keimlinge von 3 Pflanzenlinien, die auf Medium mit Induktor angezogen wurden, starben

nach ca. 2 Wochen (s. Abb. 27), was auf eine hohe Toxizité von grof3en AtPIN1-Mengen
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hindeutet. Zeitweises Besprihen von dteren Pflanzen mit dem Induktor fuhrte zu auffallig
|offelformig gewdlbten (hyponastischen) Hochbléttern, die bel einer Pflanzenlinie sogar
teilweise eingerollt waren (s. Abb. 28).

In Phaseolus wvulgaris (Bohne) wurde Uber einen Zusammenhang zwischen polarem
Auxintransport und Blattwachstum berichtet: Applizierte man Auxin auf Blattoberseiten, so
wurde das Z€llstreckungswachstum an Blattunterseiten stimuliert und schon nach 15 Minuten
war ein Aufwolben der Bléter zu beobachten. Wurden allerdings Inhibitoren des polaren
Auxintransports zusammen mit Auxin appliziert, so erfolgte kein hyponastisches
Blattwachstum (Hayes und Lippincott, 1976; Hayes, 1981). Die Autoren postulierten
deswegen einen inhibierbaren dorsiventralen Auxintransport in Bléattern.

Daher ist es denkbar, dal3 die in Western-Blot-Analysen nachgewiesene (s. Abb. 26) stark
erhdhte AtPIN1-Menge zu einem erhdhten Auxintransport in Bléttern gefihrt hat, der eine
differentielle Zellstreckung an Blattober- und Blattunterseite bewirkt hat.

4.3 Auxintransportstudien in heter ologen Expressionssystemen

Der néchstliegende Ansatz zur Untersuchung einer maglichen Auxinefflux-Carrier Funktion
von AtPIN1 ist seine Expression in heterologen Expressionssystemen und die Messung des
Auxintransports. Der Vortell heterologer Systeme besteht darin, dal3 in der Regel keine
redundanten Gene vorhanden sind, die z. B. Defekte durch das Ausschalten von Genen
kompensieren konnen und Uberexpressionseffekte nicht durch differentielle Expression von
anderen Genen, Gen-silencing oder Proteinmodifikation abgeschwécht werden. Der Nachteil
von heterologen Systemen besteht im Fehlen eventuell bendtigter Hilfsfaktoren

Die AtPIN1-cDNA wurde in Saccharomyces cerevisiae (Hefe) und in Xenopus Oozyten
(Froscheiern) exprimiert. In Oozyten wurde tritiiertes IAA direkt injiziert und sein Ausstrom
durch Messung der Aktivitdt im Uberstand bestimmt. Die Hefen wurden tber Diffusion
beladen, und nach einem Waschschritt wurde die Kinetik der Retention von tritiiertem IAA in
den Hefen gemessen. Sowohl AtPIN1-exprimierende Hefen als auch die Kontrollen verloren
schon nach sehr kurzer Zeit fast die gesamte Aktivitdt (s. Abb. 29), was auf endogene
Transporter oder Permeasen, die Auxin hinaustransportieren, hindeutet. Oozyten gaben |AA
zwar langsamer an das umgebende Medium ab als Hefe (s. Abb. 29), jedoch war kein
erhdhter Ausstrom aus AtPIN1-exprimierenden Zellen festzustellen. Kompetitionsversuche

mit Uberschissigem, unmarkiertem 1AA veranderten die Ausstromkinetik in Oozyten nicht
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und deuten somit auf Diffusion oder einen nicht kompetetierbaren Efflux as Mechanismus
fUr den IAA-Heraustransport hin.

Obwonhl fur das AtPIN2-Protein bereits funktionelle Untersuchungen in Hefe durchgefihrt
wurden, gibt es auch in diesen Fédlen kene Uberzeugenden Hinweise auf eine
Auxintransportaktivitdt. Chen und Mitarbeiter (1998) haben, éhnlich den Versuchen in dieser
Arbeit, Hefezellen mit tritiiertem IAA beladen und seine Retention gemessen. Fir kinetische
Untersuchungen vallig unzureichend wurden nur zwel Zeitpunkte (nach O- und nach 60
Minuten) angegeben, wobei nach 60 Minuten weniger Aktivitét in AtPIN2-exprimierenden
Hefen gemessen wurde. Zum Nachwels eines Carrier-vermittelten Auswartstransports hétten
auch Kompetitionsversuche mit unmarkiertem IAA durchgefiihrt werden missen, wortber
aber nicht berichtet wurde. Luschnig und Mitarbeiter (1998) zeigten, da3 AtPIN2-
exprimierende Hefen resistent gegen normalerweise toxisches 5-Fluoro-Indol (5-F-In) sind,
was sie durch Efflux der Substanz aus den Zellen erklarten. Es wurde aber nicht gezeigt, ob
diese Substanz Uberhaupt ein Substrat fur den Auxinefflux-Carrier ist. Zwar ist IAA (Indol-3-
Essigsdure) auch ein Indolderivat, besitzt aber im Gegensatz zu 5-F-In noch eine
Carboxylgruppe. Die meisten Substanzen mit Auxin-Aktivitat und alle bis jetzt bekannten
Substrate fur den Auxinefflux-Carrier haben als strukturelle Gemeinsamkeit einen Aromaten
und eine Carboxylgruppe (Lomax et al., 1995). Es wird angenommen, dald dies fur die
spezifischen Wechselwirkungen von Auxin mit Proteinen entscheidend ist (Libenga und
Mennes 1995).

In heterologen Systemen konnte also bisher noch nicht Gberzeugend gezeigt werden, dal3 es

sich bel AtPIN-Proteinen um Auxintransporter handelt.

4.4 Funktionelle Charakteriserung von AtPIN1 in A. thaliana-
Suspensionskulturen und in A. thaliana-Pflanzen

Die funktionelle Charakterisierung von Proteinen, die am polaren Auxintransport (PAT)
beteiligt sind, ist stark limitiert durch die zur Verfligung stehenden homologen
Untersuchungssysteme. In  Blitenstandachsen z.B. ist der PAT von mehreren
entwicklungsabhangigen Faktoren abhangig: Vom Alter der Pflanzen, von der Anzahl der
lateralen Organe und von der Entwicklung des vaskuléaren Systems (Bennett et al., 1995;

Prezemeck et al., 1996). In Suspensionskulturen spielen entwicklungsspezifische Prozesse
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eine geringere Rolle, da die Zellen wenig differenziert sind. In Tabak-Suspensionskulturen
wurden Auxininflux und —efflux mittels radioaktiv markierten Auxinen durch Kompetition
bzw. Inhibierung charakterisiert (Delbarre et al., 1996/1998; Imhoff et al., 2000). Direkte
Efflux-Messungen waren nicht moglich, da innerhalb weniger Minuten Uber 40% des
zugegebenen Auxins metabolisiert wurde, weswegen auch die kurzen Versuchzeiten von 30
Sekunden gewahlt worden sind (Delbarre et al., 1996). Methodisch vergleichbar mit diesen
Experimenten, wurde zur Messung einer moglichen Beteiligung von AtPIN1 am Auxinefflux
im Rahmen dieser Arbeit erstmas en Auxintransportassay in A, thaliana-

Suspensionskulturen erfolgreich etabliert (s. 3.4.3).

Der Auxinefflux in A. thaliana-Suspensionskulturen erfolgt tUber einen Transporter
ver mittelten Mechanismus(s. 3.4.3)

Als Auxin wurde 1-NAA verwendet, das ausschliefdlich Gber Diffusion in Zellen gelangt und
nur ein Substrat fir den Efflux-Carrier, aber nicht fir den Influx-Carrier ist (Delbarre et al.,
1996). Der Auxinefflux in einer A. thaliana Columbia-Wildtyp-Suspensionskulur wurde in
K ompetitionsexperimenten untersucht.

Aliquots der Suspensionskultur wurden 30 s mit einer konstanten Menge PH]1-NAA und
ansteigenden Mengen 1-NAA inkubiert und die Radioaktivitdt der Zellen gemessen. Die
Kompetitionskurve verlief glockenformig (s. Abb. 32). Bei 30-300 nM 1-NAA war kein
Anstieg der [?H]1-NAA Aktivitat festzustellen. Die Kompetitionskurve verlief ab 1 M
1-NAA steiler und erreichte ihr Maximum bel 30-50 mM 1-NAA, bel der der Auxinefflux
gesittigt war (s. Abb. 32). Die Differenz der [PH]1-NAA Aktivitdt zwischen 0 und 50 nivi
1-NAA stellt den Betrag des saturierbaren-Efflux dar. Er machte ca. 28 % der PH]1-NAA
Gesamtaktivitét aus, in die auch noch Reste des Mediums, extrazelluldre- und in Organellen
adsorbiertes PH]1-NAA einflieen. Die konzentrationsabhéngige Kompetition zeigt, daf in
A. thaliana-Suspensionskulturen ein  Transporter-vermittelter ~ Auxinefflux  vorliegt.
Bemerkenswert ist die Geschwindigkeit des Auxinefflux, der innerhalb von 30 Sekunden
signifikante Mengen 1-NAA aus Zellen heraustransportiert, was seinerseits gerade erst durch
Diffusion eingestromt ist. Studien in Tabak-Suspensionskulturen haben gezeigt, dal’ zu
diesem Zeitpunkt erst 25% der [*H]1-NAA-Aktivitdt, bezogen auf den
Gleichgewichtszustand, in Zellen vorliegt (Delbarre et al., 1996).

Bei Zugabe von 100-300 mM 1-NAA wurde eine geringere PH]1-NAA Aktivitat gemessen,
was einem niedrigeren saturierbaren Efflux entspricht (s. Abb. 32). Die gleichen

Beobachtungen wurden auch in Tabak-Suspensionskulturen gemacht (Delbarre et al., 1996).
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Die Autoren erklarten dies mit einer Verringerung des cytosolischen pH-Wertes durch die
schwache Sdure 1-NAA, wodurch auch der Auxinefflux reduziert wurde (Delbarre et al.,
1996).

Vergleicht man die Kompetitionskurve der in dieser Arbeit verwendeten A. thaliana- mit der
der Tabak-Suspensionskultur (Delbarre et al., 1996), so ist ein sehr dhnlicher Verlauf
festzustellen. Dies deutet darauf hin, dal3 in beiden Systemen der Auxinefflux eine dhnliche
Charakteristik besitzt.

Uber expression von AtPIN1in A. thaliana-Suspensionskulturen erhoht den Auxinefflux
und fahrt zu einer konzentrationsabhangig reduzierten Sensitivitat gegeniber dem
Inhibitor NPA

Ahnlich wie in der A. thaliana-Wildtyp-Suspensionskultur wurde der Auxinefflux in einer
durch  Glucocorticoid-Zugabe induzierbar AtPIN1-Uberexpremierenden A. thaliana-
Suspensionskultur untersucht. (s. 3.4.4). Die Kultur wurde aus ColpTA:: AtPIN1-Keimlingen
erzeugt (s. 2.8.1 und 3.2.4). Der Betrag des saturierbaren Auxinefflux wurde bei AtPIN1-
Uberexprimierender Suspensionskultur und nicht-induzierter Kontrollkultur ermittelt und
miteinander verglichen. Dabel wurde festgestellt, da3 bei AtPIN1-Uberexpression der
Auxinefflux bis zu 64% der [*H]1-NAA-Gesamtaktivitét ausmachte, wahrend er in der
Kontrollkultur maximal 30% betrug (s. Abb. 33). Zwischen den einzelnen Experimenten
waren Unterschiede im Betrag des erhohten saturierbaren Auxinefflux durch AtPIN1-
Uberexpression festzustellen (s. Abb. 33). Diese Streuung konnte von verschieden starken
AtPIN1-Expressionsniveaus aufgrund von Variabilitdten des GVG-Systems herrihren
(McNéllis et al., 1998). In Western-Blot-Analysen wurden zwischen den Experimenten zwar
keine signifikanten Expressionsunterschiede festgestellt, alerdings lassen sich mit dieser
Methode geringe Unterschiede in der Proteinmenge nicht nachweisen.

Somit konnte indirekt gezeigt werden, dai’ die Uberexpression von AtPIN1 zu einer erhéhten
Auxinefflux-Aktivitée in  Suspensionskulturzellen fuhrt. Neben dem reduzierten
Auxintransport in BlUtenstandachsen von pinl-Mutanten (Okada et al., 1991), ist dies der
zwelite transportphysiologische Hinwels einer Beteiligung von AtPIN1 am Auxinefflux.

Da pinl-Mutanten starke Veranderungen im vaskuldren Gewebe aufweisen und ein enger
Zusammenhang zwischen der Entwicklung des vaskuldaren Systems und dem PAT besteht
(Sachs 1981, 1991) war unklar, ob AtPIN1 unmittelbar am PAT beteiligt ist. Der pinl-
Phéanotyp liel3 auch die Moglichkeit zu, dal3 AtPIN1 nur einen wichtigen Faktor fur die
Entwicklung des vaskuldren Systems darstellt. Da Suspensionskulturen nicht vaskularisiert
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sind, kann festgestellt werden, dal3 AtPIN1 am PAT beteiligt ist. Im homologen System kann
alerdings nicht unterschieden werden, ob AtPIN1 ein Auxintransporter oder ein Regulator
des polaren Auxintransports ist.

Zur Untersuchung einer moglichen regulativen Funktion von AtPIN1 im PAT wurde in der
AtPIN1-Uberexprimierenden Suspensionskultur die Inhibierbarkeit des Auxinefflux durch den
Auxintransportinhibitor NPA untersucht. Dabei akkumulierte bei Zugabe von 0 bis 5 niM
NPA in Suspensionskulturzellen bis zu 30% weniger [’H]1-NAA as in den Kontrollen. Bei
Zugabe von 25 und 50 mM NPA war, innerhalb der Fehlergrenzen, shnlich viel [PH]1-NAA in
den Uberexprimierenden Zellen, wie in der nicht-induzierten Kontrolle (s. Abb. 34). Die
niedrigere [*H]1-NAA Menge, die bei geringen NPA-Konzentrationen in AtPIN1
Uberexprimierenden Zellen akkumuliert, kann mit einer hoheren Efflux-Aktivitat erklart
werden, weil NPA den Auxinefflux weniger stark inhibiert als in den Kontrollen. Wird die
NPA  Konzentration erhoht, so  akkumuliert in  AtPIN1-Uberexprimierenden
Suspensionskulturen ahnlich viel [°H]1-NAA wie in den Kontrollen, und in beiden Fallen tritt
maximale Inhibierung des Efflux auf. Somit verringert eine AtPIN1-Uberexpression

konzentrationsabhangig die Regulierbarkeit des Auxinefflux-Carriers durch NPA.

Konstitutive AtPIN1-Expression in A. thaliana fuhrt in Sprof3achsen ebenfalls zu einer
konzentrationsabhangig reduzierten Sensitivitat des PAT gegenuiber NPA (s. 3.1.14)
Der Einflud von NPA auf den PAT wurde in Stengelsegmenten von 2 AtPIN1-
Uberexprimierenden Enk(pl)35S.:AtPIN1-Pflanzenlinien untersucht. Bel Zugabe von 5 und
15 uM NPA war im Vergleich zum Wildtyp ein um 100 bis 150% erhdhter PAT festzustellen.
Bel 50 nM NPA war der PAT genauso stark reduziert wie im Wildtyp (s. Abb. 21). Somit
wurden in  AtPIN1 Uberexprimierenden Zellkulturen und in Enk(pl)35S.:AtPIN1-
Stengelsegmenten, qualitativ  betrachtet, die gleichen Effekte festgestellt. Folgende
Erkl&rungen fir die Beobachtungen sind denkbar:
NPA bindet an AtPIN1. NPA wird tellweise durch Uberexprimiertes AtPIN1
,heraustitriert* und kann somit den PAT weniger stark inhibieren. Wird die NPA-
Konzentration weiter erhoht, so werden ,NPA-Bindungstellen® an adlen AtPIN1-
Proteinen abgeséttigt und der PAT ist maximal inhibiert.
AtPIN1 kompetitiert die Bindung von NPA an ein NPA-bindendes Protein (fir
Kandidaten s. 1.1.5). AtPIN1 interagiert direkt mit einem NPA-Bindungsprotein. Wird die
AtPIN1-Menge erhoht, so konkurriert es mit NPA um dieselben Bindungsstellen und
reduziert die NPA-Bindung, womit die inhibierende Wirkung von NPA auf den PAT
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abgeschwéacht ist. Bel hoheren NPA-Konzentrationen wirde dann weniger AtPIN1
gebunden sein und der PAT wird stark inhibiert.

Im Unterschied zu AtPIN1 Uberexprimierenden Suspensionskulturen, bel denen der
Auxintransport erhoht ist, wurde in Sprof3achsen von Enk(pl)35S:AtPIN1-Pflanzen kein
verstérkter PAT gemessen (s. Abb. 20). Ectopisch exprimiertes AtPIN1 wurde
immuncytochemisch am basalen Ende in allen Zellen der untersuchten Stengelsegmente
nachgewiesen (s. Abb. 23). Zusammen mit den Western-Blot Untersuchungen in Wurzeln von
Keimlingen (s. Abb. 12) zeigt dies eine AtPIN1-Uberexpression auch in SproRachsen an.
Moglicherweise ist in Enk(pl)35S:: AtPIN1-Pflanzen die fir einen deutlich mef3bar erhohten

Auxintransport notwendige AtPIN1-Menge nicht vorhanden.

4.5 Wechsalwirkungen zwischen AtPIN-Proteinen und PINOID

Pinl- und pinoid-Mutanten (pid) zeigen &hnliche phénotypische Verdnderungen sowie einen
reduzierten PAT in Sprof3achsen (Bennett et al., 1995). Das PID-Gen kodiert fir ene
cytosolische Serin/Threonin-Kinase (Christensen et al., 2000). Kongtitutiv PID-
Uberexprimierende A. thaliana-Keimlinge zeigen ein gravitrop gestortes Wurzelwachstum,
und in stark Uberexprimierenden Pflanzenlinien kollabiert das Hauptwurzelmeristem schon
nach wenigen Tagen. Dies kann durch Anzucht auf NPA-hatigem Medium verhindert
werden, was auf einen erhéhten Auxintransport in diesen Pflanzen hindeutet (Benjamins et
al., 2001). Zudem ist PID in einigen Organen in Xylem-Parenchymzellen co-exprimiert mit
AtPIN1 (Benjamins et al., 2001). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal3 AtPIN1 und PID
moglicherweise in einem engen funktionalen Zusammenhang stehen. Deswegen wurde
untersucht inwieweit in pid-Mutanten oder PID-Uberexprimierenden Pflanzen (35S::PID) die
Lokalisierung und das Expressionsprofil der mutmaldichen Auxinefflux-Carrier Komponente
AtPIN1 beeinfluf?t ist.

PID-Uberexpression fiihrt zu einer basal-apikal Umkehrung der zellularen AtPIN1
Lokaliserung in BlUtenstandachsen, wobel der PAT jedoch nicht signifikant verandert
ist

Der PAT wurde in Stengelsegmenten einer PID-Uberexprimierenden Pflanzenlinie untersucht

(s. 3.5.2). Dabei wurden im Vergleich zum Wildtyp keine signifikanten Veranderungen
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festgestellt (s. Abb. 37). Dies korreliert mit den schwachen phénotypischen Verdnderungen in
oberirdischen Pflanzenteilen (Benjamins et al., 2001). Da angenommen wird, dal3 die basale
zellulére Lokalisierung von AtPIN1 in Xylem-Parenchymzellen die Richtung des PATS, der
Uber Zell-zu-Zell Transport erfolgt, in diesen Zellen bedingt (Padme und Gaweller, 1999),
wurde die Lokaliserung von AtPIN1 in Blitenstandachsen von 35S:PID-Pflanzen
untersucht:  Immuncytochemische  Untersuchungen  zeigten Signde in Xylem-
Parenchymzellen. Das Expressionsprofil stimmt mit dem von AtPIN1 in Wildtyp-Pflanzen
Uberein (Gaweiler et al., 1998; diese Arbeit s. Abb. 36 D). Allerdings ist die intrazelluldre
Lokalisierung von AtPIN1 revertiert. Wahrend AtPIN1 in Wildtyp-Sprossen am basalen
(unteren) Zellende lokalisiert ist, befindet es sich bei der untersuchten 35S::PID-Linie am
apikalen (oberen) Zellende (s. Abb. 36 A/B).

Die revertierte intrazellulére AtPIN1-Lokaliserung bei gleichzeitig unverandertem PAT steht
offenbar im Widerspruch zur postulierten Rolle von AtPIN1 als katalytische Untereinheit des
Auxinefflux-Carriers. Eine mogliche funktionelle Kompensation der AtPIN1-Inversion durch
andere Proteine der AtPIN-Familie ist unwahrscheinlich. Die starken phanotypischen
Verénderungen in pinl-Mutanten deuten auf eine nicht-redundante Funktion von AtPIN1 in
oberirdischen Geweben hin. Zudem sind andere AtPIN-Proteine in 35S:PID-Pflanzen
ebenfalls revertiert (s.u.). Gegen eine Funktion von AtPIN1 als Auxintransporter sprechen

auch die folgenden Ergebnisse:

Keimung von 35S::PID-Pflanzen auf NPA-haltigem Medium kompensiert zwar die
meisten Defekte, die durch PID-Uberexpression bewirkt wurden, beeinfluRt aber nicht
die,falsche® AtPIN1-Lokalisierung

Benjamins und Mitarbeiter (2001) berichteten, dal3 das Hauptwurzelmeristem von 35S.:PID-
Keimlingen nach wenigen Tagen kollabiert und die Auxinhomoostase in Wurzelspitzen
verdndert ist. Dies konnte durch niedrige Dosen NPA kompensiert werden, was einen
erhdhten PAT als Grund dafur wahrscheinlich erscheinen 1&/%. In dieser Arbeit wurde
bestétigt, dal3 NPA das Kollabieren des Hauptwurzelmeristem verhindert, wobei aber nicht
die gestérte AtPIN1-Lokaliserung in Wurzelspitzen verdnderte wurde (s. 3.5.1).
Zusammengenommen mit der gleichfalls umgedrehten AtPIN1-Lokalisierung in Sprof3achsen
von 35S::PID-Pflanzen, ist dies ein weiterer Hinweis darauf, dal3 die basale (in Wurzeln:
apikale) Lokalisierung von AtPIN1 nicht notwendig fir einen basipetalen (in Wurzeln:
acropetalen) PAT ist. Um dlerdings redundante Funktionen anderer AtPIN-Proteine in
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Wurzeln vollig ausschlief3en zu kénnen, mul3 noch deren Lokalisierung in NPA-behandelten

35S :PID-Keimlingen untersucht werden.

In Wurzelspitzen und SprofRachsen der untersuchten pid-Mutantenallele wurde keine
veradnderte AtPIN1-Lokalisierung festgestellt (s. Abb. 35, 36). In Wurzelspitzen wird PID gar
nicht (Benjamins et al., 2001) und in SprofRachsen nur sehr schwach (R. Offringa, personliche
Mitteilung) exprimiert. Somit kann keine Aussage uber den Einflufld von PID auf die AtPIN1-
Proteinlokalisierung im Wildtyp getroffen werden. Untersuchung der AtPIN1-Lokalisierung
in stark PID-exprimierenden Geweben wie jungen lateralen Infloreszenzorganen und Bliten
(Christensen et al., 2000; Benjamins et al., 2001) sollte Aufschlufd dartber geben.

Was kann aus den Untersuchungen der 35S.:PID-Pflanzen fur die Funktion von AtPIN1 im
polaren Auxintransport geschluf¥folgert werden ?

AtPIN1 ist ein positiver Regulator des PAT. Die vorliegenden Daten lassen eine Funktion as
Porenkomponente des AEC unwahrscheinlich erscheinen. Dabel scheint AtPIN1 nicht
unbedingt Uber direkte Protein-Protein-Wechselwirkungen den Auxinefflux-Carrier zu

regulieren, sondern eventuell Gber noch nicht bekannte Signaltransduktionswege.

Fur einige Zucker-Transporter-dhnliche Proteine aus Hefe und Pflanzen wurde gezeigt, dal3
sie as Zucker-Sensor oder dual als Zucker-Transporter und —Sensor funktionieren kdnnen.
Sie regulieren durch bisher noch nicht aufgeklarte Mechanismen die Transkription bzw.
Endocytose von Transportproteinen oder den Zucker-Metabolismus, wodurch der
Zuckergehalt in Zellen gesteuert wird (zur Ubersicht Lalonde et al., 1999).

Funktionen als regulatorische Proteine im PAT sind sowohl fir AtPIN1, wie in dieser Arbeit
gezeigt wurde as auch fur AtPIN2 denkbar: Rashotte und Mitarbeiter (2001) haben drei
Atpin2-Mutantenallele (eirl-1, agrl-5, agrl-7) mit stark reduziertem basipetalen
Auxintransport in Wurzeln mit der rcnl-Mutante gekreuzt, die einen stark erhohten
basipetalen Auxintransport zeigt. Die Kreuzungsnachkommen zeigten einen ebenso stark
erhdhten Auxintransport wie rcnl-Mutanten. D.h. der Defekt in der Phosphatase 2A-
Untereinheit ist dominant Uber den Ausfall der AtPIN2-Funktion. Wéare AtPIN2 die
Porenkomponente des Auxinefflux-Carriers in den &uf3eren Zellschichten der Wurzel, so
mufdte sein Ausfall dominant sein. Also sollte der basipetale Auxintransport in eirl-1 etc. x

rcnl genauso stark reduziert sein wiein eirl-1, agrl-5 und agrl-7, was aber nicht zutrifft.
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Diese Daten deuten auch fur AtPIN2 auf eine regulatorische Funktion im polaren

Auxintransport hin.

PID-Uberexepression fiihrt ebenfalls zu einer Umkehrung der intrazelluléren
Lokalisierung von AtPIN2 und AtPIN4 in Wurzelspitzen (s. 3.5.3)

In Wurzelspitzen von 35S::PID-Keimlingen wurde immuncytochemisch die Lokalisierung
von AtPIN-Proteinen untersucht. AtPIN1 ist intrazellulér genauso wie im Sprof3 nicht mehr
apika (unten) wie im Wildtyp, sondern gréftenteils basal (oben) lokalisiert (s. Abb. 35 A/B).
In Kreuzungsnachkommen von 35S::AtPIN1- mit 35S::PID-Pflanzen zeigte auch ectopisch
exprimiertes AtPIN1 eine apikal-zu-basal Lokalisations-Umkekehrung (s. Abb. 35 F).

In Zellen, in denen AtPIN4 im Wildtyp apikal lokalisiert, ist es nun ebenfalls basal lokalisiert.
Dagegen zeigt AtPIN4 in Columella-Zellen keine veranderte Lokalisierung und liegt wie im
Wildtyp um die ganze Zelle herum verteilt vor (s. Abb. 38 C/D). Interessanterweise wurde die
AtPIN2-Lokaliserung in 35S:PID-Keimlingen nur in Rindenzellen vom apikalen zum
basalen Ende verandert, dagegen zeigt AtPIN2 in Zellen der Wurzelhaube und der Epidermis
noch immer seine ursprungliche basale Lokalisierung (s. Abb. 38 G/H und Abb. I1).

35S::PID

Abb. II: Schematische Darstellung der Zelltyp-spezifischen AtPIN2-
Reversion (rot) in Rindenzellen von Wurzelspitzen in PID-
Uberexprimierenden Keimlingen. Zelltypen (von auflen nach innen):
Wurzelhaube, Epidermis, Rinde.
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Offenbar beeinflut also die PID-Uberexpression selektiv nur die Lokalisierung von
normalerweise basal (im Sprofd) bzw. apikal (in der Wurzel) lokalisierten AtPIN-Proteinen.
Wieist dieser Befund zu erkléren ?

In Pflanzen ist bisher wenig Uber das intrazellul&re sorting von polar lokalisierten
Membranproteinen bekannt. In tierischen Epithel- und Nervenzellen sind die Mechanismen
besser untersucht. Ausgehend vom Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) gibt es verschiedene
Mechanismen fir die Translokation von basalen und apikalen Membranproteinen. Basal
adressierte Proteine erreichen die Plasmamembran Uber verschieden Vesikel (u.a. Clathrin-
ummantelte-Vesikel). Apikal adressierte Proteine werden in Lipid-Fl63en (ipid rafts) im
TGN ,gesammet® und dann zur apikalen Membran transportiert. Apikal-Basal-
Lokalisierungen sind nicht streng voneinander getrennt. Mittels Transcytose kénnen basale
Proteine auch zur apikalen Membran gelangen (zur Ubersicht Keller und Simons, 1997). Fir
basal adressierte Proteine gibt es mindestens zwel sorting-Signale innerhalb der
Proteinsequenz wie Tyrosine oder ein Di-Leucin bzw. ein Leucin-1soleucin Aminosaurepaar
im C-terminalen Bereich (Matter und Mellman, 1994). Erkennung und ,Einbau“ oder
Assoziierung von Proteinen an Lipid-FIOoRe fur eine apikale Translokation erfolgt durch
Glycophosphatidyl-Inositol-Anker, Transmembrandomanen und N-Glucosylierte-
Aminosauren. Basales sorting scheint dominant Uber apikales sorting zu sein: Einige
normalerweise basal lokalisierte Proteine, bei denen der C-Terminus deletiert wurde,
lokalisierten an der apikalen Membran (zur Ubersicht Simons und Ikonen, 1997). Es gibt
Hinweise darauf, dal3 eine Uber Transcytose verlaufende basal-zu-apikal Umkehrung der
Lokaliserung von Membranproteinen Uber Phosphorylierung von Serin-Aminosauren
stattfindet (Mostov und Cardone, 1995).

Ahnlich zu einigen polar lokalisierten Membranproteinen aus Tieren, besitzen AtPIN-Proteine
am C-Terminus mehrere Di-Leucin- und Leucin-Isoleucin Motive, die as basales sorting-
Signa  fungieren konnten. Zudem sind mehrere  Serine, die as mdgliche

Phosphorylierungsstellen in Frage kommen, am C-Terminus vorhanden (Friml, 2000).

Daraus 1403 sich folgendes Modell zur Steuerung der AtPIN-Polaritét ableiten:

In polarisierten Zellen sind AtPIN1/2/4, falls sie nicht phosphoryliert werden, apikal
lokalisiert (ectopisch exprimiertes AtPIN1 ist in alen untersuchten Zelltypen apika (im
Sprof3: basal) lokalisiert). Durch Zelltyp-abhangige, selektive Phosphorylierung einzelner
AtPIN-Proteine kann das dominante apikale Lokalisierungsmuster verdndert werden. In

Rindenzellen der Wurzel sind ectopisch exprimiertes AtPIN1 und endogenes AtPIN2 beide
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apikal lokalisiert. In Epidermis-Zellen dagegen sind ectopisches AtPIN1 und endogenes
AtPIN2 entgegengesetzt lokalisiert. Durch Uberexpression der PINOID-Kinase werden
AtPINL1/2/4 in alen polarisierten Zellen phosphoryliert (direkt oder Uber eine Kaskade) und
lokalisieren nun am basalen Ende.

Zur Erhéartung der Hypothese mufdte zunachst die Interaktion von PID mit den AtPIN-
Proteinen nachgewiesen werden durch zB. Hefe-2-Hybrid-Untersuchungen und
Immunprézipititationsversuche. Mogliche Phosphorylierungsstellen der  AtPIN-Proteine

sollten mutiert und die Lokalisierung der Proteine untersucht werden.

M dgliche Funktion von PINOID beim polaren Auxintransport

Da PID-Uberexpression zwar die AtPIN1-Lokalisierung im Sprof? revertiert, aber der PAT
dadurch nicht verandert wird und weil die morphologischen Verdnderungen der Wurzelspitze
wahrscheinlich durch einen erhdhten PAT verursacht sind, ist es vorstellbar, dal3 PID auch
andere am PAT betelligte Proteine beeinflul®t. Dabei konnte PID ein Glied einer, die
Trandokation von Proteinen steuernden, Signaltransduktionskette sein: PID zeigt gewisse
Ahnlichkeiten zu Proteinkinase-C-Proteinen aus Tieren. Gut eforscht ist die
Signaltransduktionskette der Insulin-induzierten Translokation des Glucosetransporters
GLUTA4. Sie geht aus vom Insulinrezeptor, der Uber eine Phosphoinositol/Proteinkinase-C-
Signaltransduktionskette zur Phosphorylierung von GLUT4 enthaltenden sekretorischen
Veskeln fuhrt, die an Actin-Filamenten entlang zur basalen-Plasmamembran gelangen und
mit ihr fusionieren (zur Ubersicht Simpson et al., 2001). Interessanterweise gibt es zu den
beteiligten Proteinen Orthologe in Pflanzen, wovon die meisten auch eine Funktion im
Auxintransport zu haben scheinen (u.a. PID, RCN1, GNOM, KNOLLE; zur Ubersicht
Muday, 2002). Dies konnte bedeuten, dal3 Pflanzen einen &dhnlichen Mechanismus zur
Regulation des Auxintransports nutzen. Es ist unwahrscheinlich, da3 PID-Uberexpression zu
einer Inversion samtlicher basal (in Wurzeln: apikal) lokalisierter Membranproteine fuhrt, da
die Zellpolaritdt - und damit die asymmetrische Verteilung von Membranproteinen - fir den
Aufbau mehrzelliger Organismen entscheidend ist. Zudem zeigen PID-Uberexprimierende
Pflanzen nur leichte morphologische Veranderungen in oberirdischen Pflanzenorganen. Es ist
denkbar, dal? PID-Uberexpression in Wurzeln zu einer erhéhten Sekretion von noch nicht
charakterisierten Auxinefflux-Carrier-Proteinen an die Plasmamembran fuhrt. Kandidaten
dafir sind die ABC-Transporter dhnlichen Proteine AtMDR1, AtPGP1 und AtPGP2 (zur
Ubersicht Muday, 2002) aus A. thaliana oder TM20 aus Mais, das keiner bekannten
Proteinklasse angehort (Stiefel et al., 1999). In pid-Mutanten ist mdglicherweise deren
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Sekretion vermindert und verursacht dadurch den ,, Auxintransport”-Phanotyp. Die Inversion
der 3 AtPIN-Proteine ist adso moglicherweise nur ein Tellaspekt, der durch PID-
Uberexpression hervorgerufenen Veranderungen.

4.6 Moddl fur die Funktion von AtPIN1

Zusammenfassend werden Ergebnisse aus diesser Arbeit und aus der Literatur

zusammengestellt, aus denen ein Modell fur die Funktion von AtPIN1 beim polaren

Auxintransport (PAT) abgeleitet werden kann:
pinl-Mutanten zeigen einen reduzieten PAT in Sprof3achsen und phéanotypische
Veranderungen, die durch Behandlung mit Auxintransportinhibitoren phanokopiert
werden konnen (Okada et al., 1991; Galweiler et al., 1998). Mutationen in anderen Genen
(PID, IFL1, MP, s. Einleitung), deren Funktion beim PAT bisher unverstanden sind,
bewirken dhnliche Stérungen in A. thaliana. Somit ist unklar, welche Funktion AtPIN1
beim PAT besitzt.
Die phanotypischen Anderungen bei konstitutiv AtPIN1-tberexprimierenden Keimlingen
wie die Defekte im gravitropen Wurzelwachstum und die erhthte Seitenwurzeldichte
deuten auf einen veranderten PAT hin. Diese Vermutung wird bestérkt durch die erhéhte
und asymmetrische Aktivitdt des auxinresponsiven DR5-Promotorelements in
Wurzelspitzen, was erhohte Auxinkonzentrationen und eine veranderte Auxinhomoostase
anzeigt.
AtPIN1 besitzt die berechnete Topologie eines Membranproteins mit Homologie zu
Transportproteinen. In Xylem-Parenchymzellen des Sprof3es, durch die der PAT verlauft,
lokalisiert AtPIN1 am basalen Ende von Zellen, was mit einer mdglichen Funktion as
Porenkomponente des basal lokalisierten Auxinefflux-Carrier-Komplex (AEC) korreliert
(Gélweller et al., 1998). Gegen eine Funktion als Auxintransporter spricht, dafd in
PINOID-Uberexprimierenden A. thaliana die intrazellulére AtPIN1-Lokalisierung sowohl
im Sprof3 as auch in der Wurzelspitze umgedreht ist, wodurch allerdings der PAT im
Sprof nicht verandert wurde (s. Abb. 35, 36, 37). Dies bedeutet, dal3 fir eine normale
Entwicklung von A. thaliana AtPIN1 zwar benttigt wird, aber seine intrazellulére
Lokalisierung nicht mit der Richtung des PAT korrelieren mul3. Es ist offensichtlich nicht
notwendig, dal3 AtPIN1 mit dem in den Xylem-Parenchymzellen des Sprof3es basal
lokalisierten AEC (Lomax et al., 1995) kolokalisiert.
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Uberexpression von AtPIN1 fihrt in A. thaliana-Suspensionskulturen zu einem (i)
erhdhten Auxinefflux und (ii) zu einer konzentrationsabhéangigen niedrigeren Sensitivitét
des Auxintransports gegentber Inhibierung durch NPA sowohl in Suspensionskulturen als
auch in Sprof3achsen von AtPIN1-Uberexprimierenden Pflanzen. Dies zeigt, dal3 AtPIN1
(i) den Auxinefflux stimuliert und (ii) eine regulatorische Funktion im PAT besitzt.

Die Aufklarung der konkreten Funktion von AtPIN1 beim PAT wird also weiterhin
Gegenstand der Forschung sein. Hertel (1983) spekulierte Uber ein in Zellen polar
lokalisiertes Protein mit Auxin-Rezeptor-Eigenschaften. Ahnlich wie bei Zuckertransporter-
homologen Proteinen aus Pflanzen und Hefe mit Rezeptor-Funktion (zur Ubersicht Lalonde et
al., 1999), ist es denkbar, dal3 AtPIN1 as Auxin-Sensor wirkt. Dabei kénnte AtPIN1 dazu

analog die Transkription oder die Endocytose von Komponenten des AEC regulieren.

4.7 Ausblick

Funktionelle Charakterisierung von Komponenten des Auxintransportsystems

In dieser Arbeit wurden erstmals A. thaliana-Suspensionskulturen fir Auxinefflux-

Transportuntersuchungen gezeigt. Damit steht nun ein homologes System zur funktionellen

Charakterisierung von Komponenten oder Regulatoren des Auxinefflux-Carriers wie z.B.

PID, RCN1 oder BIG (s. 1.1.7) zur Verfugung. Transformation der induzierbar AtPIN1-

Uberexprimierenden Suspensionskultur mit sense und antisense Konstrukten unter Kontrolle

eines z.B. Ethanol induzierbaren Promotors und anschlief3ende Auxin-Transportstudien

konnten,

1) einedirekte Beteiligung der Proteine am Auxintransport belegen

2) mogliche funktionelle Interaktionen mit AtPIN1 bei der Regulation des Auxinefflux
aufkléren.

Weiterhin konntein A. thaliana-Suspensionskulturen der putative Auxininflux-Carrier AUX1

funktionell charakterisiert werden.

Ist AtPIN1 ein NPA-bindendes Protein ?
In Sprof3achsen von konstitutiv AtPIN1-Uberexprimierenden Pflanzen und in der induzierbar
AtPIN1-Ubererexprimierenden  Suspensionskultur wurde eine konzentrationsabhéngig

reduzierte Sengitivitdt des Auxintransports gegenuber dem Inhibitor NPA festgestellt.
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Moglicherweise bindet NPA an AtPIN1, was ein weiterer Hinweis auf eine regulatorische
Funktion von AtPIN1 beim PAT ware. In Kompetitionsstudien mit tritiiertem NPA an
mikrosomale Proteinfraktionen von 35S: AtPIN1-Pflanzen und AtPIN1-exprimierender Hefe

kann diese Fragestellung untersucht werden.

Ist AtPIN1 ein Auxin-bindendes Protein ?

Um Hinweise auf ene mogliche Auxin-Rezeptorfunktion zu erhalten, konnen
Bindungsstudien mit tritiiertem Azido-IAA an mikrosomale Proteinfraktionen von
35S:AtPIN1-Pflanzen und AtPIN1-exprimierender Hefe durchgefiihrt werden. Mehrere
Auxin-bindende Proteine wurden bereits auf diese Weise identifiziert (Feldwisch et al., 1992,
1994).

Heterologe Expression in Xenopus Oozyten

Oozyten wurden fur Auxinefflux-Experimente genutzt. AtPIN1 zeigte in diesem System keine
Auxin-Transportaktivitét, da es wahrscheinlich ein Regulator des Auxinefflux ist. Der AEC
besteht vermutlich aus mehreren Proteinen (s. 1.1.5). Koexpression von AtPIN1 mit den
putativen Auxin-Transportern AtMDR1, AtPGP1, AtPGP2 oder TM20 in Oozyten und
Auxinefflux-Messungen kdnnten zur Aufklarung der Struktur des AEC beitragen.

Intrazellulare Polaritat von Membranproteinen
Die polare Verteilung von Membranproteinen und Lipiden in Zellen ist eine Voraussetzung
zur Ausbildung von Zelpolaritdten und somit fir mehrzelliges Leben. Die Umkehrung der
intrazelluléren Lokaliserung von AtPIN1, 2 und 4 in enigen Zdltypen in PID-
Uberexprimierenden A. thaliana zeigt die Bedeutung von Kinasen bei der Etablierung bzw.
Erhaltung der zelluléren Polaritét. PID beeinflufdt wahrscheinlich die Translokation von
AtPIN-Proteinen zur Plasmamembran. Die Homologie von PID zu Proteinkinase-C-Proteinen
(Zur Ubersicht Muday, 2002) deutet auf eine vordere Position in einer mdglichen
Signaltransduktionskette hin, wogegen die AtPIN-Proteine wahrscheinlich an deren Ende
stehen. Somit kann der Mechanismus zur Ausbildung von Proteinpolaritdten ausgehend von 2
Ausgangspunkten untersucht werden.
1) AtPIN-Proteine:
AtPIN2 und ectopisch exprimiertes AtPIN1 zeigten in einigen Zelltypen der Wurzel eine
entgegengesetzte Lokalisierung. Die proteinintrinsischen Faktoren, die offensichtlich fir

die intrazellulére Lokalisierung mitverantwortlich zeichnen, sind nicht bekannt. In einem
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ersten Schritt kann die Herstellung von chimdren AtPINL/AtPIN2-Genen, deren
Expression in A. thaliana und die Untersuchung der intrazelluldren polaren Verteilung
der Proteine fUr das polare sorting wichtige Proteinbereiche identifizieren. In einem
zweiten Schritt konnen durch Deletion bzw. Mutagenese einzelner Aminosauren sorting-
Signale identifiziert werden.

Am polaren sorting beteiligte bzw. die polare Lokalisierung aufrechterhaltende Proteine
in Pflanzen sind bisher nicht bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden transgene A.
thaliana-Pflanzen hergestellt, die ein AtPIN1/GFP-Fusionsprotein unter der Kontrolle
des AtPIN1-Promotors exprimieren. Erste Analysen zeigten polar lokalisiertes
Fusionsprotein und deuten die Funktionalitét des Proteins an (Daten nicht gezeigt). Zur
Identifizierung von Proteinen, die polares sorting steuern, konnten AtPIN1/GFP-Pflanzen
chemisch oder mittels Agrobakterien vermittelter T-DNA Insertion mutagenisiert werden.
Die Nachkommen kénnen im Fluoreszenzmikroskop auf eine verdnderte AtPIN1/GFP-
Lokalisierung hin untersucht werden und betroffene Gene mittels revers-genetischer
Methoden identifiziert werden.

PINOID

Zur Anayse der Spezifizitdt der PINOID-Funktion beim polaren Protein-sorting sollte
die Lokaliserung weiterer polar lokalisierter Membranproteine untersucht werden.
Hierfir wurden Kreuzungen von 35S::PID-Pflanzen mit Pflanzen, die ein AUX1/HA-
Fusionsprotein (Swarup et al.,, 2001) exprimieren, angefertigt. Der HA-Marker
(Hemagglutinin) ist mit spezifischen Antikdrpern immuncytochemisch detektierbar. Die
Kreuzungsnachkommen werden zur Zeit untersucht.

Mdogliche Interaktionspartner von PINOID konnen in Hefe-2-Hybrid-Analysen
identifiziert werden. Anschlief3ende in vitro Phosphorylierungsassays konnen Hinweise
darauf ergeben, ob es sich um weitere Glieder der Signaltransduktionskette, die die
Polaritdt von AtPIN-Proteinen reguliert, handeln konnte. Uber die Kenntnis der
wechselwirkenden Proteine kann moglicherweise auch die Funktion von PINOID im

PAT besser verstanden werden.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das am polaren Auxintransport (PAT) betelligte
plasmamembranstandige AtPIN1-Protein  mit Homologie zu Transportproteinen aus

Arabidopsis thaliana charakterisiert.

Zur Funktionsanalyse von AtPIN1 in A. thaliana wurden transgene Pflanzen hergestellt, die
die AtPIN1-cDNA unter der Kontrolle des konstitutiven CaMV35S-Promotors transkribierten.
Zur Uberprifung der Funktionalitdt der AtPIN1-cDNA wurde eine pinl-Suspensionskultur
transformiert und daraus transgene Pflanzen, die in oberirdischen Pflanzenteilen ein Wildtyp-
Erscheinungsbild aufwiesen, regeneriert. Des weiteren wurden Pflanzen des Okotyp
Columbia transformiert. Homozygote Pflanzen wurden selektiert und die phéanotypischen
Veranderungen charakterisiert. Die Keimlinge zeigten ein stark gestbrtes gravitropes
Wurzelwachstum und eine erhéhte Dichte von Seitenwurzeln. Mittels Expression des GUS
Reportergens unter der Kontrolle des auxinsensitiven DR5-Promotorelements wurde die
Auxinverteilung in Wurzelspitzen untersucht. Dabei wurde bel AtPIN1-tberexprimierenden
Kemlingen eine Verbreiterung des Auxinmaximums in der Wurzelspitze festgestellt. Dies
und die beobachteten phanotypischen Verénderungen der Wurzel deuten auf eine Stérung des
PAT hin. In Western-Blot-Analysen auf Proteinextrakten aus Wurzeln korrelierte die Stérke
der beobachteten phénotypischen Veranderungen mit der Menge an Uberexprimiertem
AtPIN1. Die Expresson wurde ebenfalls immuncytochemisch in Wurzelspitzen und in
Sprof3achsen nachgewiesen. Dabel |okalisierte ectopisch exprimiertes AtPIN1 vornehmlich
am basalen Zellende, wéhrend ein anderes Protein der AtPIN-Familie -AtPIN2- in denselben
Zellen am apikalen Ende lokalisierte, was eine proteinspezifische Trangokation fur AtPIN-
Proteine anzeigt. In Sprof3achsen von adulten Pflanzen wurde kein erhdhter Auxintransport
gemessen, alerdings wurde eine konzentrationsabhéngig niedrigere Sensitivitét des

Auxintransports gegeniiber dem spezifischen Inhibitor NPA festgestellt.

Um eine hohere Expression in Pflanzen zu erreichen, wurde AtPIN1 unter der Kontrolle eines
Glucocorticoid-induzierbaren Promotors in A. thaliana Okotyp Columbia exprimiert. Eine
stark induzierbare AtPIN1-Expresson wurde in Western-Blot-Analysen gezeigt. Die
Keimung unter Induktionsbedingungen war verlangsamt und spéter starben die Pflanzen. Bel

zeitweiser Behandlung mit dem Glucocorticoid unter Gewéchshausbedingungen trat bei
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Hochbléttern hyponastisches Blattwachstum auf, was ein Hinweis auf einen erhohten

Auxintransport in Bléttern ist.

Zum Nachweis einer moglichen Funktion as katalytische Komponente des Auxinefflux-
Carriers wurde AtPIN1 in S. cerevisiae und Xenopus Oozyten exprimiert und die Retention
bzw. der Efflux von Tritium-markiertem Auxin gemessen. AtPIN1 zeigte in beiden Systemen

keine Auxintransport-Aktivitat.

Um eine Beteiligung von AtPIN1 am Auxinefflux untersuchen zu koénnen, wurde aus
induzierbar AtPIN1-Uberexprimierenden Pflanzen eine Suspensionskultur angelegt. Hier
wurde zum ersten ma die Verwendbarkeit von A. thaliana-Suspensionskulturen fir
Auxinefflux-Messungen gezeigt. In Kompetitionsanalysen mit Tritium-markiertem Auxin
wurde in AtPIN1-Suspensionskulturen ein erhdhter Auxinefflux festgestellt. Mit dem
reduzierten polaren Auxintransport in Sprof3achsen von pinl-Mutanten ist dies ein weiterer
transportphysiologischer Hinweis, dal3 AtPIN1 am Auxintransport beteiligt ist. Durch
AtPIN1-Uberexpression wurde, genauso wie in SproRachsen, eine konzentrationsabhéngig
niedrigere Sensitivitét der Inhibierbarkeit des Auxinefflux durch den spezifischen Inhibitor
NPA bewirkt. Dies deutet auf eine regulatorische Funktion von AtPIN1 im PAT hin.

Um maogliche Interaktionen zwischen AtPIN1 und der Serin/Threonin-Kinase PINOID (PID)
aufzukléaren, wurde immuncytochemisch die AtPIN1-Lokalisierung in Stengelstiicken von
PID Uberexprimierenden Pflanzen und pid-Mutanten untersucht. In PID-Uberexprimierenden
Pflanzen wurde eine Umkehrung der intrazelluldren AtPIN1-Lokalisierung festgestellt, wobel
der PAT in Sprol3achsen unverandert war. In pid-Mutanten wurde keine veranderte AtPIN1-
Lokalisierung festgestellt. In Wurzelspitzen wurde immuncytochemisch neben AtPIN1 auch
die Lokaliserung von AtPIN2 und AtPIN4 untersucht. In Zelltypen, in denen AtPIN-Proteine
im Wildtyp am apikalen Zellende lokalisiert sind, wurde in PID-Uberexprimierenden Pflanzen
ebenfalls eine Umkehrung der intrazelluldren Lokalisierung aler 3 Proteine beobachtet.
Dagegen wurde bei im Wildtyp basal lokalisietem AtPIN2 keine Anderung der
intrazelluldren AtPIN2-Lokalisierung in PID-Uberexprimierenden Pflanzen beobachtet.
Hiermit wurde zum ersten mal in Pflanzen der Hinwelse erbracht, dal3, dhnlich wie bel Tieren,
das polare sorting von Membranproteinen selektiv durch Kinasen beeinflufét wird. Bislang ist
die Funktion der PID-Kinase unbekannt. Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen,
dal3 PID an der Translokation von Proteinen beteiligt ist.
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Zusammenfassung

Die Umkehrung der intrazelluldren AtPIN1-Lokaliserung bei PID-Uberexprimierenden
Pflanzen, in Geweben des Stengels wo PAT stattfindet, ohne den PAT zu veréndern,
widerspricht der bisher vermuteten Funktion von AtPIN1 als katalytische Untereinheit des
AEC. Die phanotypischen Veranderungen in AtPIN1-Uberexprimierenden Pflanzen sowie die
Auxintransport-Untersuchungen in Pflanzen und Suspensionskulturen deuten auf eine

Funktion von AtPIN1 als positiven Regulator des Auxinefflux hin.
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K ur zzusammenfassung

Die AtPIN1-cDNA wurde unter der Kontrolle des CaMV35S-Promotors in A. thaliana
exprimiert. In transgenen Pflanzen wurde in Western-Blot Analysen eine erhohte AtPIN1-
Menge in Wurzeln nachgewiesen. Immuncytochemisch wurde ectopisch exprimiertes AtPIN1
in Wurzelspitzen und Sprof3achsen, genauso wie endogenes AtPIN1 polar, an basalen
Zellenden nachgewiesen. Keimlinge von stark AtPIN1-Uberexprimiernde Linien zeigten
gravitrop gestortes Wurzelwachstum und eine erhdhte Anzahl von Seitenwurzeln. Weiterhin
wurde bei diesen Linien in Wurzelspitzen qualitativ eine verstérkte- und ectopische Aktivitét
des Auxin-sensitiven DR5-Promotorelements festgestellt. In Sproflachsen von AtPIN1-
Uberexprimierenden Pflanzen wurde eine konzentrationsabhangig verringerte Sensitivitdt des
polaren Auxintransports gegenuber dem spezifischen Inhibitor NPA gemessen. Weiterhin
wurde AtPIN1 unter der Kontrolle eines Glucocorticoid-induzierierbaren Promotors in A.
thaliana exprimiert in Western-Blot-Analysen auf Blattern wurde eine induzierbare AtPIN1-
Expression nachgewiesen. Mit Glucorticoid behandelte Pflanzen zeigten hyponastisches
Blattwachstum. Von diesen Pflanzen wurde eine Suspensionskultur angelegt und mittels
Tritium-markiertem Auxin in  Kompetitionsanalysen mit Uberschif@igem Auxin der
saturierbare Auxinefflux gemessen, wobei die AtPIN1-Uberexprimierende Suspensionkultur
einen erhohten Efflux aufwies. Die Inhibierbarkeit durch NPA war durch AtPIN1-
Uberexpression in konzentrationsabhangiger Weise verringert. In Wurzelspitzen von A.
thaliana, welche die Serin/Threonin-Kinase PINOID Uberexprimieren, wurde
immuncytochemisch die Lokalisierung von AtPIN1, 2 und 4 untersucht. In polarisierten
Zellen waren im Wildtyp apika lokalisierte AtPIN-Proteine in diesen Pflanzen am basalen
Zellende lokalisiert. In Sprof3achsen wurde eine revertierte AtPIN1-Lokalisierung festgestellt,
wobei der polare Auxntransport nicht verandert war.

Abstract

AtPIN1-cDNA was expressed under control of CaMV35S promotor in A. thaliana. An
increased amount of AtPIN1 in roots of transgenic plants was detected by western-blot
analysis. Ectopically expressed AtPIN1 was detected in immunolocalisation experiments in
root tips and inflorescence axes, similar to endogenous AtPIN1, at the lower side of cells.
Highly AtPIN1 overexpressing seedlings showed agravitropic root growth and an increased
number of lateral roots. Furthermore an enhanced and ectopic activity of the auxin-inducible
promotor DR5 was observed in root tips of these seedlings. The polar auxin transport in
inflorescence axes of AtPIN1 overexpressing plants showed a concentration dependent
decreased sensitivity against the specific inhibitor NPA. Further on AtPIN1 was expressed
under control of a Glucocorticoid inducible promotor. Inducible AtPIN1-expression in leaves
was detected by western-blot anaysis. Glucocorticoid treated plants showed hyponastic
leaves. A suspension culture was prepared from these plants. Auxin-Efflux was measured in
competition analysis with tritium labelled Auxin, whereby AtPIN1-overexpressing suspension
culture had a larger saturable Auxin-Efflux. The sensitivity of Auxin-Efflux in AtPIN1
overexpressing suspension culture against NPA was reduced in a concentration dependent
manner. In immunolocalisation studies in root tips of serine/threonine-kinase PINOID
overexpressing A. thaliana the localisation of AtPIN1,2 and 4 was analysed. In wildtype
plants at apical end of cell localised AtPIN-proteines showed in these plants a basd
localisation. In inflorescence axes there was aso a reverted localisation of AtPIN1 observed,
whereby the polar auxin transport was not altered.
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