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AlcA ethanolinduzierbarer Promotor im RNAi-Konstrukt von emo

AlcR Transkriptionsfaktor unter der Kontrolle eines 35S Promotors im RNAi-

Konstrukt von emo

ami (em)o Eine ,hairpin“ Struktur davon richtete sich simultan gegen zwei Isoformen
(epsilon und mu), weist also ,mismatches” zu den entsprechenden mRNAs
auf. Die zweite ,hair pin“ Struktur richtet sich gegen die verbleibende dritte
Isoform (omicron)

amiRNA artificial microRNA/ kiinstliche microRNA

ARA7 AtRabF2b, ist ein Mitglied der kleinen Rab5 GTPasen und ist Teil des
vakuolaren Transportweges

ARF auxin responsive transcription factor
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welche Ethanol-abhangig repressiert wurden
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EtOH Ethanol

FC Fusicoccin (Pilztoxin, das die Bindung zwischen der Autoinhibitorregion der

membranstindigen H'-ATPase und 14-3-3 Proteinen stabilisiert, dies fiihrt zu
einer konstitutiv aktiven H*-ATPase)

FM4-64 {N-(3-Triethylammoniumpropyl)-4-(p-Diethylaminophenyl-hexatrienyl)
Pyridinium Dibromid} Ist ein lipophiler Styrylfarbstoff mit dem man das
endocytische Trafficking sichtbar machen kann
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1. Einleitung

1. Einleitung

Bedingt durch ihre weitgehend sessile Lebensweise, ist es fiir Pflanzen entscheidend, sich
kurz- als auch langfristig auf unterschiedliche abiotische sowie biotische Umwelteinflisse
einzustellen. Um sich an wechselnde Umweltbedingungen anzupassen, missen Pflanzen
Signale perzipieren, verarbeiten und in addquate Antworten umsetzen. Proteinmodifika-
tionsprozesse ermoglichen schnelle Anpassungen an veranderte Umwelteinfliisse und sind in
Signalleitungsprozessen integriert. Posttranslationale Modifizierungen ermdglichen die
dynamische Regulation von Proteinaktivitat, Proteinstabilitat sowie der subzelluldaren
Lokalisation von Proteinen (Schlessinger, 2000; Olsen et al., 2006; Ptacek und Snyder, 2006).
Zu den bekanntesten Modifizierungen zahlen die Phosphorylierung, die Ubiquitinierung, die
Glykosylierung, die oxidative Modifikationen und die Acetylierung. Die posttranslationale
Proteinphosphorylierung ist ein entscheidender Signalmechanismus, der nahezu samtliche
Aspekte des zelluldaren Lebens in Eukaryoten reguliert. Haufig ist eine Kinase-vermittelte
Phosphorylierung ausreichend, um das Zielprotein direkt zu modifizieren. In zahlreichen
Fallen bedarf es jedoch zusatzlicher Adapter-Proteine, die an das phosphorylierte Zielprotein
assoziieren, um so seine Aktivitat zu modifizieren.

1.1 Die Familie der 14-3-3 Proteine
Sogenannte 14-3-3 Proteine werden als Phosphoserin/threonin Sensoren (Yaffe et al., 1997)

bezeichnet, die phosphorylierungsabhingig mit einer Vielzahl zelluldrer Proteine
interagieren (Muslin et al., 1996). Diese von Moore und Perez beschriebene Proteinfamilie
wurde 1967 wahrend einer umfassenden Studie zu l6slichen Proteinen in Rinderhirn
entdeckt. Diese wurden mittels Diethylaminoethyl (DEAE)-Zellulose-Chromatographie und
Starke-Gel-Elektrophorese aufgetrennt. 14-3-3 Proteine erhielten ihren charakteristischen
Namen 14-3-3 nach der Fraktion 14 in der DEAE-Zellulose-Chromatographie und den
Koordinaten 3-3 der Starke-Gel-Elektrophorese (Moore und Perez, 1967). Anfangs wurde
angenommen, dass sich diese Proteinfamilie auf Nervengewebe beschrankt und
ausschlieBlich in Sdugetieren (Mammalia) vorkommt. Es zeigte sich jedoch, dass 14-3-3
Proteine in allen eukaryotischen Zellen vorliegen (Ichimura et al., 1987; Robinson et al.,
1994; Ferl, 1996; van Heusden, 2005). Wahrend niedere Eukaryoten, wie Hefe, nur zwei 14-
3-3 Gene besitzen, liegen bei hoheren Eukaryoten bis zu siebzehn 14-3-3 Gene vor (Wang
und Shakes, 1996; Rosenquist et al., 2001). Dabei finden sich sieben hoch konservierte
Isoformen bei den Mammalia (Wang und Shakes, 1996; Rosenquist et al., 2000), sechs in
Baumwolle (Zhang et al., 2010), acht in Reis (Yao et al., 2007), finf in Gerste (Schoonheim et
al., 2007), 17 in Tabak (Konagaya et al., 2004) und 13 Isoformen (sowie zwei Pseudogene;
Rosenquist et al., 2000 und 2001; Delille et al.,, 2001) in dem hier untersuchten
Modellorganismus Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand).

14-3-3 Proteine sind |6sliche und saure Proteine mit einem molekularen Gewicht von ca.
30kDa. Kristallstrukturen zeigen, dass die verschiedenen lIsoformen eine sehr dhnliche
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1. Einleitung

dreidimensionale Struktur aufweisen, die durch eine amphipathische Grube, in der die
Bindung der Liganden erfolgt, charakterisiert ist (Liu et al., 1995; Xiao et al., 1995; Petosa et
al., 1998; Wirtele et al., 2003; Pallucca et al., 2014). 14-3-3 Proteine kommen als Dimere vor
und jedes Monomer besitzt neun antiparallele a-Helices (H1-H9), die amphipathische
Liganden-Bindungsgrube wird aus den a-Helices H3, H5, H7 und H9 gebildet. Diese Grube
weist die Form einer Art Tasse auf, mit einer groRen zentralen Rinne, die 35 A breit, 35 A
hochund 20 A tief ist (Yaffe et al., 1997; Petosa, 1998). Die C-terminale Domane zeigt die
grofRten Sequenzunterschiede zwischen den Isoformen, diese ist in allen bekannten
Strukturen nicht aufgelost. Sie wird als Autoinhibitor diskutiert, die in Abwesenheit eines
Liganden die amphipathische Grube besetzt (Shen et al., 2003).

Abb. 1: Proteinbandermodell eines 14-3-3 Dimers

In diesem Modell zeigt sich die ,,W-férmige” Struktur des
14-3-3 Dimers, mit den beiden amphipathischen Gruben, in
der die Bindung der Zielproteine erfolgt (Quelle C. Oecking)

Fir die Bindung von Interaktionspartnern scheint manchmal ein Monomer auszureichen
(Igarashi et al., 2001), jedoch ist die dimere Form der 14-3-3 Proteine vorherrschend, wobei
sowohl Homo- als auch Heterodimere gebildet werden konnen (Aitken et al., 1995; Jones et
al., 1995; Hachiya et al., 1994; Wu et al., 1997; Benzinger et al., 2005; Wilker et al., 2005;
Gardino et al., 2006). Die Bindung an ihre Interaktionspartner ist vorwiegend phosphory-
lierungsabhédngig, eine Assoziation an unphosphorylierte Motive ist aber moglich. 14-3-3
binden im Allgemeinen jedoch phosphorylierungsabhangig und sequenzspezifisch. Solche
hochaffinen Bindemotive sind R/KXXpS/pTXP (internal mode 1) und R/KXXXpS/pTXP (internal
mode Il), dabei steht pS fur Phosphoserin, pT fir Phosphothreonin und X fir einen
beliebigen Rest. Des Weiteren gibt es noch ein C-terminal lokalisiertes drittes Bindemotiv
pS/pTX1.,-COOH (C-terminal mode Ill) (de Boer et al., 2013). Viele 14-3-3 Bindungspartner
besitzen zwei oder mehrere 14-3-3 Bindemotive (Johnson et al., 2010; Kostelecky et al.,
2009). Unter Verwendung von Peptiden, die zwei phosphorylierte Motive aufweisen, konnte
gezeigt werden, dass sie mit einer deutlich héheren Affinitat binden als die gleichen Peptide
mit nur einem phosphorylierten Bindemotiv (Yaffe et al., 1997; Kostelecky et al., 2009). 14-3-
3 Proteinen selbst weisen nach der Bindung ihrer Zielproteine nur minimale Veranderungen
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1. Einleitung

in ihrer Struktur auf (Benzinger et al., 2005; Macdonald et al., 2005; Wilker et al., 2005; Yang
et al., 2006; Ottmann et al., 2007). Eine Assoziation hat somit vornehmlich Folgen fiir die
Zielproteine.

Dabei kann die Interaktion mit 14-3-3 Proteinen:

1) zu einer direkten Veranderung des Zielproteins fiihren, z. B. zu einer Aktivierung oder
Inhibierung der Enzymaktivitat (Jahn et al., 1997; Svennelid et al., 1999; Alsterfjord et al.,
2004; Sottocornola et al., 2006 und 2008; Duby und Boutry, 2009; Oecking und Jaspert,
2009; Denison et al., 2011).

2) eine physikalische Okklusion sequenzspezifischer oder struktureller Merkmale auslosen,
was z.B. zu einer Inhibition von Protein-Protein oder Protein-DNA Interaktionen fihrt
(Igarashi et al., 2001; Ishida et al., 2004), einen Schutz vor Dephosphorylierung oder
proteolytischer Degradation bietet (Dobson et al.,, 2011), aber auch die subzelluldre
Lokalisation beeinflussen kann (Bai et al., 2007; Gampala et al., 2007; Ryu et al., 2007und
2010; Kim et al., 2009).

3) die Interaktion von zwei oder mehr Proteinen ermdglichen bzw. stabilisieren (Obsil et al.,
2001; Ottmann et al., 2007).

1.2 Die Familie der 14-3-3 Proteine in Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana besitzt, wie bereits erwdhnt, 13 hoch homologe 14-3-3 Isoformen

(sowei zwei Pseudogene; Rosenquist et al., 2000 und 2001; Delille et al.,, 2001). Die
Nomenklatur dieser Isoformen basiert entweder auf griechischen Buchstaben oder der
Bezeichnung ,general regulatory factor” GRF in Kombination mit Zahlen (siehe dazu Abb. 2;

Greek Greek GRF

Phylogeny Gene Structure Name Letter Gene
[: [ (N ]]) Rholota pi GRF12
(NN T]) Omicron © GRF11
g [V ) Mu K GRF9

b

w
(DN 1] Epsion & GRF10
(OS] i« ORFD
s o =) Kappa x GRFS
[ B EEE— )] Lambda A GRF6
o CESS— o ¢ oRF4
g (seeoll 1 ) Chi X GRF1

o)
L ¢| CESSSENN] Omeza © GRF2

g
== (W)= =SS Psi ¥ GRF3
_E CIEN 1} Upilon v GRFS
(I ) Nu v GRF7?

Abb.2: Stammbaum der 14-3-3 Proteine in Arabidopsis thaliana

Der Stammbaum der 14-3-3 Proteine in Arabidopsis thaliana mit den jeweiligen farblich markierten
Genstrukturen und den dazugehdrigen Kennzeichnungen mit griechischen Buchstaben und der
jeweiligen GRF (general regulatory factor) Gennummer. Die 13 Isoformen der 14-3-3 Proteine Familie
werden in in zwei phylogenetische Gruppen unterteilt die Epsilon und die Nicht-Epsilon (Non-Epsilon)
Gruppe. Die Non-Epsilon Gruppe besteht aus drei phylogenetischen Subgruppen. Einzelne Exons
werden entweder durch unterschiedliche Farbung oder Segmentierung abgegrenzt (Sehnke et al.,
2002).
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Rooney und Ferl, 1995). Diese 13 Isoformen kdonnen anhand ihrer Aminosduresequenz in
zwei phylogenetische Gruppen unterteilt werden, die Epsilon und die Nicht-Epsilon Gruppe
(Non-Epsilon), die sich aus jeweils funf [u (mu), € (epsilon), 1t (pi), t (iota), und o (omicron)],
beziehungsweise acht [k (kappa), A (lambda), ¥ (psi), v (nu), v (upsilon), w (omega), ¢ (phi),
und x (chi)] Isoformen zusammensetzen (Jaspert et al., 2011; Paul et al., 2012; de Boer et al.,
2013; Pallucca et al., 2014). Die Non-Epsilon Gruppe unterteilt sich nochmals in drei Sub-
gruppen (siehe Abb. 2). Dabei ist die k und A umfassende Subgruppe phylogenetisch von den
beiden anderen Subgruppen getrennt, letztere unterscheiden sich durch die Anwesenheit
eines zusatzlichen Introns im untranslatierten Bereich am 5" Ende (Delille et al., 2001).

1.2.1 Proteomweite Untersuchungen zum 14-3-3 Interaktom in Arabidopsis
thaliana
14-3-3 Proteine scheinen nahezu an allen Prozessen in Pflanzen und Tieren beteiligt zu sein

(MacKintosh, 2004; Chevalier et al., 2009; Oecking und Jaspert, 2009; Gokirmak et al., 2010;
Denison et al., 2011; Johnson et al., 2011) und besitzen zahlreiche Interaktionspartner.

Auf der Suche nach putativen 14-3-3 Interaktionspartnern wurden proteomweite Untersuch-
ungen unternommen, dabei ergaben Analysen der letzten Jahre tber 300 putative 14-3-3
Interaktionspartner. Fir die Identifikation dieser Partner wurden verschiedene Methoden
und Techniken verwendet, darunter die 14-3-3 Affinitatschromatographie mit Pflanzen-
extrakten (Shin et al., 2011; Swatek et al., 2011), die Tandemaffinitatsreinigung von 14-3-3
Komplexen (Chang et al.,, 2009) und das Hefe-Zwei Hybridsystem (Jaspert und Oecking,
2009). Bei allen angewandten Techniken wurde eine Vielzahl putativer Interaktionspartner
detektiert, jedoch sind diese aufgrund unterschiedlichster Ausgangsmaterialien und Metho-
den nicht untereinander vergleichbar und folglich zeigt sich kaum eine Uberlappung der
gefundenen Interaktionspartner. Dies sprichtwiederum fiir eine Rolle der 14-3-3 Proteine als
dynamischer Integrator zahlreicher Prozesse (Oecking und Jaspert, 2009). So finden sich die
putativen Interaktionspartner im primaren Stoffwechsel, der Glykolyse und der de novo
Fettsduresynthese (Swatek et al., 2011), des Stickstoff-und Schwefelstoffwechsels (Shin et
al., 2011), der Signaltransduktion, der lonenhomdoostase, der Hormonsignallibertragung, der
Transkription und der Lipidsignaliibertragung (Schoonheim et al., 2007; Chang et al., 2009;
Jaspert und Oecking, 2009). Des Weiteren beziehen sich die proteomweiten Unter-
suchungen in Arabidopsis weitgehend auf die Mitglieder der Non-Epsilon Gruppe, nur eine
Studie vergleicht Isoformen von beiden phylogenetischen Gruppen (chi (x) und epsilon (g);
Swatek et al., 2011). Die Ergebnisse zeigen dabei nicht nur eine mogliche Isoform Spezifitat
mehrerer Zielproteine, sondern auch eine mogliche Praferenz fir die 14-3-3 Dimerbildung
zwischen phylogenetisch dhnliche 14-3-3 Isoformen. Daher kdnnte eine funktionale Speziali-
sierung zumindest zwischen den Mitgliedern der Non-Epsilon und der Epsilon Gruppe vor-
handen sein. Dariliber hinaus gibt es nur wenige Beispiele von 14-3-3 Interaktionspartnern,
bei der die Wirkmechanismen genauer verifiziert und im Detail analysiert wurden.
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1. Einleitung

1.2.2 Physiologische Funktionen pflanzlicher 14-3-3 Proteine
Einer der prominentesten Bindungspartner von 14-3-3 Proteinen ist die plasmamembran-

standige H'-ATPase. Sie ist eine primér aktive Pumpe, die Wasserstoffionen gegen ein Konz-
entrationsgefalle vom Cytoplasma in den apoplasmatischen Raum transportiert und dadurch
einen elektrochemischen Protonengradienten Uber der Plasmamembran aufbaut (Jahn et al.,
1997; Michelet und Boutry, 1995; Morsomme und Boutry, 2000; Palmgren, 2001; Geislera
und Murphy, 2006). Dieser ist die Antriebskraft fiir alle protonengekoppelten Cotransport-
systeme, wie beispielsweise von: Nitrat, Saccharose, Glucose und Auxin. Die Aktivierung der
membranstindigen H*-ATPase wird durch die Bindung von 14-3-3 Proteinen an die C-termi-
nale Autoinhibitordoméane ausgeldst (Jahn et al., 1997; Svennelid et al., 1999; Alsterfjord et
al., 2004; Duby und Boutry, 2009; Oecking und Jaspert, 2009; Denison et al., 2011). Dabei
konnte gezeigt werden, dass das vorletzte Threonin der C-terminalen Autoinhibitorregion
phosphoryliert vorliegen muf (Olsson, 1998; Fuglsang et al., 1999).

Ein weiterer bedeutender Bindungspartner ist die Nitratreduktase (NR), sie ist Teil des
Stickstoffstoffwechsels. Dieser ist notwendig fiir die Biosynthese von Aminosduren und
anderen stickstoffhaltigen Verbindungen der Zelle. Das Enzym spielt, wie bereits der Name
verrat, bei der Nitratreduktion eine entscheidende Rolle, indem es die Reduktion von Nitrat
(NO3) zu Nitrit (NO;’) katalysiert. Die zweite Komponente des Nitrat-reduzierenden Systems
ist die lichtabhangige Nitritreduktase, welche das fur Pflanzen toxische Nitrit zu Ammonium
(NH,") reduziert (Loqué et al., 2003). Um die Anreicherung und damit die toxische Wirkung
von Nitrit im Dunkeln zu vermeiden, muss die Nitratreduktase im Dunkeln inhibiert werden.
Dazu wird die Nitratreduktase mit Hilfe der Kalziumabhéangigen Proteinkinase (calcium-
dependent protein kinase/CDPK) und SnRK1 (sucrose non-fermenting related kinase 1) phos-
phoryliert, wodurch 14-3-3 Proteine binden und eine Inaktivierung ausgelost wird. Im Licht
wird die NR von einer Proteinphosphatase 2A dephosphoryliert, dies fihrt zu einer
Dissoziation von 14-3-3 Proteinen und einer Aktivierung der NR (Huber et al.,, 1992;
Bachmann et al., 1996 a und b; Sugden et al., 1999; MacKintosh et al., 2001).

Weitere prominente 14-3-3 Interaktionspartner zeigen sich auch in Signaltransduktionspro-
zessen von Phytohormonen z. B. Brassinosteroiden (BR). In Abwesenheit von Brassinosteroi-
den (BR) bindet der negative Regulator BKI1 (BRI1 kinase inhibitor 1) an die in der Membran
lokalisierteRezeptorkinase BRI1 (BR-insensitive 1), wodurch BRI1 inaktiviert wird. BIN2, eine
Kinase (GSK/SHAGGY-like protein kinase BR-insensitive 2), ist hingegen aktiv und phosphory-
liert die Transkriptionsfaktoren BZR1 (brassinazole resistant 1) und BRZ2/BES1 (brassinazole
resistant 2/ BRI1-EMS-suppressor 1), wodurch diese ihre DNA-Bindungsfahigkeit verlieren
und die BR-gesteuerte Genexpression unterbunden wird. Eine Interaktion von 14-3-3
Proteinen mit den Transkriptionsfaktoren fihrt zudem zu ihrem Export aus dem Zellkern und
einer Degradation im Proteasom (Bai et al., 2007; Gampala et al., 2007; Ryu et al., 2007 und
2010; Kim et al., 2009; Wang et al., 2013). In Anwesenheit von Brassinosteroiden
phosphoryliert BRI1 den negativen Regulator BKI1, dieser liegt nun in seiner inaktiven Form
vor, |6st sich von der Plasmamembran ab und assoziiert mit 14-3-3 Proteinen im Cytoplasma.
BIN2 wird durch die Phosphatase BSU1 (BRI1 suppressor 1) inaktiviert, somit werden BZR1
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und BRZ2/BES1 nicht mehr phosphoryliert, eine Assoziation von 14-3-3 entfdllt und die
Transkriptionsfaktoren kénnen an die DNA binden und die BR-gesteuerte Genexpression
auslosen (Kim et al., 2011; Belkhadir et al., 2014; Maselli et al., 2014).

Ein weiterer Interaktionspartner ist RSG (repression of shoot growth), ein bZIP (Basic Leucine
Zipper) Transkriptionsfaktor der Gibberellinsignaltransduktion (GA) in Tabak (Nicotiana
tabacum) (Ishida et al., 2008). Unter normalen Bedingungen ist RSG sowohl im Nukleus als
auch im Cytoplasma lokalisiert. Dabei induziert die dephoshorylierte Form im Nukleus die
Transkription der GA-gesteuerten Gene. Die von NtCDPK1 (Ca**-dependent protein kinase)
phosphorylierte Form ist hingegen im Cytoplasma lokalisiert und bildet mit 14-3-3 Proteinen
einen Komplex, wodurch RSG nicht mehr in der Lage ist, in den Nukleus zu gelangen, um
dort die Transkription von GA Biosynthese Enzymen zu aktivieren (lgarashi et al., 2001;
Ishida et al., 2004 und 2008; Fukazawa et al., 2011). Unter GA-Mangel wird RSG im Zytoplas-
ma dephosphoryliert und akkumuliert im Nukleus, wo es die Transkription der GA-gesteuer-
ten Gene auslost (Fukazawa et al., 2011).

Auch an lichtgesteuerten Prozessen scheinen 14-3-3 Proteine beteiligt zu sein. Phototropine
sogenannte Blaulichtrezeptoren, sind wie der Name verrat, am lichtgerichteten Pflanzen-
wachstum (Phototropismus) beteiligt, aber auch bei der Chloroplastenbewegung, der
Stomatadffnung in SchlieRzellen der Blatter oder beim Hypokotylwachstum. In Arabidopsis
sind zwei Phototropine (PHOT1 und PHOT2) bekannt, diese besitzen zwei LOV-Domanen
(LOV1 und LOV2; Light, Oxygen or Voltage), als Chromophor dient FMN (Flavin-
mononukleotid), das an jeweils eine LOV-Domane bindet. Am C-Terminalen Ende befindet
sich eine Serin/Threonin Kinase. Durch Bestrahlung mit Licht des wirksamen Spektral-
bereichs kommt es zu einer reversiblen Strukturdanderung der PHOT-Proteine und einer
Autophosphorylierung. Mittels Hefe-Zwei-Hybridsystem (Yeast-Two-Hybrid, Y2H) und Pull-
down assays konnte eine Interaktion von PHOT2 und 14-3-3 lambda gezeigt werden, fir die
die C-terminale Kinasedomdne von PHOT2 essenziell ist. Zudem scheint 14-3-3 lambda an
der PHOT2-vermittelten Stomataoffnung beteiligt zu sein.So konnte detektiert werden, dass
sowohl die ,loss of function” lambda Mutante als auch der Austausch von Ser-747 durch
Alanin bei PHOT2 zu einer Verschlechterung der PHOT2-vermittelten Blaulicht-induzierten
Stomatadffnung fiihrt (Tseng et al., 2012).Wie PHOT2 die Offnung der Stomata induziert ist
nicht ganz geklart, eine Vermutung ist, dass moglicherweise PHOT2 die membranstdndige
H*-ATPase an derC-terminalen Autoinhibitordoméne phosphoryliert, welches zu einer
Assoziation von 14-3-3 Proteinen und der Aktivierung der Pumpe fihrt (Inoue et al., 2008
und 2011; Tseng et al., 2012; Takemiya et al., 2013; Wang et al., 2014; Adams et al., 2014).
Es kommt zu einer Hyperpolarisation und dem Einstrémen osmotisch aktiver lonen (K, CI,
Malat) und Wasser in die SchlieBzellen. Die SchlieRzellen schwellen an und die Stomata
offnen sich (Daszkowska-Golec und Szarejko, 2013).

Weitere 14-3-3 Interaktionspartner in lichtgesteuerten Prozessen konnten mittels Hefe-
Zwei-Hybridsystem detektiert werden. Wie beispielsweise in der photoperiodischen Blih-
kontrolle, z. B. Arabidopsis CONSTANS (CO) (Mayfield et al., 2007), der bZIP Transkriptions-
15
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faktor FLOWERING LOCUS D (FD) und das ,,Florigen” FLOWERING LOCUS T (FT) sowie die FT
Homologen in Reis (heading date 3A, Hd3A) und Tomaten (SELF-PRUNING, SP) (Pnueli et al.,
2001). In Arabidopsis bilden FT, FD und 14-3-3 Proteine héchstwahrscheinlich einen hetero-
trimeren Komplex, welcher die Expression der Blitenmeristem-Identitatsgene wie APETALAL
oder CAULIFLOWER induziert und somit die Blutenbildung auslost. 14-3-3 fungiert dabei
moglicherweise als eine Art Klammer (Jaspert und Oecking, unpubliziert).Die Interaktion von
14-3-3 mit Hd3a wurde mit in vitro ,,pull-down assay” und bimolekularer Fluoreszenzkomple-
mentation (BiFC) in Reis Protoplasten nachgewiesen (Purwestri et al., 2009). Der in Reis iden-
tifizierte Interaktionspartner Hd3a (FT Homolog) bildet mit 14-3-3 einen Komplex, es folgt
eine Translokation in den Nukleus und eine Bindung an den Oryza sativa (Os) FD1 Transkrip-
tionsfaktor (FD Homolog). Der entstandene Komplex (florigen activation complex, FAC) indu-
ziert die Transkription von OsMADS15 (Homolog APETALA1, AP1) was schlieBlich zum Blihen
der Pflanze fuhrt (Taoka et al., 2011).

1.2.3 Biologische Rolle spezifischer Arabidopsis thaliana 14-3-3 Isoformen
Wie bereits erwahnt, unterteilt sich die Familie der 14-3-3 Proteine, in Arabidopsis thaliana

in zwei phylogenetische Gruppen, die Epsilon und die Non-Epsilon Gruppe. Mitglieder der
Epsilon Gruppe weisen eine héhere Homologie zu der tierischen Isoform Epsilon auf. Was
die Vermutung nahe legt, dass die Mitglieder der Epsilon Gruppe fiir die grundlegenden
eukaryotischen Funktionen zustandig sind (Aitken et al., 1992; Ferl et al., 1994; Wang und
Shakes, 1996; Jaspert et al., 2011). Die Mitglieder der Non-Epsilon Gruppe haben hingegen
moglicherweise organismusspezifische Funktionen (Jaspert et al., 2011). Ob die
verschiedenen 14-3-3 Proteine unterschiedliche spezifische Bindepartner haben, oder ob
eine funktionale Redundanz zwischen den Mitgliedern besteht, konnte bis jetzt nicht
eindeutig geklart werden, da eine Vielzahl der Untersuchungen in vitro und meist nur mit
Vertretern einer phylogenetischen Gruppe Uberprift wurden. Im Zuge von Lokalisations-
studien konnte zwar gezeigt werden, dass spezifische 14-3-3 Proteine in Organellen, wie im
Nukleus, den Plastiden oder an der Plasmamembran und im Cytoplasma auftreten (de
Vetten und Ferl, 1994; Bihn et al., 1997; May und Soll, 2000; Sehnke et al., 2000 und 2001;
Bunney et al., 2001; Riedel et al., 2001; Aducci et al., 2002) und auch, dass das Spektrum der
14-3-3 Isoformen in Organellen ein anderes ist, als das der ganzen Zelle (Bihn et al., 1997;
Sehnke et al., 2000 und 2002). Jedoch sprechen Untersuchungen der phylogenetischen
Gruppen mit T-DNA Insertionslinien und RNAi Linien gegen eine Spezifitdt einzelner
Isoformen sondern vielmehr fiir eine Spezifitat der phylogenetischen Gruppe.

So stellt sich bei Untersuchungen der Non-Epsilon Gruppe mit T-DNA Insertionslinien heraus
(van Kleeff et al.,, 2014), dass Einfach- und Doppelmutanten keinen offensichtlichen
Phanotyp aufweisen (Weckermann und Oecking, 2009). Erst beiDreifach- und Vierfach-
mutanten kann ein verkiirztes Wachstum der Primarwurzel detektiert werden. Die
Isoformkombination kappa/lambda lasst als Einzige eine reduzierte ACC Sensibilitat
erkennen, die nach Kleeff et al. 2014 auf einen moglichen Verlust der Interaktion dieser
Isoformen mit den Zellwandproteinen der Peroxidasen (PER69) zuriickzufiihren ist (Irshad et
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al.,, 2008; Shin et al., 2011), dies flihrt wiederum zu einer Zunahme der Zellstreckung, denn
eine  Verringerung der Zellstreckung wird durch die Peroxidase-katalysierte
Vernetzungsaktivitat in der Zellwand verursacht.

Im Vergleich dazu soll hingegen der Verlust der mu Isoform in der Epsilon Gruppe zu einem
pleiotropen Phadnotyp fihren (T-DNA induzierten ,knockdown“ mu Linie). So wurde be-
schrieben, dass Einzelmutanten von At14-3-3 mu zum einen eine Verzégerung der Bliten-
bildung unter Langtagbedingungen (Mayfield et al., 2007) und zum anderen eine erhebliche
Reduktion im Wurzelwachstum im Vergleich zum Wildtyp bei Dauerlicht aufweisen (Mayfield
et al.,, 2012).Auch Messungen des Wurzel/Spross Verhéltnisses nach Phosphat-Behandlung
ergeben bei der identischen mu Mutante einen signifikanten Unterschied in der Wurzel-
lange, jedoch ist dieser geringfligig (Cao et al., 2007; He et al., 2015). Eigene Analysen mit
deridentischen mu Linie unter gleichen Wachstumsbedingungen konnten den beschriebenen
Phanotyp von Mayfield et al. 2012hingegen nicht bestatigen. Auch frihere Untersuchungen
anderer Arbeitsgruppenkonnten keinen offensichtlichen Phanotyp von mu Mutanten
detektieren (Krysan et al., 1996 und 1999). Untersuchungen mit zwei transgenen Arabidopsis
Linien, mit jeweils einem Antisense Konstrukt gegen 14-3-3 mu bzw. gegen 14-3-3 epsilon
haben nur eine Zunahme der Starkeproduktion in Blattern zur Folge (Sehnke et al., 2001).
Loss-of function Mutanten von omicron weisen keinen offensichtlichen Phanotyp unter
normalen Wachstumsbedingungen auf, jedoch scheint omicron moglicherweise bei der Fe-
Mangeltoleranzreaktion eine Rolle zu spielen (Yang et al., 2013).

Es zeigt sich also, dass durch das Ausschalten bestimmter 14-3-3 Isoformen oder sogar
ganzer Isoformsubgruppen wie in der Non-Epsilon Gruppe (k/) kein offensichtlicher Phanotyp
erzeugt werden konnte. Vielmehr sprechen die bisher erhaltene Ergebnisse fiir eine
Redundanz der Isoformen in den phylogenetischen Gruppen untereinander, was wiederum
gegen eine Spezifitat der einzelnen Isoformen spricht.

Zurzeit finden sich fir vier Mitglieder der Epsilon Gruppe keine knockout Mutanten. Um
dieses Problem zu umgehen, wurden von Katrin Weckermann verschiedene RNAi Linien
generiert. Vornehmlich der Isoformen, die ubiquitadr in Arabidopsis exprimiert werden,
namlich epsilon, mu und omicron (iota und pi sind nur in Antheren exprimiert). Da die Einzel-
RNAi Linien unter normalen Wachstumsbedingungen keinen offensichtlichen Phanotyp
zeigten, wurde eine Dreifach-RNAi Mutante namens emo generiert. Dabei fihrt dasEthanol-
induzierbare RNAi-Konstrukt in transgenen Pflanzen zu einer Reduktion der Expression der
drei ubiquitdr exprimierten Isoformen, wodurch die Epsilon Gruppe fast vollstindig
ausgeschaltet wird. Die entstandene emoMutante weist einen pleiotropen Phdnotyp auf. In
dieser Arbeit sollte nun auf der Grundlage der emo Mutante die Epsilon Gruppe der 14-3-3
Proteine im Hinblick auf Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse genauer untersucht
werden. Dabei sollte anfangs die These Uberpriift und bestatigt werden, dass es sich bei emo
um eine Auxinmutante handelt, ausgeldst durch ein Problem mit dem Transport von Auxin.
Im Folgenden werden nun Komponenten des polaren Auxintransports als auch generelle
Komponenten des zelluldren Systems wie z. B. die vakuolidre H*-ATPase oder die vakuolire
H*-Pyrophosphatase im Hinblick auf Expression und Aktivitdt genauer betrachtet. Auch der
17
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intrazellulare Vesikeltransport selbst wurde mit Hilfe von Inhibitoren und Markern
analysiert. Die folgenden Untersuchungen geben einen Einblick dartber, welche moéglichen
Interaktionspartner von der Reduktion der Expression der drei Isoformen betroffen sein
kdnnten und welche Komponenten als mogliche Ursachen fiir das Auxintransportproblem

ausgeschlossen werden konnten.
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2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Gerate
Agarosegele
Vilber

Binokular
Binokular
Fluo TM MZFLIII

Blotkammer
TE 22 tank transfer unit

Confocal

Spectral Confocal & multiphoton system
Leica TCS SP2

Confocal Laser Scanning Microscope Leica
TCS SP8

GelDoc+Digitaldrucker
E-BOX VX2 Gel Documentation System
Mitsubishi P93D

Exsikkator
Vakuum-Exsikkator

Inkubator
Environmental Incubator Shaker

Certomat BS-1
Inkubator

HettCube 600R

Magnetriihrer
Heidolph MR 3001 K; RSM-10 HS

Microplate reader
Safire

Mikro-Gewebe-Homogenisator
Wheaton Micro tissue grinder 0,2 ml
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VWR International GmbH/Erlangen

Helmut Hund GmbH/Wetzlar
Leica Microsystems GmbH/Wetzlar

GE Healthcare GmbH & Co. KG/Dornstadt

Leica Microsystems GmbH/Wetzlar

Leica Microsystems GmbH/Wetzlar

VWR International GmbH/Erlangen
Mitsubishi Electric Europe B.V. /Ratingen

Duran group GmbH/Mainz

New Brunswick Scientific Co. Inc. Edison
N.J./USA

Sartorius AG/Gottingen

Bachofer Laboratoriumsgerate/Reutlingen

Hettich Holding GmbH & Co.
oHG/Kirchlengern

Phoenix Instrument GmbH/Garbsen

Tecan Group AG/Mannedorf, Schweiz

Nico lab Laborspezialprodukte



Differentialinterferenzkontrast-Mikroskop
Axiophot

Kamera
Mikrowelle

nanoDrop
ND-1000 Spectrometer

PCR-Gerate

Mastercycler personal

PTC-100 Programmable Thermal Controller
Peltier-Effect Cycling

peqSTAR 96x Universal

Photometer
Ultraspec 3100pro

Schiittler
TPM-2

SDS-Gele+Zubehor
Minigel G 41

SDS-Gele+Zubehor

Spannungsgeber
Power Pac 300

Sterilbank
airegard laminar airflow work station

Tischzentrifugen
Centrifuge 5415R
Centrifuge 5415D
CS 120 FX, himac
Sorvall WX Ultra 80

Zentrifugen

Refrigerated Centrifuge RC-3B; Sorvall
Instruments

Centrifuge RC 6+ Sorvall

2. Material und Methoden

Carl Zeiss Microscopy GmbH/ Jena
Canon Deutschland GmbH/ Krefeld

Sharp Electronics GmbH/Hamburg

NanoDrop Technologies/ Wilmington, USA

Eppendorf AG/Hamburg

MJ Research, Inc./Bloomberg

VWR International GmbH/Erlangen

GE Healthcare GmbH & Co. KG/Dornstadt

Sarstedt AG & Co./Nimbrecht

Biometra biomedizinische Analytik
GmbH/Gottingen
Bio-Rad Laboratories GmbH/Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH/Miinchen

ibs technomara GmbH/Fernwald

Eppendorf AG/Hamburg
Eppendorf AG/Hamburg
Hitachi, Ltd/Tokyo, Japan
Thermo Electron/Erlangen

Thermo Electron/Erlangen

Thermo Electron/Erlangen

Die hier nicht aufgefiihrten Gerate entsprachen dem Laborstandard.
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2.1.2 Chemikalien

Chemikalien

Herkunft/Referenz

2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4D)

Brefeldin A (BFA)

Casein (dephosphorylated from bovine mix)

Complete Ultra Tabletten, EDTA-frei
Cycloheximide (CHX)

Cyclohexylammoniumsalz der 5-Brom-4-
chlor-3-indolyl-B-D-glucuronsaure (X-Gluc)

Dexamethason

dNTPs

FM4-64
Fusicoccin (FC)
Hygromycin B
Luminol

MS-Salze (Murashige-Skoog medium basal
salt mixture)

MS-X

NAA (1-Naphthylessigsaure)

NPA (1-Naphthylphthalamsaure)
PowerPlay

p-Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure)
Tyrphostin A23 und A51

Vanadat

Wortmannin
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Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Roche, Mannheim

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

VWR International GmbH, Erlangen

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

Thermo Fisher Scientific Inc. Germany BV
& Co KG, Braunschweig

Life technologies, Carlsbad, USA

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Isostar, Courbevoie, Frankreich

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
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Die hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in Analyse-Qualitdt von den Firmen Carl
Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe), Sigma Aldrich Chemie GmbH (Schnelldorf), life technologies
(Carlsbad, USA), Duchefa Biochemie (Haarlem. Niederlande), SERVA Electrophoresis GmbH
(Heidelberg), Fermentas (St. Leon-Rot) und Machery-Nagel GmbH & Co. KG (Diiren) bezogen.

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Herkunft/Referenz

Culture Multiwell Plates Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf

Entwickler (developer and replenisher, Kodak GBX) Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf

Film (High performance chemiluminescence film) Amersham Hyperfilm ECL,
GE Healthcare

Fixierer (fixer and replenisher, Kodak GBX) Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf

Gene Ruler 1kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific Inc.
Germany BV & Co KG,
Braunschweig

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder Thermo Fisher Scientific Inc.

Germany BV & Co KG,
Braunschweig

Nitrocellulose (Protran Nitrocellulose Hybridization Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Transfer Membrane, 0.2 um), Schleicher & Schuell Schnelldorf

Roti-Mark Standard Protein-Molekulargewichtsmarker  Carl Roth GmbH + Co. KG,

Whatman Papier

Karlsruhe
Multimed Wicker GmbH,
Giengen

Die hier nicht aufgefiihrten Verbrauchsmaterialen entsprachen dem Laborstandard.

2.1.4 Plasmidvektoren

Vektoren Herkunft/Referenz

pGADT7 Clontech Laboratories, Inc., USA; Chien et al., 1991
pGBKT7 Clontech Laboratories, Inc., USA; Louret, O. F. et al.,1997
pTA7002 Aoyoma und Chua, 1997

V006 und V007
V258 und V259

Grefen und Blatt, 2012
Grefen und Blatt, 2012
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2.1.5 Bakterienstimme

Stamm

Herkunft/Referenz

XL-1 Blue (E. coli)
GV3101 (A. tumefaciens)
TOP10 (E. coli)

Bullock et al., 1987
Koncz und Schell, 1986
Wang und Wilkinson, 2000

2.1.6 Antikorper

Antikorper Antigen Herkunft/Referenz

a-ATPase rabbit Antiserum Aminosauren 1-55 von AHA2  AG Oecking (ZMBP, Uni
Tibingen)

a-GFP-rabbit Antiserum

a-HA, monoklonal

a-c-myc, monoklonal, Klon

9.E10

a-PIN1 rabbit, Antiserum

a-PIN2 rabbit, Antiserum

a-V-ATPase (a-VHA-c (Det3))
rabbit, Antiserum

a-V-PPase (AVP1), Antiserum
Goat anti-mouse IgG (H+L),
HRP conjugate; polyclonal

Goat anti-rabbit I1gG (H+L),
HRP conjugate; polyclonal

Goat anti-rabbit IgG (H+L);
Cy3 (Indocarbocyanin);
polyclonal

Goat anti-rat IgG (H+L), HRP
conjugate; polyclonal
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Grin fluoreszierende Protein
aus Aequorea victoria

Peptid des Influenza
Hamagglutinin Proteins

EQKLISEEDLN, Peptid des
menschlichen c-myc Proteins

Aminosauren 288—452 von
PIN1

Aminosauren 189-477 von
PIN2

Det3, VHA Untereinheit C

AVP1 Polypeptid

Gamma Immunoglobine
schwere und leichte Kette
von Maus

Gamma Immunoglobin von
Kaninchen

Gamma Immunoglobin von

Kaninchen

Gamma Immunoglobin von
Ratte

Torrey Pines Biolabs, New
Jersey

Roche, Mannheim

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf

Paciorek et al., 2005

Abas et al., 2006

Schumacher et al., 1999

Drozdowicz et al., 2003
Life technologies, Carlsbad,
USA

Life technologies, Carlsbad,
USA

Dianova, Hamburg, Germany

Life technologies, Carlsbad,
USA
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Enzyme bzw. Enzymmischungen
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Herkunft/Referenz

Restriktionsenzyme

Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co KG,

Karlsruhe

T4-DNA-Ligase

Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co KG,

Karlsruhe

Tag-Polymerase

Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co KG,

Karlsruhe

RNase

Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co KG,

Karlsruhe

RevertAid™ H Minus M-MulV
Reverse Transkriptase

BP- und LR-Clonase

Phusion High-Fidelity DNA

Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co KG,
Karlsruhe

Life technologies, Carlsbad, USA

Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co KG,

Polymerase Karlsruhe
2.1.8 Pflanzenlinien
Pflanzenlinie Herkunft/Referenz

35S::mRFP-ARA7/RabF2b (homozygot)

35S::mRFP-ARA7/RabF2b x PIN2::PIN2-GFP
und PIN2::PIN2-GFP x emo-1)

(Kreuzung zwischen 355::mRFP-RA7/RabF2b
und PIN2::PIN2-GFP WT und emo-1; hetero-

zygot)

ami (em)o (heterozygot)

Col-0 (Arabidopsis thaliana, Wildtyp, WT)

DR5,.,::GFP (homozygot)

Haas et al., 2007 ( zur Verfligung gestellt von
Dr. Manoj Singh,AG Jiirgens, Tlbingen)

Eigene Kreuzungen

Klonierung und Transformation: Dr. Nina
Jaspert, ZMBP; www.wmd.weigelworld.org

The Salk Institute for Biological Studies,
Joseph R. Ecker

Stock center, Ottenschlager et al., 2003
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DR5,,::GFP x emo-1
(Kreuzung zwischen DR5,.,::GFP und emo-1;
homozygot)

DR5::GUS (homozygot)

DR5::GUS x emo-1
(Kreuzung zwischen DR5::GUS und emo-1;
homozygot)

emo-1, emo-2 und emo-3 (homozygot)
pHan_AlcA(eopm)

PIN1::PIN1-GFP

PIN1::PIN1-GFP x emo-1
(Kreuzung zwischen PIN1::PIN1-GFP und
emo-1; homozygot)

PINZ2::PIN2-GFP

PIN2::PIN2-GFP x emo-1
(Kreuzung zwischen PIN2::PIN2-GFP und
emo-1; homozygot)

PIN7::PIN7-GFP
PIN7::PIN7-GFP x emo-1
(Kreuzung zwischen PIN7::PIN7-GFP und

emo-1; homozygot)

pta 7002 AHA2A93 in WT bzw. in emo-1
(heterozygot)

Nicotiana benthamiana
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Kreuzung Claudia Méller; im Laufe der Arbeit
wurden drei unabhdngige und homozygote
Linien erhalten

Stock center, Lijsebettens et al., 1996

Katrin Weckermann

Katrin Weckermann, Dissertation 2008

Benkova et al., 2003

Kreuzung Claudia Méller; im Laufe der Arbeit
wurden drei unabhangige und homozygote
Linien erhalten

Xu, J. und Scheres, 2005; AG Jirgens,
Tibingen

Kreuzung Claudia Méller; im Laufe der Arbeit
wurden drei unabhdngige und homozygote
Linien erhalten

Vieten et al., 2005; AG Jiirgens, Tibingen
Kreuzung Claudia Méller; im Laufe der Arbeit
wurden drei unabhdngige und homozygote

Linien erhalten

Klonierung und Transformation: Dr. Nina
Jaspert, ZMBP; Aoyoma und Chua, 1997,

Zur Verfligung gestellt von der Gartnerei des
ZMBPs Uni Tubingen
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2.1.9 Verwendete Oligonukleotide

Primer Sequenz (5°-3")

Actin-F(2.) TCCAAGCTGTTCTCTCCTTG
Actin-R (2.) GAGGGCTGGAACAAGACTTC
eGFP-F CAAGGGCGAGGAGCTGTTC
eGFP-R TTACTTGTACAGCTCGTCCATG
mGFP4-F AGTAAAGGAGAAGAACTTTTCAC
mGFP4-R TGTATAGTTCATCCATGCCATG

Analyse der pta 7002 AHA2A93 Linien

GVG-F
GVG-R
Rbcs-3A-R

Analyse der emo-Linien

ATGAAGCTACTGTCTTCTAT
AACATGTCCAGATCGAAATCGTCT
TTTATTAACTCTTATCCATCCATTTGC

020026-F (= mu-F)
At-eps-RNAI-F
At-mu-RNAI-R
At-omicron-RNAIi-R
eps-c-R

omicron-F (= 123168-F)
SN-PIN1-F

SN-PIN1-R

SN-PIN2-F

SN-PIN2-R

2inl gateway

ATCTTGAAAATCAGTCATGGGTTCT
TATGGATCCCTCGAGCTATCGCTATCTTGCGGA
TATATCGATGGTACCATTCACCCTCGGAAGCCG
TATAAGCTTGAATTCTGTAGACAATTCCGTGCT
GTCGACTTAGTTCTCATCTTGAGG
GAACGAGAGAGCGAAGCAAGT G
GTTAAGATCTCTGTACCTCAGGGGAA
GCCGCAAAAGCTGCTCTTCTG
CAAAGACATGTACGATGTTTTAG
TAATTCATTGCATAAGGATCA

attB1 adapter

attB2 adapter

attB3 adapter

attB4 adapter
Epsilon_attB1_F
Epsilon_STOP-attB2_R
Epsilon_STOP-attB4_R
Epsilon-attB2_R
Epsilon-attB3_F
PIN2_HL_attB1_F
PIN2_HL_attB4_R NEU
PIN2_HL-attB2_R
PIN2_HL-attB3_F
PIN2_HL-STOP-attB2_R

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTG
GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGGGT
AAAAAGCAGGCTTAATGGAGAATGAGAGGGAA
AGAAAGCTGGGTGTTAGTTCTCATCTTGAGGCTC
GAAAAGTTGGGTTTAGTTCTCATCTTGAGGCTC
AGAAAGCTGGGTGGTTCTCATCTTGAGGCTC
ATAATAAAGTTGTAATGGAGAATGAGAGGGAA
AAAAAGCAGGCTTAATGCCCCTCCAGACCGATGCG
GAAAAGTTGGGTGTTTCCTAGGACCGGGACC
AGAAAGCTGGGTGTTTCCTAGGACCGGGACC
ATAATAAAGTTGTAATGCCCCTCCAGACCGATGCG
AGAAAGCTGGGTGTTATTTCCTAGGACCGGGACC
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V258_1_F 27nt CATTCTACAACTACATCTAGTCAATTG
V258_1_R_27nt TCATAAGGATACATGTTTAACCTAGAC
V258_2_F_24nt ACCTGGCCGGCACTAGTCCTAGA
V258_2_R_27nt ACTCTAGCATGGCCGCTTATAACAATT
V259_2_F CATTCTACAACTACATCTAGTCCTAGA
V259_2_R CTCCTCTGAGATAAGCTTCTGTTCCAT

Y2H

PIN2-HL-EcoRI_F TATGAATTCCCCCTCCAGACCGATGCG
PIN2-HL_STOP-Sall_R TATGTCGACTTATTTCCTAGGACCGGGACC

2.1.10 Stammlo6sungen der wichtigsten Chemikalien

Inhibitor Stammlosung Losungsmittel
Brefeldin A (BFA) 50 mM DMSO
Cycloheximid (CHX) 50 mM DMSO
1-Naphthylessigsaure (NAA) 15 mM 1 M NaOH
FM4-64 30 mM Wasser
Fusicoccin 05 mM Ethanol
Tyrphostin A23 + A51 40 mM DMSO
Wortmannin 15 mM DMSO

2.2 Anzucht und Transformation von Pflanzen

2.2.1 Anzucht von Pflanzen
Die Anzucht von Keimlingen auf Festmedium erfolgte in einem Lichtschrank bei Dauerlicht

von 68-86 Lux (Im/mz) und 20-23 °C. Pflanzen, die zur Nachtzucht dienten, wurden auf Erde
in einer Phytokammer bzw. in der Gartnerei unter Langtagbedingungen bei 20-25 °C
angezogen.

2.2.2 Kreuzen
Als Mutterpflanze wurden Pflanzen mit Bliten gewahlt, die noch vollstiandig geschlossen

waren. Dies garantierte, dass die Staubbeutel (Antheren) noch nicht ausgereift sind und
somit eine Eigenbefruchtung ausgeschlossen werden kann. Als Vaterpflanze wurden
Pflanzen mit Bliten gewadhlt, an denen die Antheren vollstdndig ausgereift waren. Fir das
eigentliche Kreuzen entfernte man die Antheren der Mutterpflanze und fiihrte eine
Befruchtung mit den Pollen der Vaterpflanze durch.
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2.2.3 Sterilisieren und Aussden von Samen auf Agarplatten
Samen wurden entweder mit Sterilisationspuffer (fiir 5 -10 Minuten) oder Chlorgas (lber

Nacht) oberflachensterilisiert. Anschliefend erfolgte die Aussaat auf 1 x MS-Medium mit 1 %
(w/v) Saccharose (mit entsprechenden Antibiotika, siehe Tabelle 1 unter 2.2.4) und eine
Stratifikation bei 4 °C.

Sterilisationspuffer Chlorgas
5 % (v/v) Natriumhypochlorit 100 mL 20 %iger (v/v) Natriumhypochloritlésung
2 % (v/v) Triton X-100 3 mL 30 %iger (v/v) Chlorwasserstoff

Fir die Anzucht etiolierter Keimlinge wurden die auf entsprechendem Festmedium
ausgebrachten Samen fiir ca. 4-5 Stunden im Lichtschrank inkubiert und anschlieRend im
Dunkeln bei konstanter Temperatur angezogen. Nach ca. 4-5 Tagen erfolgte die Auswertung.

2.2.4 Pflanzenanzucht auf Selektionsmedium
Zur Selektion von Pflanzen wurde 1x MS Festmedium mit 1 % (w/v) Saccharose mit den
folgenden Antibiotika versetzt.

Tabelle 1: Verwendete Pflanzenlinien mit entsprechenden Antibiotikaresistenzen und den
dazugehorigen Antibiotikakonzentrationen.

Pflanzenlinien Resistenz Antibiotika-
Konzentration

35S::mRFP-ARA7/RabF2b Kanamycin 50 mg/mL
ami (em)o Basta/MS-X 20 mg/mL
DR5,.,::GFP + Kreuzung Sulfonamid/Sulfadiazin 5 mg/mL
DR5::GUS + Kreuzung Sulfonamid/Sulfadiazin 5 mg/mL
emo-1, emo-2 und emo-3 Basta/MS-X 20 mg/mL
PIN1::PIN1-GFP + Kreuzung Kanamycin 50 mg/mL
PIN2::PIN2-GFP + Kreuzung Basta/MS-X 20 mg/mL
PIN7::PIN7-GFP + Kreuzung Kanamycin 50 mg/mL
pta 7002 AHA2A93 in WT Hygromycin 20 mg/mL
bzw. in emo-1

2.2.5 Transiente Transformation von N. benthamiana
Die transiente Transformation erfolgte nach Grefen et al., 2010. Dazu wurde ca. 300 L einer

Ubernachtkultur von zuvor transformierten Agrobakterien in 5 mL LB Medium (versetzt mit
Rif, Gen, Spec) Uberfihrt und bei 28 °C bis zu einer ODgyo von 0,3-0,6 angezogen. Es folgte
ein Zentrifugationsschritt bei 3000g fir 15 Minuten und 4 °C, das Pellet wurde zweimal mit
eiskaltem MilliQ-Wasser gewaschen und erneut unter den oben genannten Bedingungen
zentrifugiert. Das Pellet resuspendierte man anschliefend, in der entsprechenden Menge
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von Infiltrationspuffer, bis man eine ODgg von ca. 0,2 erhielt. Es folgte ein Inkubationsschritt
auf Eis fir eine Stunde. Abschliefend erfolgte die Infiltration der transformierten
Agrobakterien mit einer Spritze (ohne Kaniile) in die Blattunterseite von 3-4 Wochen alten,
zuvor gewadsserten Tabakpflanzen. Die infiltrierten Pflanzen wurden eine Nacht im Dunkeln
inkubiert und anschlieBend unter Langtagbedingungen und einer konstanter Temperatur
von 21 °C angezogen. Die mikroskopische Untersuchung am Confocal erfolgte nach zwei
Tagen. Dabei entfernte man infiltrierte Blatter und gab diese in eine mit Wasser gefiillte
Spritze, auf die man ein Vakuum anlegte, um Uberschissige Luft aus den Blattstlicken zu
ziehen. AnschlieRend konnte das Blattstiick auf einen Objekttrager gelegt werden und am
Mikroskop untersucht werden.

Infiltrationspuffer
10 mM MES/KOH, pH 5,6
10 mM MgCl,

150 pM Acetosyringon

2.3 Farbung und Fixierung von Keimlingen

2.3.1 Farbung von Keimlingen mit Propidiumiodid
Um die Zellwdande von Keimlingen anzufarben, wurden diese zusammen mit einer

Propidiumiodidlosung (100 pg/ul) auf einen Objekttrager gegeben und direkt im Anschluf
mikroskopiert.

2.3.2 GUS-Farbung und Clearing
Die Keimlinge wurden dazu 30 Minuten in vorgekiihltem Aceton (4 °C) inkubiert. Es folgten

drei Waschschritte mit je 500 pL Farbepuffer ohne X-Gluc und schlielRlich die Farbung mit
Farbelosung (+ X-Gluc) bei 37 °C im Dunkeln. Die Mutante emo-1 wurde aufgrund hoher
GUS-Aktivitat nur fir vier Stunden angefarbt, wahrend die Farbung des Wildtyps Giber Nacht
erfolgte. Zur besseren optischen Bestimmung von Zellstrukturen am Mikroskop wurde nach
der GUS-Farbung ein ,Clearing” (Malamy & Benfey, 1997) durchgefiihrt. Dazu inkubierte
man die angefarbten Keimlinge fir 15 Minuten bei 57 °C in 0,24 N HCl in 20 % (v/v)
Methanol. Es folgte eine weitere 15 minitige Behandlung bei Raumtemperatur in 7 % (w/v)
NaOH in 60 % (v/v) Ethanol. Darauf folgten wieder drei Waschschritte in 40 %, 20 % und 10%
(v/v) Ethanol fiir jeweils funf Minuten. AnschlieBend inkubierte man die Keimlinge fir 15
Minuten in 5 % (v/v) Ethanol mit 25 % (v/v) Glycerin. Fir die endgliltige Fixierung wurden die
Keimlinge auf Objekttrager mit 50 % (v/v) Glycerin Gberfihrt. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Farbelosung
50 mM Na2HPO4

50 mM NaH2PO4
1 mM Kaliumferricyanid
2 mM Kaliumferrocyanid
1 mM 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Glucuronid (X-Gluc)
1 % Triton X-100
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2.4 Anzucht und Transformation von Bakterien

2.4.1 Anzucht, Transformation und Lagerung von Bakterienzellen
Die Anzucht von Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens erfolgte in Fllssig- oder

Festmedium bei 37 °C bzw. bei 28 °C unter Selektionsdruck mit entsprechenden Antibiotika.
Transformationen von kompetenten Bakterienzellen mit Plasmid-DNA wurden mit
Hitzeschock bei 42 °C (E. coli) bzw. 37 °C (A. tumefaciens) durchgefiihrt.

Transformationen der rBiFC-Konstrukte erfolgte nach Anleitung (user guide: One Shot®
TOP10 Competent Cells, invitrogenwI by life technologiesTM) in TOP10 Zellen. Transformierte
Zellen wurden auf LB-Platten mit 100 pg/mL Spectinomycin, 40 pg/mL X-Gal und 0,1 mM
IPTG ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Bei der anschlieRenden Blau-Weil-
Selektion wurden weifle Kolonien mittels PCR (Vektor und Insert spezifische Primer)
Uberprift. Positive Kolonien wurden in 5 mL LB Medium (mit den entsprechenden
Antibiotika) Gber Nacht bei 37 °C auf einem Schittler inkubiert, mit einem Plasmid-Kit
(Genelet Plasmid Miniprep Kit von Thermo Scientific, Lafayette, USA) aufgearbeitet und
anschlieRend erneut in TOP10 Zellen transformiert. Unter der Voraussetzung, dass nach der
Retransformation alle Kolonien weil waren, wurden jeweils drei Kolonien erneut mittels PCR
Uberprift, in LB-Medium (mit den entsprechenden Antibiotika) angezogen, aufgearbeitet
und erneut in TOP10 Zellen retransformiert. Danach erfolgte nochmals die Uberpriifung von
drei Kolonien mittels PCR. Zusatzlich wurden die Plasmide mit Restriktionsenzymen
geschnitten. Erst dann erfolgte die Transformation in Agrobakterien (siehe dazu Kapitel
2.2.5).

Tabelle 2: Liste verwendeter Antibiotika mit dazugehérigen Konzentrationen

Antibiotika Konzentration
Ampicillin (Amp) 100 pg/mL
Gentamycin (Gen) 10 pg/mL
Rifampicin (Rif) 50 ug/mL
Spectinomycin (Spec) 100 pg/mL
Streptomycin (Strep) 50 ug/mL
Tetracycline (Tetr) 10 pg/mL

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Gewinnung von RNA aus Pflanzen

Um RNA aus Pflanzen zu gewinnen, wurde das GeneJET RNA Purification Kit von Fermentas
(St. Leon-Rot) eingesetzt. Die Konzentrations- und Qualitdtsbestimmung der gewonnenen
RNA erfolgte photometrisch am NanoDrop (NanoDrop® ND-1000 Spectrometer, NanoDrop
Technologies, Wilmington, USA) durch die Bestimmung des Quotienten OD60/OD>so.
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2.5.2 Plasmidisolierung

Die Plasmidisolierung erfolgte entweder mit dem GenelET Plasmid Miniprep Kit von
Fermentas (St Leon-Rot) oder nach den Protokollen von Birnboin & Doly (1979) bzw. von
Birnboim, H.C (1983).

2.5.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte mit Tag-Polymerase bzw. Phusion-Polymerase
(Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co. KG, Karlsruhe) in den von der Firmen
empfohlenen Puffern mit 200 uM Desoxyribonucleosidtriphosphate (dATPs, dCTPs, dGTPs,
dTTPs). Fur die durchgefiihrten PCRs wurden ca. 2 ng Original-DNA (Template) und 20 pmol
der dazugehorigen Oligonukleotide (siehe Primerliste) in einem Gesamtvolumen von 20 ul
eingesetzt. Das PCR Programm bestand aus den folgenden Schritten:

Denaturierungsschritt 1 (10 Minuten/95 °C)

Denaturierungsschritt 2 (30 Sekunden/95 °C)
Primerhybridisierungsschritt (30 Sekunden/Temperatur
entsprechend Primerkombination)

Elongationsschritt 1 (30-60 Sekunden in Abhdngigkeit von der
Produktlange/72 °C bzw. 68 °C)
Verlangerungsschritt (10 Minuten/72 °C bzw. 68°C)

Schritte 2-4 wurden dabei 30-35 mal wiederholt (30-35 Zyklen).

2.5.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren in Agarosegelen

Die elektrophoretische Auftrennung von PCR Produkten wurde mithilfe von 0,8 bzw. 1 %
Agarosegelen durchgefiihrt. Als Puffer diente ein 1x TA Puffer. Zum Anfarben fiir DNA und
RNA kam Midori Green (Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren) zum Einsatz (1 puL/50 mL
Agarosegel). Als GrolRenstandard wurde der GeneRuler 1 kb DNA Ladder von Invitrogen
(Karlsruhe) verwendet.

1x TA Puffer

40 mM Tris/HAc, ph 7,5

20 mM Natriumacetat
1 mM EDTA

2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 Gewinnung von Proteinrohextrakt aus Blattern von N. benthamiana
Die Blattstlicke wurden zuerst in flissigem Stickstoff gemorsert und anschlieBend mit

Extraktionslosung (1:2) versetzt, bei 14000 rpm fir 15 Minuten (Kihlzentrifuge Centrifuge
5415R, Eppendorf AG Hamburg, Deutschland) zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
1,5 mL ReaktionsgefdR (E-Cup, Eppendorf AG, Hamburg) Uberfihrt. AnschlieBend folgte
dann die Zugabe von SDS-Probenpuffer (siehe Kapitel 2.6.5) im Verhaltnis 1:1 und die
Inkubation fir 10 Minuten bei 95 °C. 20 uL Probe wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen.
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Extraktionslosung
4 M Harnstoff
100 mM DTT

2.6.2 Hefeaufschluf fiir die Analyse der Proteinexpression
Transformierte Hefen zog man in einer 4 ml Ubernacht-Kultur an und pelletierte sie durch

Zentrifugation (Kihlzentrifuge Centrifuge 5415R, Eppendorf AG Hamburg, Deutschland). Das
Pellet wurde in eiskalten MilliQ- Wasser resupendiert und mit 148 ul NaOH und 12 pl B-
Mercaptoethanol versetzt. Es erfolgte eine Inkubation flir 10 Minuten auf Eis und die Zugabe
von 160 ul 50 % (w/v) TCA. AnschlieBend wurde fir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Danach
folgte eine Zentrifugation fiir zwei Minuten bei 14000 rpm (4 °C). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 500 pl 1 M Tris gewaschen und anschlieBend fiir zwei Minuten
bei 14000 rpm (4 °C) zentrifugiert. Nun konnte das Pellet getrocknet und in 50 pl SDS-
Probenpuffer (siehe 2.6.5) resuspendiert, fir flinf Minuten bei 95 °C inkubiert und je 5 pl auf
ein SDS Gel aufgetragen werden.

2.6.3 Isolierung von Mikrosomen durch differentielle Zentrifugation
Ca. 1 g Pflanzenmaterial wurden in flissigem Stickstoff gemorsert und mit 3,5 ml Homo-

genisierungspuffer versetzt. AnschlieRend folgte eine differentielle Zentrifugation:
Zentrifugation bei 5000 g, 10 min, 4 °C

Zentrifugation bei 10000 g, 15 min, 4 °C

Zentrifugation bei 110000 g, 45 min, 4 °C

Bei den ersten beiden Zentrifugationsschritten wurde jeweils das Pellet verworfen und der
Uberstand erneut zentrifugiert. Die im letzten Zentrifugationsschritt erhaltenen Pellets nahm
man in 100 pl Resuspendierungspuffer pro g Frischgewicht auf, anschlieBend wurde mit
einem Mikro-Handhomogenisator alles homogenisiert. Danach wurden die Mikrosomen
aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. (Alle
hier durchgefiihrten Schritte fanden im Kihlraum bei 4 °C statt)

Homogenisierungspuffer Resuspendierungspuffer
50 mM TrispH 7,5 50 mM Tris pH 7,5

5 mMEDTA 10 % (v/v) Glycerol

3 mM DTT (frisch) 1 mM EDTA

0,5 % (w/v) Casein 1 mM DTT (frisch)
330 mM Saccharose 1 mM Benzamidin

1 % (w/v) PVP (frisch) 1 mM PMSF

1 mM Benzamidin 3,5 pgmlL-1E64

1 mM PMSF 1 png mL-1 Pepstatin

3,5 pugmL-1E64 1 Mg mL-1 Leupeptin
1 png mL-1 Pepstatin 1 png mL-1 Aprotinin
1 ug mL-1 Leupeptin Tablette Roche complete ultra (nach

1  upg mL-1 Aprotinin Herstellerempfehlung)

Tablette Roche complete ultra (nach Herstellerempfehlung)
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2.6.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen
Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte mit der Roti-Quant Proteinbestimm-

ungslosung nach Bradford (Carl Roth GmbH + Co. KG/Karlsruhe). Als Standard wurde Rinder-
serumalbumin (BSA) verwendet.

2.6.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Masse wurden Polyacrylamid-Gele

nach Laemmli (1970) verwendet. Dazu versetzte man Proteinproben im Verhaltnis 1:1 mit
Probenpuffer, anschlieBend folgte ein Denaturierungsschritt entweder bei 37 °C (Mikroso-
men) oder bei 95 °C fiir 10 Minuten. Die Proteine wurden in einem Sammelgel bei 10 mA
(Mikrosomen) bzw. bei 20 mA konzentriert und im 11 %igen Polyacrylamid-Trenngel bei
20mA (Mikrosomen) bzw. bei 30 mA elektrophoretisch aufgetrennt. Es folgte entweder eine
Farbung mit Coomassie oder eine elektrophoretische Ubertragung der Proteine auf Nitro-
cellulose mittels Western Blot.

Tabelle 3: Pipettierschema fiir Polyacrylamidgele

Trenngel Sammelgel
Polyacrylamidkonzentration 12,5% 11% 9% 4%
Wasser 6,3 mL 7,3 mL 8,64 mL 9,7 mL
Trenn-bzw. 5 mL 5 mL 5 mL 3,7 mL
Sammelgelpuffer
Polyacrylamid 8,33 mL 7,35 mL 6 mL 2 mL
10 % SDS 200 pL | 200 pL | 200 pL | 150 pL
10 % APS 150 pL | 150 pL | 150 puL | 80 pL
TEMED 15 uL | 15 puL | 15 puL | 50 pL

20 ml 15 ml

1x Elektrodenpuffer

Trenngelpuffer

25 mMTris 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
192  mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Probenpuffer
10 % (w/v) SDS
50 % (v/v) Glycerol

0,5 % (w/v) Bromphenolblau
500 mMDTT
310 mMTris, pH 6,8

2.6.5.1 Coomassie-Fdrbung

Bei der Coomassie-Farbung handelt es sich um eine reversible Farbemethode, um Proteine
unspezifisch anzufarben. Dazu wird nach der SDS-Elektrophorese das Gel fiir 30 Minuten in

Sammelgelpuffer

M Tris-HCl, pH 6,8

die Farbel6sung inkubiert und anschlieBend mit Entfarber entfarbt.
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Coomassie-Farbelosung Entfarber
0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant-Blau 40 % (v/v) Methanol
40 % (v/v) Methanol 10 % (v/v) Essigsaure

10 % (v/v) Essigsaure

2.7 Aktivititstest der vakuoldaren H+-Pyrophosphatase und vakuolidren H+-
ATPase

Um die Aktivitat der vakuoldren H'-Pyrophosphatase und der vakuoliren H*-ATPase zu
bestimmen, macht man sich zunutze, dass beide H*-Pumpen Energie in Form von ATP bzw.
Pyrophosphat verbrauchen und im Gegenzug anorganisches Phosphat freigesetzt wird.
Dieses anorganische Phosphat wird bei den entsprechenden Aktivitditsmessungen unter
Einsatz mikrosomaler pflanzlicher Membranen bestimmt. Dazu wurden Mikrosomen frisch
hergestellt (siehe dazu Kapitel 2.6.3) und je 20 uL Mikrosomen (10 pug Endkonzentration) in
einen spezifischen Puffern gegeben, der jeweils auf die Aktivitdtsmessung der vakuolaren H'-
ATPase bzw. der vakuoldren Pyrophosphatase abgestimmt war. Dieser Puffer enthielt fir
den Aktivitatstest der vakuolaren H*-ATPase verschiedene Inhibitoren, um alle unerwiinsch-
ten Pumpen abzuschalten, die ATP als Energiequelle nutzen (NaN3z/F-Typ ATPasen, NasVO,/
P-Typ ATPasen und KNOs/V-Typ ATPasen fur Kontrolle). Fir den Aktivitatstest der vakuoléar-
en H*-Pyrophosphatase wurde KNO; als Aktivator eingesetzt. Zusatzlich enthielt der Puffer
ATP bzw. Pyrophosphat als Energiequelle. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei
37°C wurde die Reaktion mit Zitronensaure abgestoppt und alles portionsweise in 96er well
plates Uberfiihrt. AnschlieBend versetzte man alles mit einer Losung (AAM/acetone-acid-
molybdate) aus Ammoniummolybdat (NH;)sM07024 *4H,0, Schwefelsdure und Aceton, das
zusammen mit dem freigesetzten Phosphat einen gelblichen Farbstoff (Molybdangelb)
bildete, den man bei 355 nm photometrisch bestimmen konnte. Die Aktivitatstests der
vakuoldren H*-Pyrophosphatase und vakuoldre H*-ATPase wurden nach dem abgeinderten
Protokoll (Heinonen und Lahti, 1981; Wang und Sze, 1985; Schumacher et al., 1999; Krebs et
al., 2010) der FG Schumacher, Heidelberg durchgefiihrt. Als Negativkontrolle dienten
hitzeinaktivierte Mikrosomen. Die Absorptionmessungen erfolgten in einem microplate
reader (Safire, Tecan, Mannedorf, Schweiz) bei einer Wellenlange von 355 nm.

Puffer fir die Aktivitdatsmessung
der vakuoldren H'-Pyrophosphatase der vakuoldren H'-ATPase

25 mM Tris-MES, pH 7,5 25 mM Tris-MES, pH 7,5
2 mM MgS0O4*7H,0 4 mM MgS0,4*7H,0
0,1 mM Na;MoOq, 50 mM KCl
0,02 % Brij 58 1 mM NaN;
0,2 uMPPi 1  mM Na;MoO,
50 mM Aktivator: KNO3 0,02 % Brij 35

500 KM NaszVO,
50 mM Inhibitor: KNO;
3 mM Mg*ATP
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2.8 Immunologische Methoden

2.8.1 Western Blot (Wetblot)
Hierbei werden Proteinen eines SDS-Gels elektrophoretisch auf eine Membran

(Nitrocellulose) Ubertragen und immobilisiert. Die Western Blot Methode erfolge nach
Towbin et al., 1979. Der Transfer fand bei Raumtemperatur (RT) und 200 mA fiir 90 Minuten
bzw. flir 105 Minuten (Mikrosomen) in einer Tankblotkammer (alternativ bei 63 mA liber
Nacht) statt.

Blotpuffer
20 mM Tris

150 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol
0,01 % (w/v) SDS

2.8.1.1 Ponceau-Féirbung

Die Ponceau-Firbung ist eine reversible Firbemethode, um eine Ubertragung der Proteine
vom SDS-Gel auf die Membran (Nitrocellulose) zu tUberprifen. Hierzu wird die Nitrocellulose
nach dem Blotten fir ca. finf Minuten in der Ponceau S Farbel6sung inkubiert und
anschlieffend mit VE-Wasser entfarbt.

Ponceau S-Farbeldsung:
1 % (w/v) Ponceau S

2 % (v/v) Essigsaure

2.8.2 Immundetektion mittels Chemilumineszenzreaktion
Nach dem elektrophoretischen Transfer auf Nitrocellulose wurde der Proteinmarker auf der

Nitrocellulose gekennzeichnet und unspezifische Bindestellen der Membran durch eine
einstiindige Inkubation (alternativ Gber Nacht bei 4 °C) in , Tris-buffered saline (TBS)” mit 2 %
(w/v) Powerplay abgesattigt. Danach folgte die Behandlung mit dem primaren Antikérper in
TBS mit 2 % (w/v) PowerPlay fir eine Stunde unter leichtem Schitteln und schlieRlich drei
Waschschritte mit 1x TBS fir jeweils finf Minuten, um unspezifische gebundenen Antikorper
zu entfernen. Es folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikoérper (in PowerPlay),
ebenfalls fir eine Stunde, unter leichtem Schiitteln. Danach wurde die Membran fiir jeweils
fiinf Minuten dreimal mit 1x TBS gewaschen. Es folgte die Chemilumineszenzreaktion zum
Nachweis der an den 2ten Antikdrper konjugierten Peroxidase.

PowerPlay TBS
2 % PowerPlay in 1x TBS 50 mM Tris/HCl pH 7,8
150 mM NacCl
1 mM MgCl2
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Dazu mischte man Losung A, B und H,0, wie unten angegeben. Dieser Ansatz wurde dann
unter leichtem Schitteln fir ca. zwei Minuten in der Loésung inkubiert und die Nitrocellulose
anschliefend zwischen zwei Folien fixiert und der Film (High performance chemilumines-
cence film, Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare) aufgelegt.

Arbeitslésung
Lésung A: 1 ml

Lésung B: 0,1 ml

H202: 0,3 ul
Lésung A Lésung B
0,1 M Tris/HCI (pH 8,5) 10 mg p-Coumaric acid in 10 ml DMSO

50 mg Luminol

Tabelle 4: Antikorperverdiinnungen fiir die Chemilumineszenzreaktion

Primarer Antikorper Verdiinnung | Sekundarer Antikorper Verdiinnung

a-HA, monoklonal 1:2000 | Goat anti-rat IgG (H+L), HRP 1:10000
conjugate; polyclonal

a-c-myc, monoklonal, 1: 400 | Goat anti-mouse IgG (H+L), HRP 1:10000

Klon 9.E10

a-PIN1 rabbit, 1:2000 | Goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP 1:10000

Antiserum conjugate; polyclonal

a-PIN2 rabbit, 1:2000 | Goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP 1:10000

Antiserum conjugate; polyclonal

a-GFP-rabbit 1:5000 | Goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP 1:10000

Antiserum conjugate; polyclonal

a-V-ATPase (a-VHA-c 1:2000 | Goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP 1:10000

(Det3)) rabbit, conjugate; polyclonal

Antiserum

a-V-PPase (AVP1), 1:5000 | Goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP 1:10000

Antiserum conjugate; polyclonal

a-ATPase rabbit 1:2000 | Goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP 1:10000

Antiserum conjugate; polyclonal

2.9 Ratiometrische Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (rBiFC)

Die hier verwendete Methode der ,ratiometrischen Bimolekularen Fluoreszenzkomple-
mentation (rBiFC)” (Grefen und Blatt, 2012) ist eine Kombination aus BiFCs und dem ,,2in1"
Klonierungssystem (einer auf Rekombination basierenden Klonierungsstrategie). Dabei
werden die cDNA beider Interaktionspartner in einen Vektor kloniert, der sowohl fiir die N-
als auch die C-terminale Halfte von YFP kodiert. Des Weiteren erlaubt der Vektor die
Expression von mRFP als Expressions- und Transformationskontrolle. Der Hauptvorteil ist die
Moglichkeit der quantitativen Auswertung der BiFCs. Durch Ermittlung der Fluoreszenz-
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intensitaten beider Fluorophore kann das Verhiltnis berechnet werden. Dies erlaubt es,
Ergebnisse verschiedener Proteinpaare miteinander zu vergleichen und somit
Interaktionsstarken in einem semi-quantitativen Ansatz zu vergleichen. Zusatzlich befinden
sich c-myc und HA Epitope an den YFP-Halften und ermdglichen eine Verifikation der
Proteinexpression Gber Immundetektionen.

Zu Beginn der Klonierung wurden zuerst die gewiinschten PCR-Produkte mithilfe verschie-
dener Primerkombinationen amplifiziert und tber ein PCR clean-up, gel extraction kit von
Machery-Nagel GmbH & Co. KG (Diiren) aufgereinigt. Die Klonierung erfolgte nach dem
Protokoll “Gateway® Technology: A universal technology to clone DNA sequences for
functional analysis and expression in multiple systems” und den dazugehdérigen Produkten
von life technologies. Prinzipiell funktioniert die Klonierung wie folgt: Das gewiinschte PCR
Produkt wurde mit ,attachment sites” versehen und mittels Rekombination mit einer BP-
Klonase in einen ,entry vector” (V0O06, V007) uberfihrt. Entry-Klone wurden mittels
Restriktionsenzymen auf das gewiinschte PCR-Produkt Uberpriift und anschliefend von
GATC biotech AG, Konstanz sequenziert. Mit einer LR-Klonase wurden zwei unterschiedliche
Entry-Klone in den gewilinschten Zielvektor bzw. , destination vector” (V259) gebracht. Als
Negativkontrolle diente nYFP. Die erhaltenen Konstrukte wurden in TOP10 Zellen
transformiert (siehe dazu Kapitel 2.4.1) und schliellich mittels Agrobakterien in
Tabakpflanzen infiltriert (siehe dazu Kapitel 2.2.5). Nach der mikroskopischen Untersuchung
am Confocal erfolgte die ratiometrische Auswertung mit ImagelJ, indem das Verhaltnis der
Intensitaten YFP/RFP gemessen wurde.

2.10 Mikroskopische Analysen, Messungen und Auswertung

2.10.1 Mikroskopische Aufnahmen und digitale Nachbearbeitung
Die confocalmikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Leica TCS SP8 Confocal

Scanning Microscope (Wetzler, Germany) mit der dazugehdrigen Software durchgefihrt. Fir
die Differentialinterferenzkontrast-Mikroskopie (DIK) wurde ein Zeiss Axiophot verwendet.
Binokulare Aufnahmen wurden mit Leica Fluo TM MZFLIII erstellt. Die in der Arbeit gezeigten
Fotos wurden mithilfe des Programms Adobe Photoshop CS5 bearbeitet, ohne die
Bildinformationen zu verandern.

2.10.2 Auswertung und Messungen
Alle Messungen von Intensitdt, Fliche und Lange wurde mithilfe des Programms Image)

(Freeware, NIH, Bethesda, MD, USA) ausgewertet. Um die Linge der Hypokotyle von
etiolierten Keimlingen zu bestimmen, wurden die Keimlinge auf Agarplatten transferiert,
gescannt und anschlieBend mit Imagel vermessen. Zur Quantifizierung des Verhaltnisses von
intrazellularem zu Plasmamembran PIN2 Signal (GFP) wurde das Verhaltnis zwischen BFA-
Kompartiment zu Plasmamembran bestimmt. Dazu wurde die Intensitdit von einer
bestimmten Anzahl an Bildpunkten in der Mitte des BFA-Kompartiments bestimmt und ins
Verhaltnis gesetzt zu der gleichen Anzahl an Bildpunkten an der apikalen Plasmamembran
(siehe dazu Kapitel 3.1.8.1). Fur die BFA Washout-Versuche (siehe dazu Kapitel 3.1.8.2)
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wurde dieses Verhéltnis jeweils vor und nach dem Washout von BFA bestimmt und
anschliefend prozentual ins Verhaltnis gesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Ethanol-induzierbare RNA Interferenz von 14-3-3 Epsilon Mitgliedern
Die Familie der 14-3-3 Proteine in Arabidopsis thaliana unterteilt sich, wie bereits erwahnt,

in zwei grofRe phylogenetische Gruppen, die Epsilon und die Non-Epsilon Gruppe (siehe dazu
Einleitung Abb. 2). Die Epsilon Gruppe findet man in allen eukaryotischen Zellen und ihre
Mitglieder sind hochstwahrscheinlich fir die Regulation grundlegender eukaryotischer
Funktionen verantwortlich. Die Mitglieder der Non-Epsilon Gruppe haben dagegen
moglicherweise Organismus-spezifische Funktionen (Jaspert et al., 2011). Um genauere
Informationen (ber die einzelnen Isoformen zu erhalten, wurden T-DNA-Insertionslinien
untersucht. In der Non-Epsilon Gruppe weisen Einfach- und Doppelmutanten keinen
phanotypischen Unterschied zum Wildtyp auf (Kleeff et al., 2014), dies weist auf eine
funktionelle Redundanz der Isoformen hin. Dreifach- und Vierfachmutanten weisen ein
verkirztes Wachstum der Primarwurzel auf. Auch scheint die Isoformkombination
kappa/lambda moglicherweise spezifische Funktionen auszufiihren, denn sie weist als
einzige analysierte Doppelmutante eine reduzierte ACC Sensibilitat auf, welches zu einer
Zunahme der Zellstreckungfiihrt. Nach Kleeff et al. 2014 ist dies auf einen moglichen Verlust
der Interaktion dieser Isoformen mit den Zellwandlokalisierten Peroxidasen (peroxidase,
PER69) zuriickzuflihren (Irshad et al., 2008; Shin et al.,, 2011), denn eine Verringerung der
Zellstreckung wird durch die Peroxidase-katalysierte Vernetzungsaktivitat in der Zellwand
verursacht (Kleeff et al., 2014). Im Gegensatz dazu konnten fiir die Mitglieder der Epsilon
Gruppe (bis auf eine omicron ,loss of function” Mutante) keine ,knock-out” T-DNA-
Insertionslinien identifiziert werden. Ob dies auf eine mogliche Letalitat zurlickzufihren ist,
ist nicht bekannt. Transgene Pflanzenlinien mit einem RNAi-Konstrukt gegen eine einzelne
Isoform der Epsilon Gruppe (epsilon; omicron; mu) weisen nach eigenen Untersuchungen
und nach Untersuchungen von Katrin Weckermann unter normalen Wachstumsbedingungen
keinen Unterschied zu Wildtyppflanzen auf (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund
generierte Katrin Weckermann ein RNAi Konstrukt (siehe dazu Abb. 3A), welches eine
Ethanol-induzierbare Reduktion der Expression von drei Isoformen der Epsilon Gruppe in
transgenen Pflanzen erlaubte (siehe dazu Abb. 3B und C; Katrin Weckermann, Dissertation
2008). Die Mutante wurde nach den drei Isoformen epsilon, mu und omicron, deren
Expression Ethanol-abhangig reprimiert wird, emo genannt. Diese drei Isoformen werden in
Arabidopsis thaliana mehr oder weniger ubiquitdr exprimiert. Die zwei weiteren Mitglieder
der Epsilon Gruppe, pi und iota, werden dagegen nur in Antheren oder Pollen exprimiert,
somit sind sie fur junge Keimlinge nicht essentiell (Katrin Weckermann, Dissertation 2008).
Die Isoformen der Non-Epsilon Gruppe sind von der ethanolabhidngigen Repression nicht
betroffen, dies konnte anhand von RT-PCRs nachgewiesen werden. Somit konnte durch das
RNAi Konstrukt ethanolabhangig die Epsilon Gruppe fast vollstandig ausgeschaltet werden.
Insgesamt wurden von Katrin Weckermann drei unabhangige, homozygote emo-Linien: emo-
1, emo-2 und emo-3 generiert.
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Abb. 3: Nach Ethanol-abhangiger Reduktion der Expression der drei Epsilon-Gruppen-Mitglieder zeigen die emo
Mutanten einen pleiotropen Phanotyp im Licht und im Dunkeln

A) Schematische Darstellung desEthanolinduzierbaren RNAi Konstrukts nach Katrin Weckermann; AlcR
(Transkriptionsfaktor unter der Kontrolle des 35S Promotors), nach Ethanolinduktion kann der Transkriptionsfaktor
AlcR an den Promotor AlcA binden und die Expression des RNAi Konstrukts ausldsen. Diese beinhaltet spezifische
cDNA Abschnitte der drei Isoformen epsilon, mu und omicron in Form eines ,inverted repeats”, sodass sich eine hair
pin Stuktur bilden kann, die letztendlich zum RNA-Silencing bzw. RNA-Interferenz (RNAi) der drei Isoformen flihrt.
B)Semiquantitative RT-PCR Analyse der 14-3-3 Isoformtranskripte (epsilon, mu und omicron) in WT und den drei
unabhangigen Mutantenlinien (emo-1,-2,-3) nach Wachstum auf Medium mit (+) und ohne (-) EtOH; als Kontrolle
dient Aktin (Katrin Weckermann).
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C) und D)Wachstum von WT und den drei unabhangigene emo Linien (emo-1, -2 und -3) auf 1x MS-
Medium mit 1% Saccharose fiir drei Tage, anschlieRend Transfer auf 1x MS-Medium mit 1
%Saccharose mit (C) oder ohne (D) 0,1 % (v/v) EtOH fiir vier Tage.

E) und F) EinfluR von ACC auf etiolierte Keimlinge von WT und den drei unabhdngigen emo Linien
(emo-1/-2/-3) die fur vier Tage auf 1x MS Medium + 1 % Saccharose + 50 uM ACC im Dunkeln mit (F)
und ohne (E) 0,1 % (v/v) EtOH.

G) und H) Wachstum von WT und den drei unabhangigen emo Linien (emo-1, -2 und -3) im Dunkeln
fur finf Tage auf 1x MS Medium mit 1 % Saccharose ohne (H) oder mit (G) 0,1 (v/v) % EtOH.

(C-H MaRstab=2 mm; Aufnahme: Canon)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine amiRNA Linie generiert (ami(e)mo), die ebenfalls
Ethanol-abhdngige die Expression der drei Isoformen epsilon, mu und omicron reduzieren
sollte. Durch synthetische microRNAs (miRNA), so genannte artifizielle microRNA, wird
gezielt die Expression einzelner Gene oder Gengruppen mit homologen Sequenzabschnitten
stillgelegt. Daher wurden unter Zuhilfenahme der Website ,,www.wmd.weigelworld.org” die
amiRNAskonstruiert (Klonierung und Transformation Dr. Nina Jaspert). Dabei wurde ein
Konstrukt generiert, das zwei ,hair pin“ Strukturen ausbilden kann. Eine davon richtete sich
simultan gegen zwei Isoformen (epsilon und mu), weist also ,mismatches” zu den
entsprechenden mRNAs auf. Die zweite ,hair pin“ Struktur richtet sich gegen die
verbleibende dritte Isoform (omicron) (ami (em)o; siehe dazu Abb. 4E).

Die RT-PCR lasst bei Wildtyp keinen Unterschied in der Signalstarke der verschiedenen
Isoformen in Ab-und Anwesenheit von Ethanol erkennen. Im Gegensatz dazu weisen emo-1
und auch ami (em)o eine signifikante Reduktion der Expression von epsilon, mu und omicron
nach Ethanolbehandlung auf (siehe dazu Abb. 3B und 4E). Diese Linie kann nun verwendet
werden, um zu Uberprifen, ob die Expression amiRNA-resistenter cDNAs der einzelnen
Isoformen den Phanotyp deutlich abschwachen kann.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass nur unter der Verwendung von Ethanol die
Reduktion der Expression der drei genannten Isoformen (epsilon, mu und omicron) in den
drei unabhangigen emo-Linien (emo-1, -2, -3; siehe dazu Abb. 3B) und der ami(em)o Linie
(siehe dazu Abb. 4E) erfolgt. Unter Wachstumsbedingungen ohne Ethanol weisen die
genannten Mutanten keinen Unterschied zu Wildtyppflanzen auf (siehe dazu Abb. 3B, C und
D und 4C, D und E).

3.1.1 Grundlegende Charakteristika der RNAi- und amiRNA-Linien
Lichtgewachsene emo und ami(em)o Mutante zeigen als Folge einer Ethanolbehandlung

einen pleiotropen Phdnotyp (siehe dazu Abb. 3C, 4A und C), der im Vergleich zum Wildtyp
die folgenden Charakteristika aufweist: Epinastische Blatter, ein verlangertes Hypokotyl, eine
verkirzte, nicht strikt gravitrop wachsende Primarwurzel (,wavy root“) und zudem fehlende
Lateralwurzeln. Im etiolierten Zustand zeichnen sich die emo Mutanten durch ein stark
verkiirztes Hypokotyl und durch die Abwesenheit eines Plumulahakens aus (siehe dazu Abb.
3G und H, 4B).

Derartige Wachstumsdefekte kdnnen auf Stérungen der Phytohormonhomdéostase oder
Phytohormonsensitivitdten zurlickzufiihren sein. Das verkiirzte Hypokotylwachstum
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etiolierter emo-Keimlinge konnte jedoch weder durch exogene Gabe von Gibberellinen
oderBrassinosteroiden, noch durch AVG (Aminoethoxyvinylglycin), einem Hemmstoff der
Ethy-lenbiosynthese, aufgehoben werden (C. Oecking personliche Mitteilung). Somit ist die
emo Mutanten weder defizient fiir Gibberelline und Brassinosteroide, noch besteht eine
Uberproduktion von Ethylen. Wie bereits erwdhnt, bilden etiolierte emo-Keimlinge keinen
Plumulahaken aus. Erstaunlicherweise kann auch durch ACC (1-Aminocyclopropan 1-carbon-
saure), der Vorstufe von Ethylen, kein verstarkter Plumulahaken induziert werden (siehe
dazu Abb. 3E und F). Sowohl die Ausbildung des Plumulahakens als auch die Ethylen-
induzierte Verstarkung desselben sind mit der Synthese und dem Transport von Auxin in
Zusammenhang gebracht worden (Vandenbussche et al., 2010). Es ist bekannt, dass die
Auxinbiosynthese und die effiziente Auxintranslokalisation vom Meristem Uber die Kotyle-
donen ins Hypokotyl notwendig ist um eine korrekte Ausbildung des Plumulahakens zu
garantieren. Unter Einbezug der Tatsache, dass lichtgewachsene emo-Keimlinge eine , wellig-
wachsende” Primarwurzel haben und keine Seitenwurzeln bilden, kdnnte der pleiotrope
Phanotyp auf eine Verdanderung Auxin-vermittelter Prozesse zurlickzufiihren sein.
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Abb. 4: Nach Ethanol-abhdngiger Reduktion der Expression der drei Epsilon-Gruppen-Mitglieder
zeigen die ami (em)o Mutanten einen pleiotropen Phanotyp im Licht

A) Hypokotylmessungen sieben Tage alter lichtgewachsener Keimlinge (Anzucht siehe Abb. 3C und
D) zeigen ein signifikant verlangertes Hypokotyl der Mutante (emo-1) auf Ethanolhaltigem Medium
im Vergleich zum Wildtyp(p*'=4,56151E-08; p**=2,919E-16; n=50 Keimlinge).
B)Hypokotylmessungen fiinf Tage alter etiolierter Keimlinge (Anzucht siehe Abb. 3G und H) zeigen
ein signifikant verkirztes Hypokotyl der Mutanten (emo-1) auf Ethanolhaltigem Medium im
Vergleich zum Wildtyp (p*'=5,15512E-34; p**=2,6612E-35; n=30 Keimlinge).

C)und D) Wachstum von WT, emo-1 und ami (em)o fiir vier Tage auf 1x MS-Medium mit 1 % Sac-
charose, anschlieRend Transfer auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose mit (C) und ohne (D) 0,1 %
(v/v) EtOH fur drei Tage. (MaRstab=2 mm; Aufnahmen: Canon).

E)Semiquantitative RT-PCR Analyse der 14-3-3 Isoformtranskripte (epsilon, mu und omicron) in WT,
emo-1lund ami (em)o Keimlingen die wie nach (C) und (D)mit (+) und ohne (-) EtOH angezogen
wurden, als Kontrolle dient Aktin (Aufnahmen: GelDoc; Anzucht der Keimlinge siehe G und H)

3.1.3 RNAi von 14-3-3 Epsilon Mitgliedern interferiert mit Auxin-Transport-
abhingigen Prozessen
Zahlreiche Wachstums- und Differenzierungsprozesse sind von dem Phytohormon Auxin

abhangig. Verdanderungen Auxin-vermittelter Prozesse die, wie bereits erwdhnt, ursachlich
fir den drastischen Phanotyp der emo Mutanten sein kdnnten, kénnen Stérungen in der
Biosynthese, der Signaltransduktion oder des Transports von Auxin zugrunde
liegen.Folgende Versuche zeigen, dass der pleiotrope Phanotyp letztendlich durch ein
Transport-problem mit dem Phytohormon ausgeldst wird.

Um zu Uberpriifen, ob emo noch auf Auxin reagiert, wurde exogenes Auxin verwendet.
Dabei ist bekannt, dass Auxin die Bildung von Seitenwurzeln (Lateralwurzeln) induziert (Reed
et al., 1998). Dies beruht auf der transportabhangigen Etablierung eines Auxinmaximums in
Perizykelzellen der Primarwurzel. Die beiden synthetischen Auxine, die fir diesen Versuch
eingesetzt wurden, waren 1-Naphthylessigsaure (NAA) und 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure
(2,4-D) (siehe dazu Abb. 5). Wahrend 2,4-D (genauso wie IAA) (iber AUX1, einen Auxin-Influx
Transporter, in die Zelle transportiert wird, ist NAA unabhangig von AUX1 und kann durch
Diffusion in die Zelle gelangen und diese liber PIN-Efflux Carrier verlassen, was NAA zu einem
ytransportierbaren” Auxin macht (Delbarre et al., 1996; Estelle, 1998; Marchant et al., 1999).
Demgegentliber ist 2,4-D ein ,nicht-transportierbares” Auxin, da es nicht von Efflux Carriern
transportiert wird.

In Abbildung 5A lasst sich erkennen, dass der Wildtyp nach Behandlung mit NAAeine
deutlich verkirzte Primarwurzel mit langen Seitenwurzeln aufweist. Die Mutante zeigt auf
NAA hingegen keine wesentliche Verkirzung der Primarwurzel im Vergleich zum Ethanol-
induzierten Phanotyp.Bemerkenswerterweise kommt es zur Ausbildung von Seitenwurzeln,
diesesind jedoch deutlich kiirzer im Vergleich zu den Seitenwurzeln vom Wildtyp. Nach
Behandlung mit 2,4-D lasst sich beim WT ebenfalls eine Reduktion der Primarwurzelldnge im
Vergleich zur Kontrolle erkennen, jedoch sind die ausgebildeten Seitenwurzelndeutlich
kiirzer als auf NAA.Bei der Mutante auf 2,4-D finden sich ebenfalls Seitenwurzel, jedoch sind
diese sehr kurz.
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WT emo-1

EtOH NAA+EtOH  2,4D+EtOH EtOH  NAA+EtOH 2,4D+EtOH

WT emo-1
NAA+EtOH 2,4D+EtOH NAA+EtOH

Abb. 5: Wildtyp und emo-1nach Behandlungen mit dem Phytohormon Auxin

A) EinfluR der synthetischen Auxine NAA und 2,4-D auf die Seitenwurzelbildung von WT und emo-1 unter
induktiven Bedingungen. Die Anzuchtvon WT und emo-1 erfolgte fiir sechs Tage auf 1x MS Medium mit 1 %
Saccharose, anschlieBend Transfer fir sechs Tage auf 1x MS-Medium mit 0,1 % (v/v) EtOH, 250 nM NAA+0,1 %
EtOH oder 50 nM 2,4-D + 0,1 % EtOH (MaRstab=2 mm; Aufnahmen: Canon).

B) DIK-Mikroskopische Aufnahmen von Seitenwurzelprimordien der Primarwurzel von WT und emo-1 nach
Behandlung mit exogenen Auxinen unter induktiven Bedingungen. Die Anzucht von WT und emo-1lerfolgte
jeweils fiir drei Tage auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharosemit anschlieBendem Transfer fiir zwei Tage auf 1x
Mediummit 1 uM NAA oder 0,1 uM 2,4-D mit 0,1 (v/v) % EtOH. Der WT zeigt auf NAA+EtOH diskrete Seiten-
wurzelprimordien (1), im Gegensatz zu WT mit 2,4-D (2) bzw. emo-1 mit NAA+EtOH (3), es zeigt sich eine
hochgradige desorganisierte Proliferation von Perizykelzellen (iber groRe Regionen der Primarwurzel (Aufnah-
men: Seitenwurzelprimordien, DIK).
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Es zeigt sich also, dass emo-1 auf beide Auxine, also auf NAA und 2,4-D, reagiert. Jedoch ist
diese Reaktion im Vergleich zum Wildtyp von hyposensitiver Natur. Auffallig dabei war, dass
der Wildtyp nach Behandlung mit 2,4-D ein ahnliches Lateralwurzelmuster zeigt, wie die
Mutante mit NAA (siehe dazu Abb. 5A). Bei Betrachtung im Differentialinterferenzkontrast-
Mikroskop (DIK-Mikroskop) sieht man, dass die angelegten Seitenwurzelprimordien bei emo-
1 auf NAA eher tumorartig ausgebildet werden, vergleichbar mit Wildtyp, der mit 2,4-D
behandelt wurde (siehe dazu Abb. 5B). Es lasst sich eine hochgradig desorganisierte
Proliferation von Perizykelzellen Gber groRe Regionen der Primarwurzel erkennen. Da emo-1
auf ein transportierbares Auxin wie der Wildtyp auf ein nicht-transportierbares Auxin
reagiert, war dieses ein Hinweis darauf, dass emo hochstwahrscheinlich ein Problem mit
dem Transport von Auxin hat.

Nach dem chemiosmotischen Modell wird der Transport von Auxin durch das Zusammen-
spiel zahlreicher Influx-(AUX1/LAX) und Efflux-(PIN Proteine) Carrier koordiniert (Friml und
Wisnieswska, 2004; Blakeslee et al., 2005; Blilou et al., 2005). Entscheidend bei diesem
Transport ist die membranstindige H*-ATPase, denn sie baut, durch das stetige Pumpen von
Wasserstoffionen in den apoplasmatische Raum, einen elektrochemischen Protonen-
gradienten Uber die Plasmamembran auf (Jahn et al., 1997; Michelet und Boutry, 1995;
Morsomme und Boutry, 2000; Palmgren, 2001; Geislera und Murphy, 2006). Dieser ist
notwendig, denn durch den von der membranstindigen H*-ATPase erzeugten niedrigen pH-
Wert der Zellwand, liegt Auxin auBerhalb der Zelle in protonierter Form (HIAA) vor und kann
durch Diffusion in die Zelle gelangen. In deprotonierter Form (IAA’) passiert Auxin
unterstiitzt durch den aktiven Carrier-vermittelten Co-Transport (AUX1/LAX; Auxin-Influx-
Carrier) die Membran (Overvoorde et al., 2010). In der Zelle im Cytoplasma herrscht
hingegen ein neutraler pH-Wert, Auxin liegt in der deprotonierten Form (IAA’) vor und ist
nicht mehr in der Lage, die Zelle durch Diffusion zu verlassen, erst durch die Hilfe und
Aktivitat der PIN Proteine ist dies moglich.

Daher wurden einige weitere Auxintransport-abhangige Prozesse in der Mutanten unter-
sucht. Am Phanotyp der emo Mutanten lasst sich bereits erkennen, dass der Auxintransport
in der Wurzel gestort sein mulR. Denn die Mutante weist eine verkiirzte, nicht strikt gravitrop
wachsende Primarwurzel (,wavy root”) und zudem fehlende Lateralwurzeln auf (siehe dazu
Abb. 3C). Nach Gravistimulationsversuchen zeigte sich, dass emo unfahig ist, auf Schwerkraft
und somit auf einen gravitropen Reiz zu reagieren (siehe dazu Abb. 6A und B). Um ein
gravitropes Wachstum zu garantieren, ist eine asymmetrische Verteilung von Auxin in der
Wurzelspitze notwendig (Miller et al., 1998; Marchant et al., 1999; Rashotte et al., 2000).
Zudem ist, wie bereits erwahnt, die Bildung von Seitenwurzeln (Lateralwurzeln) nur durch
die transport-abhangige Etablierung von Auxinmaxima in Perizykelzellen der Primarwurzel
moglich. Somit scheint der akropetale als auch der basipetale Auxintransport in der Wurzel
gestort zu sein.

Des Weiteren scheint ebenfalls ein Problem mit dem Auxintransport im Spross zu bestehen.
Dies wurde daraus gefolgert, dass emo-1 im etiolierten Zustand zum einen ein agravitropes
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Anzahl Keimlinge mit Adventivwurzeln nach
Entfernung der Primdrwurzel

WT emo-1 emo-2 emo-3
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Abb. 6: Untersuchungen physiologischer Auxintransport-abhangiger Prozesse
A)Gravitropismusversuch vonWT und emo-1 Keimlingen, nach Wachstum der Keimlinge fir drei
Tage auf 1x MS-Medium, mit anschlieRendem Transfer fiir zwei Tage auf 1x MS-Medium mit 1 %
Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH, danach Gravistimulation flr sechs Tage/135°, weiRer Pfeil zeigt
Richtung der Gravistimulation an.

B) Auswertung des Gravitropismusversuchs von WT und emo-1, Auswertung mit je 30 Keimlingen;
MaRstab=2 mm; Aufnahmen: Canon

C)Wachstum von WT und emo-1 Keimlingeim Dunkeln fir finf Tage auf 1x MS Medium mit 1 %
Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH (MaRstab= 1 cm; Aufnahmen: Canon).

D) Adventivwurzelbildung von WT und emo nach Entfernung der Primarwurzel.Wachstum von WT
und den drei unabhangigen emo-Linien (emo-1, -2, -3)fir drei Tage auf 1x MS Medium,
anschlieRend Transfer fir drei Tage auf 1x MS Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH,
Entfernung der Primarwurzel mit einer Schere und weiteres Wachstum fiir sechs Tage (MaRstab:
2mm).

E) Auswertung des Versuchs zur Adventivwurzelbildung (D) mit je 60 Keimlingen.

F) VergréRerung des Sprossendes von WT und emo-1 nach Entfernung der Primarwurzel. Adventiv-
wurzeln sind durch Pfeile markiert (Aufnahmen: Fluo TM MZFLIIl, Leica Microsystems
GmbH/Wetzlar; MaRstab: 2mm).

Wachstum des Hypokotyls zeigt (siehe dazu Abb. 6C) und dariber hinaus keinen Plumula-
haken ausbildet (siehe dazu Abb. 3G und H). Wie bereits erwadhnt ist eine effiziente Auxin-
translokalisation vom Meristem (iber die Kotyledonen ins Hypokotyl notwendig um eine
korrekte Ausbildung des Plumulahakens zu garantieren. Zudem wurden nach chirugischer
Abtrennung der Primarwurzel keine Adventivwurzeln ausbildet (Gutierrez et al., 2012, siehe
dazu Abb. 6D, E und F). Adventivwurzeln, auch sprossbiirtige Wurzeln genannt, entstehen
aufgrund natirlicher oder veranderter Entwicklungsumstande (Geiss et al., 2009; Li et al.,
2009), an oberirdischen Geweben. Auxin bzw. dessen Transport ist dabei ein Hauptfaktor fir
die Bildung dieser Wurzelform (Gutierrez et al., 2012).

Es zeigt sich also, dass sowohl der Transport vom Spross zur Wurzel (basipetaler
Auxintransport), der Transport in der Wurzel zur Wurzelspitze (akropetaler Auxintransport)
und der laterale Transport in der Wurzelspitze und der dazugehdrige Transport der von der
Wourzelspitze zur Wurzelbasis gerichtet ist (basipetaler Auxintransport) gestort bzw.
inhibiert ist.

3.1.4 RNAi von 14-3-3 Epsilon Mitgliedern interferiert mit der Auxinverteilung
Um nun detaillierte Informationen Uber die Auxinverteilung in der Mutante zu erlangen,

wurden Auxinreporter in die Linien eingekreuzt. Da alle drei unabhangigen emo-Linien
guantitativ und qualitativ vergleichbar reagieren, wurden fiir alle weiteren Experimente und
Kreuzungen als Grundlage emo-1 verwendet. Es wurden Kreuzungen mit transgenen
Pflanzen durchgefiihrt, die DR5::GUS (Ottenschlager et al., 2003) bzw. DR5.,::GFP (T.
Lijsebettens et al., 1996) exprimieren. DR5 ist ein Promotor, der aus sieben ,,auxin response
elements” (AuxRE) besteht, welcher die Bindestelle fir den Auxin gesteuerten
Transkriptionsfaktor (auxin responsive transcription factor, ARF) ist (Ulmasov et al., 1995
und 1997). In Anwesenheit von Auxin wird Aux/IAA, ein Transkriptionsrepressor, degradiert
und ARF kann die Auxin-induzierte Genexpression einleiten (Nanao et al., 2014).
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Die homozygoten transgenen Pflanzenlinien, die DR5::GUS bzw. DR5,.,::GFP exprimieren
wurden vom ,NASC, The European Arabidopsis Stock Center” erhalten. Des Weiteren
wurden zu Beginn dieser Dissertation folgende Kreuzungen erhalten: Kreuzung DR5::GUS x
emo-1 (homozygot, Katrin Weckermann) und DR5.,::GFP x emo-1 (heterozygot, Claudia
Moller, wahrend dieser Arbeit wurden jeweils drei unabhangige homozygote Linien erhalten
und getestet), die jeweils homozygot fiir die Versuche eingesetzt wurden.

In den DR5::GUS Linien zeigt sich nach Ethanolbehandlung beim Wildtyp eine schwache GUS-
Expression in Teilen der Kotyledonen (siehe dazu Abb. 8B1). Im Vergleich dazu weist die
emo-1 Mutante nach Ethanolbehandlung in den Kotyledonen eine starke GUS-Expression
auf, die sich besonders in den Blattadern und den Hydathoden zeigt (siehe dazu Abb. 8B3).
Diese hohe GUS-Aktivitdat in den Kotyledonen der Mutanten deutet auf eine Auxiniber-
produktion hin, welches zu einer Ausbildung von epinastischen Blattern fiihrt. Diese Effekte
konnen auch durch NPA, einen Inhibitor fiir den Auxintransport (Lomax et al., 1995; Parry et
al., 2001), ausgeldst werden. Durch eine Behandlung vom Wildtyp mit 1-Naphthylphthalam-
saure (NPA; Lomax et al., 1995; Parry et al., 2001) konnten beide Effekte in Wildtyppflanzen
reproduziert werden (siehe dazu Diplomarbeit C. Pychal).

In den DR5,.,::GFP Linien lassen sich besonders gut die Syntheseorte von Auxin erkennen,
denn GFP kann nicht wie der enzymatisch erzeugte blaue Farbstoff in den DR5::GUS Linien in
andere Zellen diffundieren. Beim Wildtyp (DR5,.,::GFP; siehe dazu Abb. 7A) zeigt sich nach
Ethanolbehandlung eine Expression von GFP in Zellen des ruhenden Zentrums, der Kalyptra
und der zentralen Wurzelhaube. Sowohl nach drei, acht als auch nach zehn Tagen bleibt
dieses Expressionmuster erhalten. Bei der Mutanten (siehe dazu Abb. 7A) ist nach drei Tagen
auf ethanolhaltigem Medium dhnlich wie beim Wildtyp eine Expression von GFP und somit
eine Synthese von Auxin in Zellen des ruhenden Zentrums, der Kalyptra und der zentralen
Wurzelhaube zu erkennen, jedoch kann man ein zusatzliches ektopisches Signal von GFP in
der lateralen Wurzelhaube detektieren. Nach acht und zehn Tagen hingegen ist kaum noch
eine differenzierte GFP-Expression sichtbar. Es zeigt sich eine graduelle Abnahme der GFP-
Expression. Die an Auxin immer weiter verarmende Wurzelspitze fuhrt schlieBlich zu einem
Wurzelmeristemkollaps. Dieser Effekt der stetigen Abnahme an Auxin in der Wurzelspitze
konnte anhand eines Versuchs mit radioaktivem IAA (personliche Mitteilung C. Oecking)
bestatigt werden. Bei diesem Versuch wurde mit radioaktivem Auxin (IAA) versetzte
Agartropfchen ca. 1 cm von der Wurzelspitze, an der Wurzel angebracht und nach einer
bestimmten Zeit (ein, zwei und drei Tage) der Gehalt an radioaktivem IAA in der
Wurzelspitze gemessen. Dabei zeigte sich, dass je langer die Mutante auf MS-Medium mit
Ethanol wachst, desto mehr geht ihre Fahigkeit verloren, das radioaktive Auxin zur
Wurzelspitze zu transportieren. Dies spricht dafiir, dass der Transport zur Wurzelspitze nach
und nach zusammenbricht. Es scheint, als wiirden durch den Verlust des Auxinmaximums in
der Wourzelspitze die Zellen ihre Funktion verlieren, was in einem Haufen von
aufgequollenen Zellen, ohne erkennbare zielgerichtete Funktion endet (Went, 1929;
Thimann und Went, 1934; Petrasek und Friml, 2009; Overvoorde et al., 2010; Vernoux et al.,
2010).
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A)
DR5::GFP
DR5::GFP x
emo-1
DR5::GFP
B)
vor nach 6h Gravistimulation

DR5::GFP x emo-1

vor nach 6h Gravistimulation

Abb. 7: Untersuchungen der Auxinverteilung mit Hilfe des Auxin-responsiven ReportersDR5,.,::GFP in
Wourzelspitzen nach Langzeit- und Gravistimulationuntersuchungen

A)DR5,.,::GFP Expression in Wurzelspitzen von WT und emo-1 nach drei, acht und zehn Tagen Wachstum
auf ethanolhaltigem Medium. Die Anzucht von WT (DR5,.,::GFP) und der Mutante (DR5,.,::GFP x emo-1)
erfolgte direkt auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH fir drei, acht und zehn Tage;
(Anfarbung mit Propidiumiodid (rot), Malistab=50 pum; Aufnahmen: Wurzelspitzen; Confocal SP2).
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B) EinfluR einer Gravistimulation auf die DR5..::GFP Expression von WT und emo-1 Keimlingen. Die
Anzucht von WT (DR5,.,::GFP) und der Mutante (DR5,.,::GFP x emo-1) erfolgte fir vier Tage auf 1x MS-
Medium mit 1 % Saccharose, anschlieRend Transfer fir zwei Tage auf 1x MS-Medium mit 1%
Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH, Gravistimulation fir sechs Stunden/90°(weiRe Pfeile: zeigen die
Richtung der Gravistimulation an; MaRstab=50 pm; Aufnahmen: Wurzelspitzen, Confocal SP2).

Bei Gravistimulationsversuchen zeigt sich beim Wildtyp eine asymmetrische Verteilung von
Auxin in der lateralen Wurzelhaube (siehe dazu Abb. 7B). Dies garantiert ein gravitropes
Wachstum (Mdiller et al., 1998; Marchant et al., 1999; Rashotte et al., 2000). Denn in der
Wurzel wirkt Auxin in hohen Konzentrationen, im Gegensatz zum Spross, hemmend auf die
Zellstreckung. Somit kommt es auf der zur Gravistimulation gerichteten Seite zu einer
Ansammlung von Auxin in der lateralen Wurzelhaube. In emo-1 hingegen ist die Gravi-
stimulation wirkungslos auf die Auxinverteilung in der Wurzelspitze. Es lasst sich kein Unter-
schied in Abhdngigkeit von der Gravistimulation erkennen (siehe dazu Abb. 7B), GFP ist
ektopisch in der lateralen Wurzelhaube exprimiert.

Somit kann man zusammenfassend sagen, dass es durch den Verlust der Transportfahigkeit
von Auxin in den emo Mutanten zu einer Ansammlung von Auxin in den oberirdischen
Pflanzenteilen kommt. Dieses verursacht ein verlangertes Hypokotyl und epinastische Blatter
im Licht, und ein verkiirztes Hypokotyl ohne Plumulahaken im Dunkeln. Die Wurzel hingegen
verarmt (iber die Dauer der Ethanolbehandlung an Auxin, was ein verkiirztes Wurzel-
wachstum, den Verlust der Lateralwurzelbildung und schlieRRlich den totalen Kollaps des
Wurzelmeristems hervorruft. Diese Faktoren fiihren schlieRlich zum Tod des Keimlings.

Es zeigt sich also, dass emo eine Auxintransportmutante ist. Probleme mit der Auxinbio-
synthese und der Auxinsignaltransduktion konnten als mogliche Faktoren ausgeschlossen
werden.Denn die Mutante scheint zur Auxinproduktion befahigt zu sein, was sich an der
hohen DR5::GUS-Expression in Kotyledonen nach Ethanolinduktion zeigt (siehe dazu Abb.
8B3). Auch scheint die Mutante noch auf Auxin zu reagieren. Dies lasst sich daran erkennen,
dass die Mutante nach Zugabe von exogenem Auxin Lateralwurzeln ausbildet (Abb. 5;
Diplomarbeit C. Pychal). Des Weiteren wiirde bei einem Problem mit der Signaltransduktion
nicht zu einer DR5-abhangige Expression von GUS und GFP in der emo-1 Mutanten kommen.

3.1.5 Untersuchungen zu prominenten (putativen) 14-3-3 Zielproteinen als
Ursache des emo-Phinotyps
Durch die vorangehenden Versuche hat sich die These, dass emo eine

Auxintransportmutante ist, bestatigt. Was konnte der Grund bzw. die Griinde fiir das Auxin-
transportproblem in emo sein? Welche direkten bzw. indirekten Interaktionspartner sind
von der Reduktion der Expression der drei Isoformen betroffen? Um diese Fragestellung
genauer zu erortern, wurde damit begonnen, verschiedene Faktoren des polaren Auxin-
transports zu untersuchen.
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3.1.5.1 Untersuchungen zur plasmamembranstdndigen H+-ATPase

Die bereits genannte ,chemiosmotische Hypothese” des polaren Auxintransports (Rubery
und Sheldrake, 1974; Goldsmith 1977,) besagt, dass ein elektrochemischer Protonengradient
Uber der Plasmamembran notwendig ist, um Auxin mithilfe von AUX1 in die Zelle zu
transportieren. Somit ist eine funktionale membranstindige H'-ATPase notwendig, um den
Gradienten aufrecht zu erhalten und Auxin effektiv in die Zelle zu transportieren.

Die Aktivitdt dieser P-Typ H'-ATPase wird effektiv reguliert eine Assoziation von 14-3-3
Proteinen flhrt zur Aktivierung des Enzyms (Fuglsang et al., 1999; Svennelid et al., 1999;
Maudoux et al., 2000; Jelich-Ottmann et al.,2001; Palmgren et al., 2001; Borch et al., 2002).
In Arabidopsis gibt es 11 verschiedene H*-ATPasen (AHA, fiir Arabidopsis H*-ATPase; Baxter
et al., 2003), die jeweils etwa eine molekulare Masse von ca. 100 kDa aufweisen (Sussman,
1994). AHA1 und AHA2 sind dabei die vorherrschenden Isoformen, zudem konnte nachge-
wiesen werden, dass der Verlust beider (,double-loss of function“ Mutanten) embryoletal
wirkt (Haruta et al., 2010). Der C-Terminus umfal$t etwa 100 Aminosduren und fungiert als
Autoinhibitorregion (Palmgren et al., 1990, 1991; Palmgren, 2001; Banks et al., 2011). In
Arabidopsis erfolgt die Aktivierung dieser Pumpe durch eine phosphorylierungsabhangige
14-3-3 Assoziation an die C-terminale Autoinhibitordomane (Fuglsang et al., 1999; Svennelid
et al., 1999; Maudoux et al., 2000; Palmgren et al., 2001; Borch et al., 2002;). Daher wurde
mit pharmakologischen und genetischen Methoden Uberpriift, ob eine reduzierte ATPase
Aktivitat ursachlich fiir den Phanotyp der emo Mutanten ist.

Vanadat inhibiert in hoheren Konzentrationen P-Typ-ATPasen (Chatterjee et al., 1992; Hicks
& Parsons, 1992; Xu et al., 2013). Die Hemmwirkung von Vanadat erfolgt durch Konkurrenz
mit Phosphat (Mimikry) an der ATP-Phosphorylierungsstelle, einem konservierten Aspartat-
rest der ATPase (Bowman et al., 1979). Daher wurde Uberpriift, ob der emo-Phanotyp durch
eine Behandlung des Wildtyps mit Vanadat mimikriert werden kann. Dies resultiert in einer
signifikanten Reduktion des Primarwurzelwachstums bei gleichzeitiger verstarkter
Ausbildung von Wurzelhaaren (siehe dazu Abb. 8A). Die Kotyledonen sowie das Hypokotyl
sind im Vergleich zur Kontrolle unverandert. Im Vergleich dazu weist emo-1 (siehe dazu Abb.
8A) auf MS-Medium mit Ethanol ein verlangertes Hypokotyl und epinastische Blatter auf. Die
Wurzelldange von emo-1 und dem Vanadatbehandelten Wildtyp sind vergleichbar.

Beim Auxin-induzierten GUS-Assay (siehe dazu Abb. 8B) zeigt sich nach Ethanolbehandlung
beim Wildtyp (Kontrolle) eine schwache GUS-Expression in Teilen der Kotyledonen. Zudem
zeigt sich in der Wurzelspitze eine Farbung vom ruhenden Zentrum, der Kalyptra und der
zentralen Wurzelhaube, die bis in Teile der lateralen Wurzelhaube reicht. Bei den mit
Vanadat behandelten Wildtyp kann ebenfalls kaum eine GUS-Expression in den Kotyledonen
detektiert werden. Die Wurzelspitze zeigt genauso wie der Wildtyp eine Anfarbung des
ruhenden Zentrums, der Kalyptra,der zentralen Wurzelhaube, die ebenfalls bis in Teile der
lateralen Wurzelhaube reichen.Demgegeniiber weisen grofRe Teile der Kotyledonen bei emo-
1 (DR5::GUS x emo-1) eine starke GUS-Aktivitdt auf, besonders die Blattadern und
Hydathoden zeigen eine starke Farbung.Auch die Wurzelspitze zeigt eine hohe GUS-Expres-
sion und zeugt somit von einem hohen Auxingehalt. Erst im Ubergang von der meristema-
tischen Zone zur Streckungszone nimmt die GUS-Farbung ab.
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A) B)

WT emo-1 DR5::GUS DR5::GUS x emo-1
Vanadat EtOH

Kontrolle

Vanadat

DR5::GFP - % W DR5:GFP DR5::GFP x emo-1

Abb. 8: Vanadatbehandlungen des Wildtyps phdnokopieren die emo Charakteristika nur partiell

A) EinfluB von Vanadat auf das Wachstum von WT und emo-1 nach Anzucht flr drei Tage auf 1x MS-Medium mit 1 %
Saccharose, anschlieBend Transfer fiir zwei Tage auf 1x MS-Medium + 1% Saccharose +/-250 uM Vanadat bzw. 0,1 %
(v/v) EtOH; MaRstab=1 cm; Aufnahmen: Canon). Der Wildtyp (Mitte) zeigt nach Behandlung mit Vanadat, im Vergleich
zum Wildtyp (links) ohne Behandlung ein verkiirztes Wurzelwachstum, dhnlich dem von emo-1 (rechts) auf 1x MS-
Medium mit EtOH, jedoch zeigt derWT auf Vanadat keine epinastischen Blatter oder ein verlangertes Hypokotyl.

B) EinfluR von Vanadat auf die Expression von DR5::GUS in Kotyledonen und Wurzelspitzen.Anzucht von WT und emo-
1 erfolgte fur drei Tage auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose, dann Transfer fir zwei Tage auf 1x MS-Medium + 1%
Saccharose +/- 250 uM Vanadat bzw. 0,1 % (v/v) EtOH mit anschlieRender GUS-Assay und Clearing, siehe dazu Material
und Methoden; Aufnahmen: DIK-Mikroskop; Kotyledonen (B1-3, MalRstab=5 mm) und Wurzelspitzen (B4-6,
MaRstab=50 um).

C) EinfluR von Vanadat auf die Expression von DR5,.,::GFP in Kotyledonen und Wurzelspitzen. Anzucht von WT
(DR5,¢,::GFP) und emo-1 (DR5,,::GFP x emo-1) erfolgte fir drei Tage auf 1x MS-Medium + 1% Saccharose, dann
Transfer fur zwei Tage auf 1x MS-Medium + 1% Saccharose +/- 250 uM Vanadat bzw. 0,1 % (v/v) EtOH; MaRstab=50
um; Aufnahmen: Wurzelspitzen, Confocal SP2.
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Bei den DR5,e,::GFP-Linien (siehe dazu Abb. 8C) weisen sowohl Wildtyp (DR5,e,::GFP), als
auch der mit Vanadat behandelte Wildtyp, eine GFP-Expression und somit die Anwesenheit
von Auxin im ruhenden Zentrum, der Kalyptra, der zentralen Wurzelhaube und Teile des
Leitblindels auf. Emo-1 (DR5,e,::GFP x emo-1) zeigt zusatzlich ein ektopisches Signal in der
lateralen Wurzelhaube. Dieses ist bei dem mit Vanadat behandelten Wildtyp nicht zu
detektieren.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass man durch Vanadat beim Wildtyp zwar das Wurzel-
wachstum hemmen kann, jedoch wiesen die Kotyledonen und das Hypokotyl keine sichtba-
ren Veranderungen auf. Untersuchungen der DR5::GUS Linien lassen nur geringfligige
Ubereinstimmungen erkennen, wie beispielsweise die Expression von GUS in der lateralen
Wurzelhaube. Dennoch zeigt Vanadat keinen wesentlichen Effekt auf die Kotyledonen beim
Wildtyp, die bei emo-1 nach Ethanolbehandlung eine hohe GUS-Aktivitat aufweisen und
somit von hohem Auxingehalt zeugen. Es muf} jedoch bedacht werden, dass bei der GUS-
Farbung der enzymatisch erzeugte blaue Farbstoff nicht auf einzelne Zellen begrenzt ist,
sondern in andere Zellen diffundieren kann, was einen ,GUS assay”, hinsichtlich genauer
Bestimmung von Zelltypen, etwas problematisch macht. In den DR5,.,::GFP Linien konnten
keine Unterschiede zwischen Wildtyp bei An- oder Abwesenheit von Vanadat festgestellt
werden. Somit ist abschlieBend zu sagen, dass durch die Hemmung der H*-ATPase im
Wildtyp der emo-Phanotyp und alle lbrigen Effekte nicht oder nur bedingt imitiert werden
konnten.

Da nicht sicher war, ob die Pflanzen Vanadat wirklich effizient aufnehmen kénnen, wurde
zudem eine konstitutiv-aktive H'-ATPase in emo-1 Mutanten eingebracht, um zu
untersuchen, ob der Phianotyp komplementiert werden kann. Dazu wurde ein Dexametha-
son-induzierbares System verwendet(siehe dazu Abb. 9A), da eine konstitutive Expression
einer konstitutiv-aktiven membranstiandigen H*-ATPase letal ist (de Boer, 1997). Die hier
verwendete Form der H'-ATPase (AHA2) wurde um die C-terminale Autoinhibitordoméine
deletiert (A93) und sollte somit unabhangig von 14-3-3 Proteinen aktiv sein (Gévaudant et
al., 2007). Mittels RT-PCR (Abb. 9C) konnte gezeigt werden, dass die C-terminal verkiirzte
Form von AHA2 in Anwesenheit von Dexamethason sowohl im Wildtyp als auch in emo-1,
exprimiert wird.

Im etiolierten Zustand (siehe dazu Abb. 9B) weist der Wildtyp sowohl in Ab- als auch
Abwesenheit von Ethanol ein langes Hypokotyl und einen Plumulahaken auf. Die Expression
der konstitutiv-aktiven H-ATPase hat erstaunlicherweise eine Verkiirzung des Hypokotyls
und eine Offnung der Kotyledonen zur Folge (keine Plumulahaken). Der Ethanolinduzierte
Phanotyp der emo-1 Mutanten andert sich bei gleichzeitiger Dexamethasongabe nicht (siehe
dazu Abb. 9B und D).

Um nachzuweisen, dass die C-terminal deletierte Version von AHA2 exprimiert wird und
stabil ist, wurden mikrosomale Membranen aus sieben Tage alten Keimlingen préapariert.
Immundetektionen (Abb. 9E) machen deutlich, dass sowohl beim Wildtyp als auch bei emo-1
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Abb. 9: Dexamethasoninduzierbare Expression einer konstitutiv-aktiven membranstindigen H*-
ATPase komplementiert den emo-1 Phdnotyp nicht

A) Schematische Darstellung desDexamethasoninduzierbaren Vektors pta 7002 AHA2A93, GVG wird
bei Anwesenheit von Dexamethason in den Nukleus transportiert und induziert durch Assoziation
mit dem Promotor 6x UAS die Transkription der konstitutiv-aktiven membranstidndigen H*-ATPase
(AHA2A93).

GVG: DNA-Bindedomane des Hefetranskriptionsfaktors GAL4; VP16: transaktive Domdne des
Herpevirus, GR: Rezeptordomane des Glucocorticoidrezeptors aus Ratten; schwarze Pfeile zeigen
den Sitz der Primerkombination an, die fiir den spezifischen Nachweis des AHA2A93 Transkripts
verwendet wurde.

B) EinfluR einer konstitutiv-aktiven membranstindigen H*-ATPase auf das Wachstum etiolierter WT
und emo-1 Keimlinge.Anzucht von WT und emo-1 im Dunkeln flr vier Tage auf 1x MS-Medium ohne
oder versetzt mit 0,1 % (v/v) EtOH +/- 10 uM Dexamethason; MaRstab= 2 mm; Aufnahmen:
etiolierte Keimlinge, Canon. Der Wildtyp (pta 7002 AHA2A93 in WT) mit einer konstitutiv-aktiven
H*-ATPase zeigt gedffnete Kotyledonen und ein verkiirztes Hypokotyl, im Gegensatz dazu, weist die
Mutante (pta 7002 AHA2A93 in emo-1) keine signifikanten Unterschiede im Phanotyp zum
Ethanolbehandelten Keimling auf.

C) Semiquantitative RT-PCR des AHA2A93 Transkripts in WT (pta 7002 AHA2A93 in WT) und emo-1
(pta 7002 AHA2A93 in emo-1) (Anzucht siehe B).

D) Hypokotyllingenmessung etiolierter Keimlinge von Wildtyp (pta 7002 AHAA93 in WT) und der
Mutanten (pta AHAA93 in emo-1). Unter Dexamethasonbehandlung (Dex+EtOH) ist beim WT das
Hypokotyl signifikant verkiirzt (p=5,21818E-26, n= 30 Keimlinge; Anzucht siehe B)

E) Immundetektionenin mikrosomalen Membranen von Wildtyp (pta 7002 AHA2A93) und der
Mutanten (pta 7002 AHA2A93 in emo-1) mit a-ATPase Antikorper (AG Oecking). Die Anzucht
erfolgte fiir vier Tage auf 1x MS-Medium, anschlieBend Transfer fiir drei Tage auf 1x MS-Medium
ohne/oder mit 0,1 % (v/v) EtOH +/- 10 uM Dexamethason (C-terminal verklrzten Form von AHA2
bei ca. 90 kDa, die native Form von AHA2 liegt bei ca. 100 kDa.(Klonierung: Dr. Nina Jaspert).

F) EinfluR von Fusicoccin auf das Wachstum etiolierter Keimlinge von Wildtyp und emo-1. Phanotyp
von WT und emo-1 nachAnzucht im Dunkeln fir vier Tage auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose,
ohne oder mit 0,1 (v/v) % EtOH +/- 5 uM Fusicoccin (MaRstab=2 mm; Aufnahmen: etiolierte
Keimlinge, Canon).

G) Hypokotyllangenmessung etiolierter Keimlinge unter dem EinfluR von Fusicoccin. Der Wildtyp
zeigt unter Fusicoccinbehandlung (EtOH+FC) eine signifikante Verkiirzung (p=0,00029) des
Hypokotyls im Dunkeln, im Gegensatz zur Mutanten (n= 30 Keimlinge; Anzucht siehe F).

die native Form der membranstidndigen H'-ATPase bei ca. 100 kDa nachweisbar ist. In
Mikrosomen Dexamethasonbehandelter Keimlinge ist die verkirzte Form der membran-
standigen H'-ATPase, die konstitutiv-aktive Form, bei ca. 90 kDa eindeutig immunologisch
detektierbar. Die Expression ist in der emo-1 Mutante deutlich héher als im Wildtyp. Die
gleichzeitige Reduktion der Volllingen H*-ATPase in Mikrosomen von emo-1 konnte nur bei
gleichzeitiger Gabe von Dexamethason und Ethanol beobachtet werden, so dass die Vermut-
ung nahe liegt, dass diese Reduktion Folge der starken Expression der konstitutiv-aktiven
Form ist.

Zusammenfassend weisen diese Analysen darauf hin, dass die Expression einer konstitutiv-
aktiven H*-ATPase den emo-1 Phanotyp nicht komplementieren kann, demnach scheint
dieser Phinotyp nicht auf eine 14-3-3 bedingte Reduktion der H'-ATPase Aktivitit zu
beruhen.
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Die Auswirkungen der Expression einer konstitutiv-aktiven H'-ATPase waren erstaunlich und
entsprachen nicht den Erwartungen auf das Wachstum etiolierter Wildtypkeimlinge
(verkiirztes Hypokotyl, gedffnete Kotyledonen, kein Plumulahaken). Um zu Gberprifen, ob
diese Effekte tatsachlich auf eine Aktivierung des Enzyms zuriickzufiihren sind, wurde daher
das Pilztoxin Fusicoccin verwendet. Fusicoccin stabilisiert die phosphorylierungsabhangige
Interaktion von der H*-ATPase und 14-3-3 Proteinen und fiihrt somit 14-3-3 abhingig zu
einer nahezu irreversiblen Aktivierung der Protonenpumpe (Ballio et al., 1964; Aducci et al.,
1995). Unter Verwendung von Fusicoccin (siehe dazu Abb. 9F), zeigen sowohl Wildtyp als
auch emo-1 die gleichen Phanotypen wie die transgenen pta7002 AHA2A93 Linien unter
Dexamethasongabe. Fusicoccin induziert ebenfalls ein signifikant verkirztes Hypokotyl und
geoffnete Kotyledonen (kein Plumulahaken) im Wildtyp und hat keine signifikanten Ver-
anderungen des Phanotyps bei der emo-1 Mutante zur Folge (siehe dazu Abb. 9F und G).
Demzufolge muR davon ausgegangen werden, dass die Dexamethasonabhangige Expression
der C-terminal deletierten H*-ATPase tatsichlich eine Aktivititssteigerung zur Folge hat. Es
gibt somit keine Rettung der emo-1 Mutante, durch die Expression einer konstitutiv-aktiven
H*-ATPase. Demzufolge ist eine Inaktivierung des Enzyms nicht ursichlich fiir den emo-1
Phanotyp.

3.1.5.2 Untersuchungen zur Interaktion von PIN2 mit 14-3-3 Isoformen

Die vorangegangenen Versuche haben deutlich gemacht, dass der reduzierte Auxintransport
in den emo-Mutanten nicht auf die H*-ATPase als das bedeutende und maRgebliche 14-3-3
Zielprotein zurickzufihrt werden kann. Ein mogliches ursachliches Zielprotein drangt sich
formlich auf. Sogenannte PIN Proteine sind Auxin-Efflux Carrier, die unter der Voraussetzung
einer Plasmamembranlokalisation fiir den Transport von Auxin aus der Zelle verantwortlich
sind. Da sie selbst eine subzelluldre Polaritat aufweisen, wird so die Polaritat des
Auxinflusses festgelegt. Plasmamembranstiandige PIN Proteine (PIN1-4, PIN6-7; Petrasek et
al., 2006; Wisniewska et al., 2006) zeichnen sich durch zwei transmembrane Domadnen mit
jeweils funf transmembranen Regionen aus, welche durch einen zentralen hydrophilen Loop
getrennt werden. Der hydrophile Loop ist im Cytosol lokalisiert (Petrasek et al., 2006;
Wisniewska et al., 2006). Dieser wird von PINOID und verwandten Kinasen in vitro und in
Protoplasten an mehreren Serinresten (Dhonukshe et al., 2010; Huang et al., 2010; Zhang et
al., 2010) phosphoryliert (Michniewicz et al., 2007). Diese Phosphorylierungen haben Einflul3
auf die subzellulare Polaritat der PIN Proteine (Michniewicz et al., 2007). Demzufolge wéaren
PIN Proteine perfekte Zielproteine fir 14-3-3 Proteine. Um eine mogliche Interaktion
zwischen 14-3-3 und PIN Proteinen zu prifen, wurde das Hefe-Zwei-Hybrid-System und die
ratiometrische bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (rBiFC) angewendet. Dazu
wurden zwei Isoformen der 14-3-3 Proteinfamilie ausgewdahlt, ein Vertreter der Epsilon
Gruppe (epsilon) und ein Vertreter der Non-Epsilon Gruppe (omega). Des Weiteren wurde
der hydrophile Loop von PIN2 (PIN-HL; ca. 30 kDa) gewahlt, da dieser |6slich ist und ein
»tagging” von N- und C-Terminus im Rahmen des rBiFCs nicht erfolgversprechend ist, da
beide Termini hochstwahrscheinlich im Apoplasten lokalisieren (Miiller et al., 1998; Ganguly
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et al., 2012). Beide Methoden wurden bereits erfolgreich zur Analyse von Interaktionen des
PIN-HL eingesetzt (Kfecek et al., 2009; Ganguly et al., 2012 und 2014).

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System (Y2H) ist eine der gangigsten Methoden zur Detektion von
Protein-Protein Interaktionen (Fields und Song, 1989; Li und Herskowitz, 1993) und beruht
auf der funktionellen Rekonstitution des GAL4-Transkriptionsfaktors. Dieser induziert die
Expression eines definierten Reportergens, das im Falle des von uns verwendeten
Hefestamms, eine Adenin-Prototrophie vermittelt.Die in Abbildung 10 gezeigte Immun-
detektion macht deutlich, dass sowohl PIN2-HL als auch die 14-3-3 Isoformen in den trans-
formierten Hefen exprimiert werden. Eine Interaktion derselben kann jedoch aufgrund der
nicht vorhandenen Adenin-Prototrophie der Hefe nicht nachgewiesen werden. Jedoch ist zu
bedenken, dass dies auch ein falsch negatives Ergebnis sein konnte, denn die Interaktions-
analyse findet zum einen im Zellkern und zum anderen in einem anderen Organismus statt,
somit kdnnte es moglich sein, dass sich die Proteine in dem verdanderten Milieu anders falten

A) B) C)

DGADT7 DGBKT7 jWL- ] -WLA ] Immundetektion
10° 10™ 107 10°® 10° 10" 10* 107 HA c-myc

PIN2 (HL) 14-3-3 epsilon - -

PIN2 (HL) 14-3-3 omega - ‘

PIN2 (HL) leer

14-3-3epsilon PIN2 (HL) . -

14-3-3 omega PIN2 (HL) - -

leer PIN2 (HL)

Kontrolle Kontrolle

Nina Jaspert, Andrea Bock

Abb. 10: Hefe-Zwei-Hybridsystem (Y2H) zur Analyse einer moglichen Interaktion zwischen dem
hydrophilen Loop von PIN2 (PIN2 (HL)) und den 14-3-3 Proteinen epsilon bzw. omega

A) Tabellarische Aufstellung der Fusionsproteine: 14-3-3 epsilon, 14-3-3 omicron und PIN2 (HL) in den
S. cerevisiae Vektoren pGADT7 und pGBKT7.

B) pGBKT7 und pGADT7 sind Hefevektoren, die fiir eine GAL4-AD (Aktivierungsdoméane) und eine
GAL4-BD (Bindedomane) kodieren. Die Interaktion zwischen FT und FD dient als Positivkontrolle.
Hefezellen, die beide Plasmide tragen, wurden auf Selektionsmedium SD/-Tryptophan-Leucin (-WL)
angezogen. Ein Wachstum auf SD/-Tryptophan-Leucin-Adenin (-WLA) ist nur méglich, wenn die beide
Fusionsproteine (siehe A) miteinander interagieren. Die leeren Vektoren pGDKT7 und pGADT7
dienten als Negativkontrolle.

C) Immundetektion von PIN (HL) und den 14-3-3 Proteinen isoliert aus S. cerevisiae Zellen mit den
Antikérpern HA (pGADT7; Roche, Mannheim) und c-myc (pGBKT7; Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf).

(PIN2 (HL): hydrophiler Loop des PIN2 Proteins; Klonierung: C. Oecking; Hefetrafo und Tropftest:
Andrea Bock)
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Abb. 11:Ratiometrische bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (rBiFC) zeigt keine Interaktion zwischen
PIN (HL) und 14-3-3 Proteinen

A)Schematische Darstellung desV259 Vektors mit den 14-3-3 Isoformen und dem PIN2-HL in den
Klonierungskassetten. RB/LB, rechte/linke Grenze der T-DNA; R3R2, besteht aus der attR3 und der attR2 site;
R1R4, besteht aus attR1 und attR4 site. Der Vektor verfligt zusatzlich Gber mRFP als Expressions- und
Transformationskontrolle.

B) Epidermiszellen infiltrierter N. benthamiana Blatter, zwei Tage nach Infiltration mit Agrobakterien. Als
Expressions- und Transformationskontrolle dient mRFP (MaRstab= 50 um, Aufnahmen: Confocal SP8).

C) Immundetektion von PIN (HL) und den 14-3-3 Proteinen isoliert aus infiltrierten N. benthamiana Blattproben
mit den Antikérpern HA (Roche, Mannheim) und c-myc (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf).

D) Relative Fluoreszenzintensitat (%) (YFP/RFP), der Proben 14-3-3 epsilon-PIN2(HL), 14-3-3 omega-PIN2 (HL) und
nNYFP-PIN2(HL). Die Messungen der relativen Fluoreszenz wurden mit Imagel) durchgefiihrt (Daten sind
Mittelwerte +/- Std von 30 Bildern, die von drei verschiedenen Blattoberflichenproben stammen und fir jeden
Versuchsansatz zuféllig ausgewahlt wurden. Erhaltene Werte sind nicht signifikant).
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oder, dass die posttranslationalen Modifikationen der Hefe sich teilweise vonArabidopsis
unterscheiden. Da es sich hier um ein , heterologes” System handelt, wurde zusatzlich eine
»in planta” Interaktionsanalyse, die ratiometrische bimolekulare Fluoreszenzkomplemen-
tation (rBiFC), durchgefiihrt.

Die Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC) ist eine in vivo Methode zum
Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen. Das Verfahren basiert auf der Komplemen-
tation zweier nicht fluoreszierender Fragmente eines fluoreszierenden Proteins, wie
beispielsweise des hier verwendeten gelb fluoreszierenden Proteins (YFP). Durch Zusam-
menlagerung der beiden Fragmente wird ein intakter, fluoreszierender Komplex erzeugt (Hu
et al., 2002; Walter et al., 2004). Der Vorteil der hier verwendeten Methode der, ratiometri-
schen Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (rBiFC)“ (Grefen und Blatt, 2012)
gegeniber den konventionellen BiFCs ist, dass beide Interaktionspartner auf einem Vektor
kodiert werden (2in1 System). Des Weiteren ist mRFP als Expressions- und Transformations-
kontrolle kodiert. Der Hauptvorteil ist jedoch die Moéglichkeit der quantitativen Auswertung
der BiFC-Daten. So kénnen die Fluoreszenzintensitaten beider Fluorophore (mRFP und YFP),
ins Verhaltnis gesetzt werden und diese ratiometrische Messung erlaubt die Diskriminierung
falsch positiver und eindeutig positiven Interaktome. Zusatzlich befinden sich c-myc und HA
Epitope an den YFP-Halften und ermdéglichen eine Verifikation der Proteinexpression (iber
Immundetektionen.

Die in Abbildung 11 gezeigte Immundetektion macht deutlich, dass sowohl PIN2-HL als auch
die 14-3-3 Isoform in den transformierten Tabakblattern exprimiert werden, eine Interaktion
derselben kann jedoch ausgeschlossen werden, denn die Auswertung der relativen
Fluoreszenzintensitat zeigt, dass sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Negativ-
kontrolle und den eigentlichen Proben ergeben.

Es ist festzuhalten, dass sowohl im Hefe-Zwei-Hybridsystem als auch bei der ratiometrischen
bimolekularen Fluoreszenzkomplementation (rBiFC) keine Interaktion zwischen den beiden
Komponenten festgestellt werden konnte.

3.1.6 RNAi von 14-3-3 Epsilon Mitgliedern interferiert mit der Expression und der
Abundanz von PIN Proteinen
Zur weiteren Untersuchungen von PIN Proteinen, insbesondere ihrer subzelluldren Lokalisa-

tion wurde emo-1 mit verschiedenen PIN::PIN-GFP Linien gekreuzt. Zu Beginn dieser Arbeit
wurden Samen von Kreuzungen zwischen emo-1 und drei verschiedenen Linien erhalten,
darunter: PIN1::PIN1-GFP (Benkova et al., 2003), PIN2::PIN2-GFP (Xu, J. und Scheres, 2005;
AG Jiurgens, Tibingen) und PIN7::PIN7-GFP (Vieten et al., 2005; AG Jiirgens, Tubingen). Im
Laufe dieser Arbeit wurden von jeder Kreuzung jeweils drei unabhingige homozygote Linien
generiert und analysiert.

3.1.6.1 Untersuchungen zur Expression von PIN Proteinen in Wildtyp und emo-1
Da die membranstiandige H'-ATPase nicht die Ursache fiir den gestdérten Auxintransport in
emo-1 ist und auch keine direkte Interaktion zwischen 14-3-3 und PIN-Proteinen detektiert
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PIN1::PIN1-GFP x emo-1

)M PIN2::PIN2-GFP - PIN2::PIN2-GFP x emo-1

Abb. 12: Expression der Auxin-Efflux Carrier PIN1 und PIN2 in WT und emo-1

Expression von PIN::PIN-GFP in vier Tage alten Keimlingen vonA) Wildtyp (PIN1::PIN1-GFP) und der Mutante
(PIN1::PIN1-GFP x emo-1) bzw. B) Wildtyp (PIN2::PIN2-GFP) und der Mutante (PIN2::PIN2-GFP x emo-1), die direkt
auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 (v/v) % EtOH angezogen wurden.

(laterale Wurzelhaube (1), Epidermiszellen (2), Rindenzellen (3), Endodermis (4), Leitblindel (5), ruhendes Zentrum
(6), Kalyptra (7), zentralen Wurzelhaube (8), distalen Wurzelhaube (9); Pl= Propidiumiodid, MaRstab=50 um;
Aufnahmen: Wurzelspitzen, Confocal SP2)
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C) Immunlokalisation von PIN2in sieben Tage alten Wildtyp und emo-1 Keimlingen. Die Keimlinge
wurden vier Tage auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose angezogen und anschlieBend fir zwei Tage
auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH transferiert. Beim Wildtyp zeigt sich eine
apikale Lokalisation von PIN2 in Epidermiszellen und eine basale Lokalisation von PIN2 in
Rindenzellen. Die Mutante emo-1 weist zusatzlich eine leichte Misexpression in Endodermiszellen (En;
blaue Pfeile) und eine zusatzliche laterale Lokalisation von PIN2 in Rindenzellen (R; blaue Pfeile) auf
(En=Endodermis, Ep=Epidermis, Lb=Leitbiindel, R=Rindenzellen;Primé&rantikorper/PIN2 (Abas et al.,
2006); Sekundarantikérper/Cy3 (Dianova, Hamburg, Germany); Immunlokalisation: Dr. Sandra
Richter/AG Jirgens; MaRstab=20 um; Aufnahmen: Wurzel, Confocal SP8).

werden konnte, wurden nun die Auxintransporter direkt untersucht. Dabei spielen
AUX1/LAX und PIN Proteine eine wichtige Rolle, da sie als Auxin Influx- bzw. Efflux-Carrier
fungieren. Eine Beeintrachtigung des AUX1-vermittelten Auxininfluxes in emo-1 kann jedoch
aufgrund der im Vorfeld erhaltenen Daten nahezu ausgeschlossen werden. So |6sen sowohl
IAA als auch 2,4-D eine Seitenwurzelbildung in ethanolbehandelten emo-1 Mutanten aus (C.
Oecking, personliche Mitteilung). Beide Auxine werden liber AUX1 in die Zelle importiert
(Delbarre et al., 1996; Estelle, 1996 und 1998; Marchant et al., 1999). Zudem kann in emo-1
eine starke Auxin-induzierte GUS-Expression in Kotyledonen und der Wurzelspitze nachge-
wiesen werden (siehe dazu Abb. 8B3 und B6). Dies setzt voraus, dass Auxine in die Zelle
importiert werden. Demzufolge haben sich unsere Untersuchungen auf die PIN-Efflux Carrier
konzentriert.

Im Wildtyp (siehe dazu Abb. 12A), kann PIN1-GFP vornehmlich im Zentralzylinder (5) und in
der Endodermis (4) detektiert werden. Im Gegensatz dazu ist PIN1 in emo-1 (PIN1::PIN1-GFP
X emo-1) misexprimiert, da es zusatzlich in allen Zellen der Wurzelspitze exprimiert wird
(lateralen Wurzelhaube (1), den Epidermiszellen (2), den Cortexzellen (3), im ruhenden
Zentrum (6), der Kalyptra (7), der zentralen Wurzelhaube (8) und der distalen Wurzelhaube
(9)). PIN2-GFP wird im Wildtyp (siehe dazu Abb. 12B) in Cortex- und Epidermiszellen (3,
2)exprimiert. In der emo-1 Mutanten (PIN2::PIN2-GFP x emo-1) zeigt sich gegenliber Wildtyp
eine zusatzliche PIN2 Expression in Teilen der zentralen (8), der distalen (9) und der lateralen
Wurzelhaube (1).

Demzufolge sind PIN1 als auch PIN2 in emo-1 misexprimiert. Die Expression von PIN7 wies
im Vergleich zu Wildtyp keine wesentlichen Unterschiede auf, jedoch ist zu bedenken, dass
die schwache PIN7-Expression zeitlich und raumlich eingeschrankt ist (Feraru und Friml,
2008). Eine solche Misexpression und Mislokalisation von Transportern konnte bereits
Vieten bei einer pin2 Mutanten feststellen. Hier zeigte sich eine zusatzliche Lokalisation von
PIN1 in Cortex-und Epidermiszellen. Nach Vieten ist dies auf eine Redundanz der Transporter
zurlickzufiihren, dass heildt, die Carrier ersetzen sich gegenseitig, um wie vermutlich in
diesem Fall, ein Auxinmaximum in der Wurzelspitze zu erhalten (Vieten et al., 2005). Dies
kann jedoch nicht der Hauptgrund fiir das Auxintransportproblem sein und spricht eher fiir
eine Folgereaktion aufgrund der gestérten Auxinhomaoostase.

Auf der Grundlage der Confocalmikroskopie konnten nur marginale Unterschiede in der
subzelluldaren Lokalisation der PIN Proteinen zwischen Wildtyp und emo-1 festgestellt
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werden. Eine Immunlokalisation (siehe dazu Abb. 12C; PIN1 keine sichtbaren Unterschiede)
machte jedoch deutlich, dass PIN2 in emo-1 nicht auf die apikale (Epidermis) bzw. basale
(Cortex) Seite beschrankt ist. Vielmehr kann PIN2 haufig auf der inneren lateralen Seite der
Cortexzellen nachgewiesen werden. Was fiir eine Veranderung der subzelluldren
Lokalisation und somit einer Veranderung der Polaritat von PIN2 Proteinen spricht.

3.1.6.2 Abundanz von PIN Proteinen in Wildtyp und emo

Die in emo-1 beobachtete Misexpression von PIN1- und PIN2-GFP sind als schwach bis
moderat einzustufen. Um die Frage zu beantworten, ob diese Misexpression auf Ebene der
Transkription oder Proteinabundanz detektierbar ist, wurden RT-PCR Analysen und Immun-
detektionen in mikrosomalen Membranen aus Keimlingen oder Keimlingswurzeln durchge-
fahrt.

Letztere zeigen, dass die Menge von PIN1 und PIN2 Proteinen signifikant in emo-1
ausschlieBlich bei Ethanolbehandlung erhoht ist (siehe dazu Abb. 13A und B). Dies konnte
sowohl mit GFP spezifischen Antikorpern als auch mit PIN1 und PIN2
spezifischenAntikdrpern nachgewiesen werden. Diese signifikante Erhéhung an PIN
Proteinen steht in keinem Verhaltnis zur eher schwachen Misexpression. Somit stellt sich die
Frage nach dem Grund fiir die deutlich erhéhte Abundanz von PIN Proteinen in Mikrosomen
von emo-1. Einemogliche Ursache dafiir kdnnte eine héhere Transkription der PIN Gene sein.
Jedoch zeigt die RT-PCR (siehe dazu Abb. 13D) keinen Unterschied im Gehalt der PIN2-mRNA
zwischenWildtyp und emo-1 in An- und Abwesenheit von Ethanol. Um herauszufinden, ob
auch andere Plasmamembranproteine in ihrer Abundanz erhoht sind, wurde die membran-
standige H'-ATPase (siehe dazu Abb. 13C) immunologisch in mikrosomalenMembranen
nachgewiesen. Da sich kein signifikanter Unterschied in der H'-ATPase Menge zwischen
Wildtyp und emo-I1detektieren liel, weisen die Ergebnisse darauf hin, dass PIN Proteine in
der emo-1 Mutante stabilisiert werden. So zeigt das starke pin2 Allel wav6-52 (Abas et al.,
2006) eine zu emo-1 vergleichbare Aktivitdt des Auxin-responsiven Promotors DR5 in der
Wourzelspitze und eine signifikant erhéhte PIN2 Menge in Mikrosomen. Zudem weist der
Phanotyp wie bei emo ein agravitropes Wachstum der Wurzel auf. Auf Grundlage ihrer
Daten folgern die Autoren, dass PIN2 in wav6-52 nicht effizient proteolytisch degradiert
werden kann. Diese PIN2 Stabilisierung resultiert in einer deutlichen Veranderung der Auxin
Verteilung in der Wurzel.
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A B)
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Abb. 13: Abundanz von PIN Proteinen in mikrosomalen Membranen von Keimlingen bzw.
Keimlingswurzeln

A) Immundetektionen von PIN1 in mikrosomalen Membranen aus ganzen Keimlingen mit GFP-
(Torrey Pines Biolabs, New Jersey) und PIN1 (Paciorek et al., 2005) spezifischen Antikorpern.
Die Anzucht von WT (PIN1::PIN1-GFP) und emo-1 (PIN1::PIN1-GFP x emo-1) erfolgte fir vier
Tage auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose, anschlieBend wurden die Keimlinge fiir drei Tagen
auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose, ohne bzw. mit 0,1 (v/v) % EtOH transferiert.

B) Immundetektionen von PIN2 in mikrosomalen Membranen aus Wurzeln mit GFP-(Torrey
Pines Biolabs, New Jersey) und PIN2 (Abas et al., 2006) spezifischen Antikorper. Die Anzucht
erfolgte wie unter (A) beschrieben.

C) Immundetektionen der membranstindigen H-ATPase in mikrosomalen Membranen aus
ganzen Keimlingen mit H*-ATPase (AG Oecking) spezifischen Antikérper in WT (PIN2::PIN2-GFP)
und emo-1 (PIN2::PIN2-GFP x emo-1) Keimlingen. Die Anzucht erfolgte wie unter (A)
beschrieben.

D) Semiquantitative RT-PCR Analyse des PIN2 Transkripts in Wildtyp und emo-1. Aktin und dient
als Kontrolle. Die Anzucht erfolgte wie unter (A) beschrieben.

(Cm=Coomassie; PIN1 Protein/67 kDa; PIN2 Protein/69 kDa; PM-ATPase/100 kDa; GFP/30 kDa;
PIN2/409 bp; Aktin/ca. 450 bp)
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3.1.7 Untersuchungen zum vakuolidren pH-Wert und beteiligter H*-Pumpen als
Ursache des emo-Phinotyps
Da PIN Proteine in der Vakuole abgebaut werden, konnte dhnlich zu der wav6-52 Mutante

eine verminderte oder gestdrte Degradation von PIN Proteinen in der Vakuole Ursache des
emo-Phanotyps sein (Sieberer et al., 2000; Abas L, et al., 2006; Malenica et al., 2007; Laxmi
et al., 2008; Kleine-Vehn et al., 2008). Um die PIN-GFP Proteine in der Vakuole visualisieren
zu konnen, wurdendie Pflanzen im Dunkeln inkubiert. Dies ermdoglicht es im Allgemeinen,
GFP-getaggte Proteine in der Vakuole sichtbar zu machen, da der pH-Wert der Vakuole
hdchstwahrscheinlich aufgrund einer verminderten Aktivitat der vakuoldaren Pumpen, sprich
der vakuoldren H'-ATPase (V-ATPase) und der H'-Pyrophosphatase (PPase) steigt (Hedrich et
al., 1986; Hedrich und Schroeder, 1989; Sze et al., 1999; Maeshima, 2000).

Die im Dunkeln inkubierten Pflanzen wurden zusatzlich mit Inhibitoren des vakuoldren
Transports, wie Brefeldin A und Wortmannin, behandelt. Dies bot die Moglichkeit, den
Transport in die Vakuole weitgehend zu inhibieren und die verbleibenden GFP-getaggten
Proteine in der Vakuole sichtbar zu machen. Brefeldin A (BFA) ist ein bekannter Inhibitor fiir
spezifische ARF-GEFs (ADP ribosylation factor guanine nucleotide exchange factor), denen
nicht nur eine Rolle in der Regulation des Vesikeltransports, sondern auch in der
Embryogenese zugeschrieben wird (Mayer et al., 1991 und 1993, Shevell et al., 1994, Busch
et al., 1996, Richter et al., 2010). lhre Hemmung durch BFA verursacht eine Inhibition der
Exozytose und des vakuoldaren Transports. Dies fihrt zu einer Akkumulation von
Plasmamembranproteinen in so genannten BFA-Kompartimenten (Steinmann et al., 1999;
Geldner et al.,, 2001 und 2003; Grebe et al.,, 2002). Wortmannin ist ein Inhibitor der
Endozytose und des vakuoldren Traffickings, Zielproteine sind dabei Phosphatidylinositol-3-
Kinasen und Phosphatidylinositol-4-Kinasen (Matsuoka et al., 1995; Krinke et al., 2007; Takac
et al., 2012). Nach Langzeitbehandlungen im Dunkeln mit den genannten Inhibitoren konnte
noch ein starkes Signal an PIN2-GFP in der Vakuole der emo-1 Mutante im Vergleich zum
Wildtyp detektiert werden (siehe dazu Abb. 14A). Dies konnte entweder durch einen
Inhibitor-insensitiven Transport zur Vakuole oder durch einen verminderten Abbau in der
Vakuole hervorgerufen werden. Da der pH-Wert fiir die Proteine in der Vakuole
entscheidend ist, wurde sowohl der pH Wert als auch die Aktivitdit und Abundanz der
vakuolaren Pumpen untersucht.

Es zeigte sich, dass kein Unterschied in der Menge immunologisch nachweisbarer V-ATPase
(a-VHA-c, vacuolar H*-ATPase) und PPase (AVP1, Arabidopsis vacuolar H*-pyrophosphatase)
zwischen Wildtyp und emo-1 vorliegt (siehe dazu Abb. 14B). Dies trifft auch im Hinblick auf
die Aktivitat der V-ATPase zu (siehe dazu Abb. 14D). Jedoch ist die Aktivitdt der PPase in
mikrosomalen emo-1 Membranen drastisch gegeniliber dem Wildtyp reduziert (siehe dazu
Abb. 14E). Hier muR allerdings bedacht werden, dass der elektrochemische Protonen-
gradient (iber dem Tonoplasten hauptsichlich von der vakuoldren H*-ATPase und nur zu
einem geringen Anteil von der H*-Pyrophosphatase generiert wird (Martinoia et al., 2007;
Krebs et al., 2010; Etxeberria et al., 2012; Martinoia et al., 2012). Dementsprechend zeigte
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Abb. 14: Untersuchungen der vakuoldren Pumpen und des vakuoldaren pH-Werts in Wildtyp und
emo-1

A)Epidermiszellenvier Tage alter WT (PIN2::PIN2-GFP) und emo-1 (PIN2::PIN2-GFP x emo-1)
Keimlinge die auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH angezogen wurden. Die
Keimlinge wurden vor der mikroskopischen Untersuchung wie folgt behandelt:24 h im Dunkeln
inkubiert, vier Stunden 50 UM BFA bzw. zwei Stunden20 pM WM (MaRstab=10 pum; Aufnahmen:
Epidermiszellen, Confocal SP2).

B) Immundetektion der V-ATPase sowie der PPase in mikrosomalen Membranen aus ganzen
Keimlingen mit Antikdrper gegen die vakuolidre H'-Pyrophosphatase (AVP1, Drozdowicz et al., 2002)
und die vakuoldre H*-ATPase (a-VHA-c, Schumacher et al., 1999). Die Anzucht der Keimlinge von WT
(PIN2::PIN2-GFP) und emo-1 (PIN2::PIN2-GFP x emo-1) erfolgte vier Tage auf 1x MS-Medium mit 1 %
Saccharose, anschlieRend wurden die Keimlinge fir drei Tagen auf 1x MS-Medium mit Saccharose
und 0,1 % (v/v) EtOH transferiert.

C) Immundetektion von PIN2 in mikrosomalen Membranen aus ganzen WT(PIN2::PIN2-GFP) und
emo-1 (PIN2::PIN2-GFP x emo-1) Keimlingen mit GFP-Antikérper (Torrey). Die Anzucht wie unter (A)
beschrieben. Dabei wurden die Keimlinge fir das ,dark treatment” (DUNKEL) die letzten 24h der
Ethanolinduktion im Dunkeln inkubiert.

D) Enzymatische Aktivitidt der vakuoldren H*-ATPase und E) der vakuolidren H'-Pyrophosphatase in
Mikrosomen aus Keimlingen, die zuvor fir vier Tage auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose und
anschlieRend fiir drei Tagen auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH transferiert
wurden.

F) Messung des vakuolaren pH-Wertes mit dem pH Indikatorfarbstoff BCECF-AM von WT und emo-1
auf Medium mit bzw. ohne Ethanol. Die Keimlinge wurden fiinf Tage auf 1x MS Medium + 1 %
Saccharose +/- 0,1 % (v/v) EtOH angezogen; Durchfiihrung und Auswertung Melanie Krebs/FG
Schumacher Heidelberg)

die Messung des vakuoldren pH-Werts mit BCECF-AM, einem Indikator fiir den vakuoldren
pH-Wert (Versuchewurden von AG Schumacher durchgefiihrt, Abb. 14F; Krebs et al., 2000)
keine signifikanten Unterschiede.

Nach den Untersuchungen von Laxmi et al. 2008 findet trotz verminderter Aktivitat der
vakuolaren Pumpen im Dunkeln ein Abbau in der Vakuole statt. Dies konnte er anhand der
det3-1 (de-etiolated) Mutante belegen, denn diese weist eine Beeintrachtigung der
vakuoldren H*-ATPase auf, was zu einer verminderten vakuolidren Funktion fiihrt. Im Dunkeln
inkubierte WT-Keimlinge zeigten demnach ein deutlich schwacheres PIN2-GFP Signal in der
Vakuole, als die det3-1 Mutante (Laxmi et al.,, 2008). Infolgedessen wurde Uberprift, ob
generell noch eine proteolytische Degradation von PIN2 in der Vakuole stattfinden kann,
dazu wurden mikrosomale Membranen aus Keimlingen hergestellt, die man nach Transfer
auf Ethanol-haltigem Medium entweder im Dauerlicht oder fir die letzten 24 Stunden im
Dunkeln inkubierte (siehe dazu Abb. 14C). PIN2-GFP Immundetektionen zeigen, dass sowohl
bei Wildtyp als auch bei emo-1 ein Abbau von PIN2 im Dunkeln stattfinden kann (siehe dazu
Abb. 14C). Somit ist abschlieRend festzustellen, dass es moglicherweise zu einer leichten
Alkalisierung des vakuoldaren pH-Wertes in emo-1 kommt, jedoch scheint die proteolytische
Degradation von Proteinen, per se in der Vakuole nicht beeintrachtigt zu sein.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass der hohe Gehalt an PIN Proteinen in mikrosomalen
Membranen nicht durch eine gestorte oder verminderte Degradation in der Vakuole zu
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erklaren ist. Somit kann abschliefend festgehalten werden, dass auch der vakuoldre pH-
Wert keine grundlegende Ursache fiir den gestorten Auxintransport in emo-1 sein kann.

3.1.8 RNAi von 14-3-3 Epsilon Mitgliedern interferiert mit dem intrazelluliren
Vesikeltransport von PIN Proteinen
Der hohe PIN-Gehalt in emo-1 Mikrosomen kann gegebenenfalls auf Probleme in

intrazellularen Vesikeltransportprozessen beruhen. Plasmamembranstandige PIN Proteine
werden kontinuierlich endozytiert und zur Plasmamembran rezykliert bzw. zur Vakuole
transportiert. Dies ermoglicht es, sehr schnell die asymmetrische subzelluldare Lokalisation
der PIN Proteine in der Plasmamembran zu dndern. Diese wiederum ist grundlegend fir die
Richtung des polaren Auxintransports in Abhangigkeit von Umwelteinflissen.

Das Endomembransystem umfasst die Gesamtheit der membranumschlossenen
Zellkompartimente, die mithilfe von Endosomen bzw. Vesikel untereinander verbunden sind
(siehe dazu Abb. 20). Internalisierte Plasmamembranproteine durchlaufen generell eine
endozytische Sortierung von der Plasmamembran in friihe Endosomen. Diese sind Teil des
Trans-Golgi Netzwerks (TGN/EE, trans-golgi network/early endosome/Trans-Golgi Netzwerk),
von hier aus kann eine Rezyklierung zur Plasmamembran stattfinden, oder eine Ausbildung
von multi-vesikuldaren Korperchen (MVB/LE; multivesicular bodies/late endosomes). Hier
findet eine weitere Sortierung statt, entweder zuriick zum TGNoder zur endglltigen
Degradation in der lytischen Vakuole (Murphy et al., 2005; Jirgens und Geldner, 2007,
Schellmann und Pimpl, 2009; Reyes et al., 2011; Robinson und Pimpl, 2013).

Um nun einzelne Prozesse des Vesikeltransports genauer zu untersuchen, wurden
verschiedene Inhibitoren verwendet. Zu Beginn der Versuche wurde mit dem bereits
erwdhnten Brefeldin A (BFA) gearbeitet, einem Inhibitor fir spezifische ARF-GEFs (siehe dazu
Kapitel 3.1.7), das die Exozytose und den Weg zu den MVBs hemmt und so die Bildung
sogenannter BFA-Kompartimente induziert (Steinmann et al., 1999; Geldner et al., 2001 und
2003; Grebe et al., 2002).

3.1.8.1 Untersuchungen der Endozytose in Wildtyp und emo-1

Um die Endozytose im Detail zu analysieren, wurde die Auswirkung unterschiedlicher BFA-
Konzentrationen (10, 25 und 50 uM) auf die Internalisation von PIN2-GFP in Wildtyp und
emo-1 zeitabhangig (10, 30 und 60 Minuten) bestimmt. Sowohl bei Wildtyp als auch bei
emo-1 befindet sichPIN2-GFP in den BFA-Kompartimenten. Auffallig ist, dass zu jedem
untersuchten Zeitpunkt ein deutlich starkeres PIN2-GFP Signal in den BFA-Kompartimenten
in der emo-1 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp nachweisbar ist (siehe dazu Abb. 15). Dies
kann durch die Quantifizierung des Verhaltnisses zwischen intrazellularem PIN2-Signal und
Plasmamembran lokalisiertem PIN2-GFP Signal in allen Féallen bestatigt werden (siehe dazu
Abb. 15B) und kdnnte auf eine vermehrte Endozytose in emo-1 zuriickzufiihren sein. Zudem
sind die BFA-Kompartimente von emo-1 gegeniber Wildtyp unformig und wirken
n,ausgefranst”.
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Abb. 15:BFA-Behandlung von PIN2-GFP in Wildtyp (PIN2::PIN2-GFP) und der emo-1 Mutante
(PIN2::PIN2-GFP x emo-1)

A) Epidermiszellenvier Tage alter WT (PIN2::PIN2-GFP) und emo-1 (PIN2::PIN2-GFP x emo-1)
Keimlinge, die auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH angezogen wurden. Die
Keimlinge wurden vor der mikroskopischen Untersuchung wie folgt behandelt:25 puM BFA und 2 uM
FM4-64 fiir 10 Minuten, 30 Minuten und eine Stunde (MaRstab=10 um; Aufnahmen: Epidermis-
zellen, Confocal SP8).

B) Relatives PIN2-GFP Signal in Epidermiszellen in WT und emo-1 nach unterschiedlichen BFA-
Konzentrationsbehandlungen. Auswertung der Quantifizierung des Verhaltnisses von intrazellularem
PIN2 Signal (BFA-Kompartimente) und PIN2 Signal an der Plasmamembran mit vier Tage alten WT
und emo-1 Keimlingen, die wie unter A) angezogen und anschlieBend mit 10 uM, 25 uM oder 50 UM
BFA und 2 uM FM4-64 fiir 10 Minuten, 30 Minuten bzw. eine Stunde behandelt wurden.Auswertung
von je 30 Epidermiszellen von mindestens 15 verschiedenen Wourzelspitzen (30 BFA-
Kompartimente/30 apikale Membranbereiche) von n=3 verschiedenen Versuchen.

Interessanterweise steuert Auxin seinen eigenen Transport, indem es die Endozytose
hemmt. Dadurch wird die Menge an PIN Proteinen in der Membran erhéht und der Auxin-
Efflux aus der Zelle geférdert (Morris, 2000; Berleth und Sachs, 2001; Paciorek et al., 2005).
Neben Auxin scheint auch das Tyrphostin-Analog Tyrphostin A23 die Clathrin-abhangige
Endozytose zu hemmen (Motley et al., 2003; Paciorek et al., 2005; Ortiz-Zapater et al., 2006;
Dhonukshe et al., 2007; Robert et al., 2010).Dabei inhibiert Tyrphostin A23 die Interaktion
der p2 Untereinheit vom Clathrin-Adapter Komplexes AP-2 mit dem endocytischen Motiv,
das sich in der cytoplasmatischen Domane des Plasmamembranproteins findet (Motley et
al., 2003; Ortiz-Zapater et al., 2006; Dhonukshe et al., 2007;Titapiwatanakun et al., 2009;
Dambournet et al., 2011). Des Weiteren soll Tyrphostin A23 die Zellplattenentwicklung
beeintrachtigen (Reichardt und G. Juergens, unpublizierte Daten). Somit wirkt Tyrphostin
A23 auch im Bereich des Golgi, denn die Golgi-abhadngige Sekretion spielt sowohl bei der
Bildung von BFA-Kompartimenten als auch bei der Zytokinese eine Rolle (Reichardt et al.,
2007). Als Negativkontrolle dient Tyrphostin A51 (Ortiz-Zapater et al., 2006; Dhonukshe et
al., 2007; Pérez-Gémez und Moore, 2007), das keinen Effekt auf die Endozytose hat.

Nach der Behandlung mit Tyrphostin A23 (siehe dazu Abb. 16A) weist die Mutante ein
deutlich hoheres Signal von PIN2 in den BFA-Kompartimenten auf als der Wildtyp. Als
Kontrolle diente Tyrphostin A51, hier zeigt sich, dass sowohl beim Wildtyp als auch bei der
Mutante PIN2 in BFA-Kompartimenten lokalisiert ist. Somit scheint die Wirkung des
Inhibitors in emo-1 nicht gegeben zu sein.Als ein pflanzenendogener Endozytoseinhibitor
wurde daher NAA eingesetzt. NAA ist ein synthetisches Auxin, das eine auxinanaloge
Wirkung hat und ebenfalls wie Tyrphostin A23 ein Inhibitor der Clathrin-vermittelten Endo-
zytose ist. NAA wirkt indirekt iber ROP(Rho-like GTPase of plants) und RIC (ROP-interactive
CRIB motif-containing protein) und bewirkt so eine Aktin-Stabilisierung, die héchstwahr-
scheinlich die Clathrin-vermittelte Endozytose unterbindet. ROP und sein Effektor RIC
regulieren Clathrin Assoziationen mit der Plasmamembran fiir die Clathrin-vermittelte Endo-
zytose sowie die Feedback Regulation durch Auxin (Chen et al., 2012). So wird ROP durch
Auxin aktiviert, der aktivierte ROP-RIC Weg inhibiert die Internalisation von PIN
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Abb. 16: EinfluB von Tyrphostin A23 bzw. Tyrphostin A51 sowie NAA auf die BFA-Behandlung von
PIN2-GFP in Wildtyp und emo-1

Epidermiszellen von vier Tage alten WT (PIN2::PIN2-GFP) und emo-1 (PIN2::PIN2-GFP x emo-1)
Keimlingen, die auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH angezogen wurden. Vor
der mikroskopischen Untersuchung wurden die Keimlinge fiir finf Minuten mit FM4-64 vorbehandelt,
dann 30 Minuten mit A) 45 uM Tyrphostin A23 bzw. A51 oder B) mit 20 uM NAA bzw. nur 1x MS-
Medium behandelt und anschlieRend fir eine Stunde mit A) 45 uM Tyrphostin A23 bzw. A51 + 50 uM

BFA oder B) mit 50 uM BFA +/- 10 uM NAA behandelt (MaRstab= 10 um; Aufnahmen: Epidermiszellen,
Confocal SP8).
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Proteinen durch die stabilisierende Wirkung von RIC auf F-Aktin. Des Weiteren soll dieser
inhibierende Effekt ebenfalls auf das endosomale Trafficking von PIN1/ARA7-markierten
Endosomen zu Recyclingvesikeln wirken (Nagawa et al., 2012).

Nach der Behandlung mit NAA (siehe dazu Abb. 16B) in Kombination mit BFA zeigt sich, wie
bereits auch bei Tyrphostin A23, eine Lokalisation von PIN2 in BFA-Kompartimenten bei
emo-1, jedoch sind die BFA-Kompartimente deutlich schwacher (PIN2-GFP Signal) und auch
nicht so zahlreich im Vergleich zum Tyrphostininhibitorversuch. Als Kontrolle diente hier
BFA, bei der eine Lokalisation von PIN2 in BFA-Kompartimenten bei beiden gut zu erkennen
ist.

Beide Versuche zeigen eine Lokalisation von PIN2-GFP in BFA-Kompartimenten bei emo-1,
jedoch scheint der inhibitorische Effekt von NAA im Vergleich zu Tyrphostin A23 deutlich
starker zu sein. Bei der Uberpriifung der Endozytose mit Hilfe von FM4-64 {N-(3-Triethyl-
ammoniumpropyl)-4-(p-Diethylamino-phenyl-hexatrienyl) Pyridinium Dibromid} einem lipo-
philen Styrylfarbstoff (Vida und Emr, 1995) mit dem man das endocytische Trafficking
sichtbar machen kann, zeigte sich, dass es zu keiner vermehrten Endozytose kommt.
Demzufolge ware eine vermehrte Endozytose nicht die Ursache der oben genannten Effekte.
Eine mogliche Erklarung kénnte ein Problem mit der Fusion von Vesikeln mit Membranen
sein. Rab GTPasen sind kleine GTPasen, die zur Ras Superfamilie gehdren, sie spielen eine
Rolle im ,membrane trafficking”, indem sie das ,Tethering” und die Fusion von
Transportvesikeln und Organellen zu Zielmembrankompartimenten vermitteln. Sollten die
endozytierten Vesikel nicht mehr mit den Membranen fusionieren, misste es folglich viele
mit PIN-Proteinen besetzte Vesikel/Endosomen geben, die sich im intrazelluldaren Raum
befinden. Dies ware eine mogliche Erklarung fir die hoheren PIN2-GFP Signale und
gleichermalien fiir die Lokalisation von PIN2-GFP in BFA-Kompartimenten nach Behandlung
mit Endozytoseinhibitoren inder emo-1 Mutanten. Zusatzlich zeigen die BFA-Kompartimente
eine Unformigkeit, dies scheint auf ein mogliches Problem am TGN hinzudeuten.

3.1.8.2 Untersuchungen der Rezyklierung von PIN2 Proteinen zur Plasmamembran in
Wildtyp und emo-1

Nach der Uberpriifung der Endozytose konnte eine , deregulierte Endozytose” als Ursache
ausgeschlossen werden, stattdessen erhartete sich der Verdacht dass im Bereich des TGNs
und der Transportvesikel ein Defekt bestehen kdonnte. Aus diesem Grund wurden weitere
Transportwege untersucht. Es ist bekannt, dass es nach dem Auswaschen von BFA zu einer
Relokalisation von PIN Proteinen zuriick an die Plasmamembran kommt (Geldner et al.,
2001; Gang und Hong-Wie, 2007). Mit diesem Versuch wurde Uberprift, ob es auch bei der
emo-1 Mutante zu einer effektiven Relokalisation von PIN Proteinen (in diesem Fall PIN2) an
die Plasmamembran kommt.

In Abbildung 17 zeigt sich, dass es sowohl beim Wildtyp als auch bei emo-1 nach der BFA-
Behandlung (siehe dazu Abb. 17A) zu einer Lokalisation von PIN2-GFP in BFA-
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A) PIN2::PIN2-GFP  PIN2::PIN2-GFP x emo-1

1h BFA

washout

B) Quantifizierung des Verhiltnisses von intrazellulirem PIN2 (BFA-
Kompartiment) zum PM-PIN2 Signal in %
Vergleich von BFA-Kompartimenten vor und nach dem Washout von
Brefeldin A

PIN2::PIN2-GFP PIN2::PIN2-GFP x emo-1

Abb. 17: Rezyklierung von PIN2 Proteinen zuriick an die Plasmamembran ist effizienter beim Wildtyp

als bei der emo-1 Mutante

A) Epidermiszellen vier Tage alter WT (PIN2::PIN2-GFP) und emo-1 (PIN2::PIN2-GFP x emo-1)
Keimlinge.Wachstum auf MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH.Die Keimlinge wurden
vor der mikroskopischen Untersuchung wie folgt behandelt:eine Stunde mit 50 uM CHX + 0,1 % (v/v)
EtOH, danach eine Stunde50 uM CHX+ 50 pM BFA+ 2 uM FM4-64+0,1 % (v/v) EtOH/flur den Washout
eine Stunde50 uM CHX + 0,1 % (v/v) EtOH. (MaRstab= 10 um; Aufnahmen: Epidermiszellen, Confocal

SP8)
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B) Prozentuale Auswertung des relativen PIN2-GFP Signal in Epidermiszellen vor und nach dem
Washout von BFA. Ermittelt wurde das Verhaltnis von intrazelluldarem (BFA-Kompartiment) und PIN2-
PM-Signal in Prozent von BFA-Kompartimenten vor und nach dem Auswaschen von BFA. Die
Auswertung erfolgte mit je 50 BFA-Kompartimente/50 apikale PM Bereiche vor und nach dem
washout-Versuch mit n=5 verschiedenen Versuchen.

Kompartimenten kommt, jedoch ist nach dem Auswaschen (Washout) von BFA nur im
Wildtyp eine effiziente Rezyklierung von PIN2 zurick an die Plasmamembran
erkennbar(siehe dazu Abb. 17). Der Transport von PIN2 Proteinen zuriick an die
Plasmamembran in emo-1 scheint deutlich verlangsamt zu sein. Dies erhartete die
Vermutung, dass ein Defekt im Bereich des TGNs und der Transportvesikel bestehen kdnnte.
Aus diesem Grund wurde nach einer Moglichkeit gesucht, das TGN sichtbar zu machen und
somit mogliche Unstimmigkeiten zu entdecken. Dazu wurden Immunlokalisation mit einem
TGN Marker,ARF1 (ADP-ribosylation factor, lokalisiert am Golgi und TGN; Robinson und
Scheuring, 2011), durchgefihrt (sowohl mit als auch ohne BFA bzw. WM). Jedoch zeigten
sich diesbeziiglich keine eindeutigen Unterschiede zwischen Wildtyp und emo-1. Allerdings
konnte bereits zu Beginn der Inhibitorversuche, wie bereits erwahnt, eine Unférmigkeit der
BFA-Kompartimente detektiert werden. Normalerweise befindet sich im Zentrum der BFA-
Kompartimente das TGN (Trans-Golgi Netzwerk), welches von Golgi Stapeln und MVBs/LE
umgeben ist (Robinson et al., 2008). Somit wurden ebenfalls die MVBs genauer untersucht,
denn diese werden im Prozess einer Reifung vom TGN abgeschniirt.

3.1.8.3 Untersuchungen der MVBs mit Hilfe des MVB-Markers ARA7

Zur weiteren Analyse des intrazellularen Transportwege wurde damit begonnen, Kreuzungen
zwischen PIN2::PIN2-GFP und PIN2::PIN2-GFP x emo-1 Linien und 355:mRFP-ARA7/RabF2b
(Manoj Singh, AG Jirgens) Linien durchzufiihren. ARA7 (AtRabF2b) ist ein Mitglied der
kleinen Rab5 GTPasen und ist Teil des vakuoldren Transportweges. Lokalisiert ist es in den
multivesikuldaren Kérpern (MVB, multivesicular bodies), hauptsachlich aber markiert es eine
Subdoméne des TGNs (Sohn et al.,, 2003; Kotzer et al., 2004; Lee et al., 2004; Haas et
al.,2007). Bei den vorangegangen Versuchen zeigte sich, dass ein Problem im Bereich des
TGNs und der Transportvesikel bestehen kdnnte. Zudem konnte schon zu Beginn der
Inhibitorversuche festgestellt werden, dass die BFA-Kompartimente bei emo-1 im Vergleich
zum Wildtyp haufig unférmiger erscheinen.

In Abbildung 18A lasst sich erkennen, dass sich beim Wildtyp ein gleichmaRiges PIN2-GFP
Signal im Kern der BFA-Kompartimente befindet. Die ARA7-Markierung zeigt sich sowohl
punktformig um den Rand der BFA-Kompartimente in Form von MVBs, als auch einheitlicher
im Zentrum des Kompartiments in Form der Subdomanemarkierung des TGNs. In emo-1 ist
dieser Aufbau etwas ungleichmaRiger (siehe dazu Abb. 18A). Das PIN2-GFP Signal liegt nicht
zentral und ist ungleichmaRiger, sprich es finden sich im BFA-Kompartiment Stellen mit
verschiedenen PIN2-GFP Signalstdrken. Die ARA7-Markierung der BFA-Kompartimente ist
nicht klar erkennbar, viele MVBs liegen weit verteilt in der Zelle oder im BFA-Kompartiment
selbst. Verwendet man statt BFA Wortmannin (siehe dazu Abb. 18B) als Inhibitor fiir den
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Abb. 18: Subzelluldre Lokalisation von ARA7 nach BFA-Behandlung von PIN2-GFP

Epidermiszellen von vier Tage alten WT (PIN2::PIN2-GFP/mRFP-ARA7) und emo-1 (PIN2::PIN2-GFP x
emo-1/mRFP-ARA7) Keimlingen. Wachstum auf MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH.
Die Keimlinge wurden vor der mikroskopischen Untersuchung wie folgt behandelt: eine Stunde 50 uM
CHX, anschlieRend A) eine Stunde 50 uM CHX + 25 uM BFA oder B) zwei Stunden 50 pM CHX + 15 uM
WMim Dunkeln (mRFP-ARA7 (rot), ein Marker fur die MVBs; PIN2-GFP (griin), Auxin-Efflux Carrier;
Malstab=10 pum; Aufnahmen: Epidermiszellen, Confocal SP8)

C) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von vier Tage alten Wildtyp und emo-1 Keimlingen nach
Direktanzucht auf 1x MS-Medium mit 0,1 % (v/v) EtOH und nach Behandlung von vier Stunden mit

25 uM BFA + 15 uM WM im Dunkeln. Die Mutante (rechts) zeigt im Gegensatz zum Wildtyp (links) in
den BFA-Kompartimenten tubuldre Bereiche (weille Pfeile). Umgeben sind die BFA-Kompartimente,
sowohl bei Wildtyp als auch bei emo-1 mit Golgistapeln (G) (Malistab=200 nm; G: Golgi, WM-K:
Wortmannin-Kompartiment; Aufnahmen: EM, Dr. York-DieterStierhof(ZMBP))

D) Flachenbestimmung von multivesikularen Koérperchen (MVBs) von WT und emo-1 nach
Wortmanninbehandlung (siehe dazu auch B). Die Messungen erfolgte mit ImageJ von je 100 MVBs von
n=3 verschiedenen Versuchen; verglichen wurden die BFA-Kompartimente von PIN2::PIN2-GFP und
PIN2::PIN2-GFP x emo-1 aus (B).

vakuolaren Transport, zeigt sich ein Anschwellen der MVBs mit einer deutlichen ARA7-
Markierung am Randbeim Wildtyp. In der emo-1 Mutante hingegen sind die MVBs deutlich
kleiner und miteinander ,,verklumpt” (siehe dazu Abb. 18B und D), die ARA7-Markierung am
Rand der MVBs ist zwar erkennbar, jedoch nicht so eindeutig wie beim Wildtyp.

Es zeigte sich in diesen Linien, dass die unformig erscheinenden BFA-Kompartimente in emo-
1 hochstwahrscheinlich durch den ungleichmaRigen Aufbau der BFA-Kompartimente aus
TGN und MVBs entstehen. Der Kern aus PIN2-GFP ist nicht so zentriert wie im Wildtyp. Und
auch nach Wortmannin Behandlung fallt auf, dass die MVBs deutlich kleiner sind (siehe dazu
Abb. 18B und D). Somit scheinen die MVBs und Prozesse bezliglich der Bildung von MVBs
gestort bzw. ganz unterbunden zu sein. Ein grundlegendes Problem scheint im Bereich des
Trans-Golgi Netzwerks (TGNs) und der multivesikularen Korperchen (MVBs) zu liegen.
Vorstellbar kénnte dabei ein Defekt bei der Reifung der MVBs sein, dies wiirde zum einen
den hohen Gehalt an PIN1 und PIN2 Proteinen in mikrosomalen Membranen erklaren, aber
auch die etwas unférmige Gestalt der BFA-Kompartimente, sowie die kleinen und teils
verklumpten MVBs nach Wortmanninbehandlung. Normalerweise gibt es eine Subdomane
des TGNs, die bei der Reifung reich an ARA7 und PI3P wird und schlief3lich zum Abschniren
der fertigen MVBs fiihrt (Singh et al., 2014). Es scheint fast so, als wiirde diese Abschnirung
der MVBs vom TGN nicht richtig funktionieren bzw. unvollstandig ablaufen, sodass MVBs am
TGN moglicherweise gebunden bleiben, was die beiden optischen Effekte mit Brefeldin A
und Wortmannin erkldaren wiirde und natirlich auch die Detektion der hohen PIN Protein
Mengen in Mikrosomen. Auch das ungewdohnliche Bild im Elektronenmikroskop (siehe dazu
Abb. 18C) wiirde auf diese Moglichkeit hindeuten, denn nach einer Langzeitbehandlung von
Wildtyp und emo-1 mit BFA und WM im Dunkeln, zeigt die Mutante tubuldre Bereiche in den
BFA-Kompartimenten. Demzufolge scheint moglicherweise ein gestorter Transport zwischen
TGN und MVBs zu bestehen.
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Abb. 19:

Aufnahme von FM4-64 in die Zelle in Ab- und Anwesenheit von Brefeldin A in Wildtyp und emo-1

Epidermiszellen von vier Tage alten Keimlingen, die zuvor auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1
% (v/v) EtOH direkt angezogen wurden. Die Keimlinge wurden vor der mikroskopischen Untersuch-ung
wie folgt behandelt:eine Stunde mit 50 pM CHX, 2 uM FM4-64+50 uM CHX+/- 10 uM BFA bzw. 25 uM

BFA; weiller Pfeil: Markierung des Tonoplasten durch FM4-64; Aufnahmen: Epidermiszellen, Mal3stab=
10 um; Confocal SP8.
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3.1.8.4 Untersuchungen des vakuoldrer Transports in Wildtyp und emo-1

Um die Theorie zu untermauern, dass méglicherweise ein Transportproblem zwischen TGN
und MVBs besteht, wurde der Transport zur Vakuole noch eingehender untersucht. Aus
diesem Grund fiihrte man Versuche mit dem Farbstoff FM4-64 in Kombination mit den
bereits genannten Inhibitor BFA durch. FM4-64 ist, wie bereits erwahnt, ein Marker fir das
endocytische Trafficking.

Abbildung 19A zeigt sich, dass ohne Inhibitor bereits nach einer Stunde eine leichte
Markierung der Vakuole durch FM4-64 beim Wildtyp stattgefunden hat. Nach 90 Minuten ist
die FM4-64 Markierung am Tonoplasten dann deutlich sichtbar. Unter Verwendung von BFA
(10 und 25 puM) ist diese nach einer Stunde deutlich schwacher. Erst nach 90 Minuten ist die
Tonoplastenmarkierung dann deutlich sichtbar. Bei der emo-1 Mutanten (siehe dazu Abb.
19B) ist die FM4-64 Markierung auch nach 90 Minuten in allen drei Versuchsansatzen, also
sowohl mit als auch ohne Inhibitor, sehr geringfiigig oder garnicht zu erkennen. Dies
unterstitzt die These, dass der Transport zur Vakuole gestort bzw. verlangsamt ist und so
mogliche Prozesse im Bereich der MVBs und des TGNs nicht mehr richtig ablaufen.
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4. Diskussion

Wie bereits erwahnt, unterteilt sich die Arabidopsis 14-3-3 Familie in zwei phylogenetische
Gruppen, die Epsilon und die Non-Epsilon Gruppe (siehe dazu Einleitung Abb. 2). Bisher
analysierte Mutanten der Non-Epsilon Gruppe (insgesamt acht Mitglieder; ,,loss of function”
T-DNA Insertionslinien; sechs Einzel-, drei Doppel-, 12 Dreifach- und drei Vierfach-
Mutanten)weisen unter normalen Wachstumsbedingungen bis auf eine marginale
Verkirzung der Primarwurzel keine gravierenden Wachstumsstérungen auf (van Kleeff et al.,
2014). Dies spricht fir eine funktionelle Redundanz zwischen den Mitgliedern der Non-
Epsilon Gruppe. Ein vollstandiger ,knockout” bzw. eine vollstdndige Reduktion der
Expression aller Non-Epsilon Gruppenmitglieder wurde bis jetzt nicht vorgenommen. Im
Gegensatz zur Non-Epsilon Gruppe wurden in der Epsilon Gruppe (insgesamt finf Mitglieder:
epsilon, mu, omicron, pi, iota) bis auf eine ,,loss of function” (omicron) keine , knockout” T-
DNA Insertionslinien identifiziert. Aus diesem Grund wurden RNAI Linien generiert, die unter
anderem die Expression einzelner Epsilon Gruppenmitglieder reduzieren (epsilon, mu,
omicron). Diese zeigen ebenfalls unter normalen Wachstumsbedingungen keinen Phanotyp.
Auch Untersuchungen von omicron (Loss-of function Mutanten) und epsilon (Antisense
Konstrukt gegen 14-3-3 epsilon) ergaben bis jetzt keinen offensichtlichen Phanotyp (Sehnke
et al., 2001; Yang et al., 2013). Im Gegensatz dazu zeigten Untersuchungen einer T-DNA
induzierten ,knockdown” mu Linie einen extremen Phanotyp mit einer deutlichen
Verkirzung der Primarwurzel (Mayfield et al., 2012). Dieser Phanotyp konnte von uns jedoch
mit der identischen mu-Linie unter gleichen Wachstumsbedingungen nicht bestatigt werden.
Untersuchungen der besagten mu-Linie in anderen Arbeitsgruppen ergaben ebenfalls keinen
oder einen geringfiigigen Unterschied der Wurzellange zwischen mu und dem Wildtyp (Cao
et al., 2007; He et al., 2015).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der Epsilon Gruppe im Hinblick auf
Wachstums- und Differenzierungsprozesse in A. thaliana untersucht. Da keine , knockout”
Mutanten fir vier der insgesamt finf Epsilon-Gruppenmitglieder identifiziert werden
konnten, wurde von Katrin Weckermann die hier untersuchte Dreifach-RNAi Mutante emo
generiert, die es erlaubt, in Anwesenheit von Ethanol drei der Epsilon-Gruppenmitglieder
(epsilon, mu, omicron) in ihrer Expression zu reduzieren (drei unabhangige emo-Linien: emo-
1, emo-2 und emo-3; emo-1 diente als Grundlage fir alle weiteren Versuche und Kreuzung-
en; Katrin Weckermann, Dissertation 2008). Dabei ist zu beachten, dass die beiden verbleib-
enden Isoformen (pi, iota) nur in den Bliten exprimiert werden, sodass durch die erzeugte
RNAI Linie eine nahezu vollstandige Abschaltung der Epsilon Gruppe im Keimling erfolgt.
Durch die Reduktion der Expression der erwahnten drei Isoformen wird ein drastischer und
pleiotroper Phdnotyp erzeugt, der durch epinastische Blatter, ein verlangertes Hypokotyl
und ein reduziertes Wurzelwachstum ohne Lateralwurzeln im Licht charakterisiert ist.
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Etiolierte Keimlinge zeichnen sich gegeniiber dem Wildtyp durch ein verkiirztes Hypokotyl
ohne Plumulahaken aus (siehe dazu Abb. 3).

Derartige Wachstumsdefekte konnen auf Stérungen der Phytohormonhomdoostase oder der
Phytohormonsensitivitat hindeuten. Auf der Grundlage zahlreicher physiologischer Unter-
suchungen konnte emo als Auxinmutante identifiziert werden (siehe dazu Kapitel 3.1.1).
Ursachlich kdnnten somit Storungen in der Auxinbiosynthese, der Auxin-signaltransduktion
oder dem polaren Transport von Auxin sein. Im Laufe der Arbeit zeigte sich, dass eine
Inhibierung des polaren Auxintransports fir den RNAi Phanotyp ver-antwortlich ist.

So weist der Spross Merkmale von Auxin-Uberproduktionsmutanten wie z. B. superroot (surl
und sur2), rooty (rty), aberrant lateral root formation1 (alf1) oder auch dominanten yucca
Mutanten (z.B. yucca6) auf, die sich durch epinastische Kotyledonen, eine erhdhte Apikal-
dominanz und gewellte Blatter auszeichnen (Boerjan et al., 1995; Celenza et al., 1995; King
et al., 1995; Bak et al., 1998 und 2001; Barlier et al., 2000; Mikkelsen et al., 2000). Zudem
konnte unter Einsatz des Auxin-responsiven Reporters DR5::GUS eine signifikant gegentiber
dem Wildtyp gesteigerte GUS-Aktivitdt in den Kotyledonen von emo-ldetektiert werden
(siehe dazu. Abb. 8B3), die durch eine Behandlung des Wildtyps mit dem Auxintransport-
inhibitor 1-Naphthylphthalamsaure (NPA; Lomax et al.,1995; Parry et al., 2001, siehe dazu
Diplomarbeit C. Pychal) phanokopiert werden konnte. Uberdies wird das Transportproblem
dadurch verdeutlicht, dass das Hypokotyl etiolierter emo-Keimlinge agravitrop wachst (siehe
dazu Abb. 6C) und, dass die Bildung von Adventivwurzeln nach chirurgischer Abtrennung der
Primarwurzel unterbleibt (Gutierrez et al., 2012, siehe dazu Abb. 6D, E und F). Letzteres ist
vom polar basipetalen Auxintransport im Spross abhangig.

Induzierte emo-Keimlinge zeigen eine stark verkiirzte Primarwurzel ohne Lateralwurzeln
(siehe dazu Abb. 3C). Dies spricht ebenfalls fiir eine Storung im Auxintransport, denn die
Bildung von Lateralwurzeln wird durch die transportabhdngige Etablierung eines Auxin-
maximums in Perizykelzellen der Primarwurzel initiiert (Reed et al., 1998). Die Lateralwurzel-
bildung kann durch Behandlungen mit synthetischen Auxinen (1-Naphthylessigsdure/NAA;
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure/2,4D) bei emo-1 ausgeldst werden, jedoch ist die Reaktion im
Vergleich zum Wildtyp deutlich hyposensitiver. Zudem lasst sich an diesen Versuchen
verifizieren, dass nach Behandlung von emo-Imit dem ,transportierbaren Auxin“ NAA (NAA
kann unabhdngig von AUX1/Auxin Influx Carrier in die Zelle gelangen und Uber PIN
Proteine/Auxin Efflux Carrier diese auch wieder verlassen) es zu einer hochgradig
desorganisierten Proliferation von Perizykelzellen lber groRe Regionen der Primarwurzel
kommt, vergleichbar mit dem Wildtyp, der mit auf dem ,,nicht-transportierbaren Auxin“ 2,4-
D (2,4D kann Uber AUX1 in die Zelle gelangen, wird aber nicht von PIN Proteinen aus der
Zelle transportiert) behandelt wurde (siehe dazu Abb. 5B). Dies gibt ebenfalls ein Hinweis
darauf, dass eine Stérung im Auxintransport vorliegt. Zudem wird das
Auxintransportproblem dadurch verdeutlicht, dass Wurzeln induzierter emo-Mutanten
(Ethanolbehandlung fir zwei Tage) nach sechsstiindiger Gravistimulation agravitrop
wachsen. Dies beruht auf einer unverdnderten und strikt symmetrischen Verteilung von
Auxin in der Wurzelspitze (siehe dazu Abb. 7B). Eine Transport-abhdngige asymmetrische
Umverteilung von Auxin auf die gravistimulierte Seite in der Wurzelspitze ist jedoch
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essenziell, um ein differentielles Wachstum zu gewahrleisten (Miiller et al., 1998; Marchant
et al., 1999; Rashotte et al., 2000). Des Weiteren lasst sich feststellen, dass der Gehalt an
Auxin in der Wurzel graduell mit der Dauer der Ethanolbehandlung abnimmt. So wird die
Expression des Auxin-responsiven Reporters DR5,,-GFP kontinuierlich reduziert. Das nach
drei Tagen auf ethanolhaltigem Medium erkennbare GFP-Signal (ruhendes Zentrum,
Kalyptra, zentrale Wurzelhaube/ektopisches Signal von GFP in der lateralen Wurzelhaube
nur bei induzierten emo-1 Mutanten) bei emo-1 Keimlingen weicht einem nach 10 Tagen
kaum noch detektierbaren GFP-Signal in der Wourzelspitze. Korrelierbar mit der
Auxinverarmung kann dann ein Kollaps des Wurzel-meristems beobachtet werden (siehe
dazu Abb. 7A). Folglich sprechen auch die Effekte in der Wurzel fiir ein gestortes
Auxintransportproblem.

Uberdies kann es sich bei emo nicht um eine Mutante mit gestérter Auxinsignaltransduktion
wie z.B. tirl (transport inhibitor responsel) oder axr1-3/2-1 (auxin-resistent) handeln
(Ruegger et al., 1998; Nagase et al., 2015). Denn dagegen spricht die bereits erwahnte
ausgepragte Auxin-induzierte GUS-Aktivitdt in den Kotyledonen (DR5-GUS; siehe dazu Abb.
8B3 und B6; Diplomarbeit C. Pychal), das verlangerte Hypokotyl im Licht (siehe dazu Abb. 3C)
und die Reaktion der Wurzel auf exogenes Auxin (siehe dazu Abb. 5).

Somit kann es sich nach den duBeren Merkmalen der Mutante und den durchgefiihrten
Versuchen nur um ein Auxintransportproblem handeln, wie z.B. bei den Mutanten auxin
resistantl (aux1), like-aux13 (lax3) oder transport inhibitor response3 (tir3) (Ruegger et al.,
1997; Casimiro et al., 2001; Gil et al., 2001; Swarup et al., 2001 und 2008; Marchant et al.,
2002; Paciorek et al., 2005; De Smet et al., 2007; Yamaguchi et al., 2007).

Demzufolge kann man zusammenfassend sagen, dass es durch die Reduktion der
Transportfahigkeit von Auxin in der emo Mutante in den oberirdischen Pflanzenteilen zu
einer Anreicherung von Auxin kommt. Dieses verursacht ein verlangertes Hypokotyl und
epinastische Blatter im Licht (Abb. 3C), und ein verkiirztes Hypokotyl ohne Plumulahaken im
Dunkeln (Abb. 3G). Die unterirdischen Pflanzenteile hingegen erfahren eine vollkommene
Verarmung an Auxin, was ein verkirztes Wurzelwachstum, den Verlust der
Lateralwurzelbildung und schliefllich den totalen Kollaps des Wurzelmeristems hervorruft
(Abb. 3C und 7A).

Der polare Auxintransport wird durch die koordinierte Aktivitdt zahlreicher Auxin-Influx
(AUX1) und Efflux (PIN) Carrier vermittelt, die Auxin Uber die Plasmamembran trans-
portieren(Friml und Wisnieswska, 2004; Blakeslee et al., 2005; Blilou et al., 2005). Eine
Beeintrachtigung des AUX1-vermittelten Auxininfluxes in emo-1 konnte jedoch nahezu aus-
geschlossen werden, denn sowohl IAA als auch 2,4-D, die Gber AUX1 in die Zelle importiert
werden, l6sen eine Seitenwurzelbildung in induzierten emo-1 Mutanten aus (C. Oecking,
personliche Mitteilung; Delbarre et al., 1996; Estelle, 1998; Marchant et al., 1999). Uberdies
ist in emo-1 eine starke Auxin-induzierte GUS-Expression in Kotyledonen und der Wurzel-
spitze nachgewiesen worden (siehe dazu Abb. 8B3 und B6), Voraussetzung dafir ist ein Im-
port von Auxin in die Zelle.
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Entscheidend fiir den Import von Auxin ist zudem ein elektrochemischer Protonengradient,
der von der plasmamembranstindigen H*-ATPase aufgebaut wird. Die Aktivierung dieser
Pumpe erfolgt durch die phosphorylierungsabhangige Assoziation von 14-3-3 Proteinen an
deren C-terminale Autoinhibitordomane (Fuglsang et al., 1999; Svennelid et al., 1999;
Maudoux et al., 2000; Jelich-Ottmann et al., 2001; Palmgren et al., 2001; Borch et al., 2002).
Somit lag die Vermutung nahe, dass moglicherweise die Inhibierung dieser Pumpe die
Ursache fir den RNAi Phanotyp ist. Demzufolge miiBte man davon ausgehen, dass die
Mitglieder der Epsilon Gruppe als Master-Regulatoren fiir die plasmamembranstindige H*-
ATPase dienen.

Aus diesem Grund wurde mit pharmakologischen und genetischen Ansatzen Uberprift, ob
eine reduzierte ATPase Aktivitat ursachlich fiir den Phanotyp der emo Mutanten ist. Die
Inhibierung der membranstiandigen H*-ATPase durch Behandlung des Wildtyps mit Vanadat
(Chatterjee et al., 1992; Hicks und Parsons, 1992; Xu et al., 2013) konnte den Phanotyp der
Mutanten nur bedingt reproduzieren. Es zeigte sich eine Reduktion des Wurzelwachstums,
jedoch konnte weder ein verlangertes Hypokotyl noch epinastische Blatter beobachtet
werden (siehe dazu Abb. 8A). Auch Auxin-responsive GFP- und GUS-Reporterlinien zeigten
im Wildtyphintergrund nach Vanadatbehandlung keine wesentlichen Ubereinstimmungen
mit der induzierten emo-1 Mutante (siehe dazu Abb. 8B und C). Somit sprechen die erhalten-
en Ergebnisse gegen die Hypothese einer Inhibierung der plasmamembranstindige H'-
ATPase.

Bemerkenswerterweise hatte zudem die Expression einer konstitutiv-aktiven H*-ATPase in
der emo-1 Mutante nicht die Komplementation des Phanotyps zur Folge. Hier war lediglich
eine leichte Verdickung, aber keine signifikante Verlangerung des Hypokotyls etiolierter
emo-1 Keimlinge zu beobachten (siehe dazu Abb. 9B und D).

Erstaunlich waren jedoch die Auswirkungen der Expression der C-terminal deletierten H*-
ATPase auf das Wachstum etiolierter Wildtypkeimlinge (verkirztes Hypokotyl, gedffnete
Kotyledonen, kein Plumulahaken). Um zu Gberprifen, ob diese Effekte tatsachlich auf eine
Aktivierung des Enzyms zurlickzufiihren sind, wurde das Pilztoxin Fusicoccin verwendet.
Fusicoccin ist, wie bereits erwahnt, ein Pilztoxin, das den Komplex zwischen der membran-
standigen H'-ATPase und 14-3-3 Proteinen irreversibel stabilisiert, sodass das Enzym
konstitutiv aktiv ist (Ballio et al., 1964; Aducci et al., 1995). In unseren Versuchen konnten,
nach einer viertagigen Anzucht im Dunkeln auf Fusicoccinhaltigem Medium, die identischen
Effekte bei Wildtyp und emo-1 beobachtet werden (siehe dazu Abb. 9F und G), wie bereits
mit dem Dexamethason-induzierten System. Dies spricht dafiir, dass die beobachteten
Effekte des Dexamethason-induzierten System auf eine Aktivierung der H*-ATPase
zurlickzufiihren sind.

Andere Arbeitsgruppen beschreiben hingegen eine Verlangerung des Hypokotyls nach
Fusicoccinbehandlung (Hayashi et al., 2014; Hohm et al., 2014). Zu bedenken ist jedoch, dass
sich diese Messungen nur auf eine 60 minitige (Hayashi et al.,, 2014: Hypokotyllangen-
messung in mm/Stunde) bzw. eine 2-24 stindige (Hohm et al., 2014: Blaulichtbehandlung,
Messung der Hypokotylkrimmung) Behandlungsdauer etiolierter Keimlinge beziehen und es
sich bei den hier gezeigten Versuchen um eine Langzeitbehandlung handelt. Dies deutet
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darauf hin, dass eine kurzzeitige Fusicoccinbehandlung zu einer Steigerung der Zellstreckung
fliihrt und nach langerer Wirkzeit ein negativer Effekt auf das Wachstum auftritt.

Eine konstitutiv-aktive Version der H*-ATPase kann demzufolge den Phinotyp der emo-1
Mutante nicht komplementieren. Somit mull ausgeschlossen werden, dass die Epsilon-
Mitglieder Masterregulatoren der membranstindigen H'-ATPase sind. Dies wird durch
Oberflachenplasmonenresonanzanalysen (Surface Plasmon Resonance analysis) unter-
mauert, die zeigen, dass die Isoformen der Non-Epsilon Gruppe effektiver an die
Autoinhibitordomine der membranstindigen H-ATPase binden als die Vertreter der Epsilon
Gruppe (Pallucca et al., 2014). Demzufolge muss davon ausgegangen werden, dass die
Inhibierung der membranstindigen H*-ATPase nicht ursichlich fiir den RNAi Phanotyp ist.

Eine weitere wichtige Komponente des Auxintransports sind PIN Proteine (Auxin Efflux
Carrier). Sie zeichnen sich durch mehrere phosphorylierte Serinreste im zentralen
hydrophilen Loop aus (Michniewicz et al., 2007; Dhonukshe, Zhang und Huang et al., 2010)
und waren demzufolge geeignete Zielproteine fiir 14-3-3 Proteine. Eine direkte Interaktion
zwischen dem hydrophilen Loop von PIN2 und 14-3-3 Proteinen konnte mittels des Hefe-
Zwei-Hybrid-Systems (Y2H) und der ratiometrischen bimolekularen Fluoreszenzkomplemen-
tation (rBiFC) nicht nachgewiesen werden (siehe dazu Kapitel 3.1.5.2 und Abb. 10 und 11).
Zu bedenken ist jedoch, dass diese Analysen nicht in Arabidopsis, sondern in Hefe und Tabak
stattgefunden haben. Nichtsdestotrotz wurden beide Systeme bereits erfolgreich eingesetzt,
um Interaktionen zwischen dem hydrophilen Loop von PIN2 und moglichen
Interaktionspartnern zu detektieren (P-glycoprotein (PGP); dynamin-related proteins (DRPs);
Blakeslee et al., 2007; Mravec et al., 2011). Somit ist festzuhalten, dass zumindest mit den
hier angewandten Verfahren keine Interaktion zwischen PIN und 14-3-3 Proteinen festge-
stellt werden konnte.

Zur weiteren Analyse und im Besonderen um die subzelluldren Lokalisation von PIN
Proteinen zu analysieren wurden PIN::PIN-GFP Linien (PIN1 und PIN2) generiert. Dabei
konnte eine schwache Misexpression von PIN1 und PIN2 Proteinen in der induzierten emo-1
Mutante beobachtet werden (siehe dazu Abb. 12). Misexpressionen bzw. Mislokalisationen
von PIN-Transportern konnte bereits in pin Mutanten (pin1,2,7) und Dbei
Wildtypkeimlingennach Behandlung mit dem Auxintransportinhibitor NPA detektiert
werden. Nach Vieten et al. 2005 ist dies auf eine Redundanz der Transporter
zurlickzufiihren, dass heiBt, die Carrier ersetzen sich gegenseitig, um ein Auxinmaximum in
der Wurzelspitze zu erhalten. Dieser Effekt spricht jedoch fiir eine Folgereaktion aufgrund
der gestorten Auxinhomoostase in emo-1.
Immundetektionen mikrosomaler Proteine zeugen von einem stark erhéhten Gehalt an PIN1
bzw. PIN2 Proteinen in induzierten emo-1 Keimlingen im Vergleich zum Wildtyp (siehe dazu
Abb. 13A und B). Dieser steht jedoch in keinem Verhaltnis zur detektierten Misexpression.
Eine modifizierte Transkription konnte als Ursache fiir die erhohte PIN-Proteinmenge
ausgeschlossen werden (siehe dazu Abb. 13D). Folglich scheinen PIN1 und PIN2 Proteine in
der emo-1 Mutante stabilisiert zu sein. Eine Stabilisation von PIN2 wurde bereits in dem
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starken pin2 Allel WAV6-52 beschrieben (Abas et al., 2006). Die wav6-52 Mutante weist
genau wie die emo-1 Mutante ein agravitropes Wurzelwachstum, eine ektopische Expression
von DR5,.,::GFP in der lateralen Wurzelhaube, eine Stabilisation von PIN2 Proteinen in
mikrosomalen Membranen und eine unveranderte Transkription von PIN2 Genen
auf.Zurickzufihren sind die Effekte in der wav6-52 Mutante auf einen einzelnen
Aminosaureaustausch in PIN2 (Glycin zu Glutamat an Position 541), der moglicherweise dazu
flihrt, dass PIN2 nicht effizient proteolytisch degradiert werden kann.

Sollte dies auch bei emo der Fall sein und PIN Proteine nicht mehr in der Vakuole abgebaut
werden (Sieberer T, et al., 2000; Abas L, et al., 2006; Malenica et al., 2007; Kleine-Vehn et al.,
2008; Laxmi et al., 2008), hatte dies die beobachtete Stabilisation zur Folge.

Um PIN-GFP Proteine in der Vakuole zu visualisieren, wurden die Keimlinge fiir 24 Stunden
im Dunkeln inkubiert. Diesbeziiglich wird davon ausgegangen, das es aufgrund einer
verminderten Aktivitit der vakuoldren Pumpen, sprich der vakuoliren H'-ATPase (V-
ATPase/VHA, vacuolar H*-ATPase) und der H'-Pyrophosphatase (PPase/AVP, Arabidopsis
vacuolar H+-pyrophosphatase), zu einem Anstieg des pH-Werts in der Vakuole kommt
(Hedrich et al., 1986 und 1989; Hedrich und Schroeder, 1989; Sze et al., 1999; Maeshima,
2000) und GFP-getaggte Proteine sichtbar werden. Zusatzlich wurden die im Dunkeln
inkubierten Pflanzen mit Inhibitoren des vakuoldren Transports (vier Stunden Brefeldin A
bzw. zwei Stunden Wortmannin der verbleibenden 24 stiindigen Inkubationszeit im Dunkeln)
behandelt. Und anschliefend die verbleibenden GFP-getaggten Proteine in der Vakuole
visualisiert. Brefeldin A (BFA) ist ein bekannter Inhibitor fir spezifische ARF-GEFs (ADP
ribosylation factor guanine nucleotide exchange factor), ihre Hemmung durch BFA bedingt
eine Inhibition der Exozytose und des vakuolaren Transports. Dies fiihrt zu einer
Akkumulation von Plasmamembranproteinen in so genannten BFA-Kompartimenten
(Steinmann et al., 1999; Geldner et al., 2001 und 2003; Grebe et al., 2002). Wortmannin ist
ein Inhibitor der Endozytose und des vakuoldaren Traffickings, Zielproteine sind dabei
Phosphatidylinositol-3-Kinasen und Phosphatidylinositol-4-Kinasen (Matsuoka et al., 1995;
Krinke et al., 2007; Takac et al., 2012). In den Versuchen zeigte sich ein héheres Signal an
PIN2-GFP in der Vakuole induzierter emo-1 Keimlinge nach individueller Gabe beider
Inhibitoren (siehe dazu Abb. 14A). Dies kdnnte auf eine verminderte Degradation und somit
auf einen erhohten pH-Wert in der Vakuole zuriickzufliihren sein, ausgelést durch eine
verminderte Aktivitdit oder Abundanz der vakuoldaren Pumpen. Immundetektionen der
beiden vakuoldaren Pumpen in mikrosomalen Membranen zeigten im Hinblick auf die
Abundanz zwischen emo-1 und Wildtyp keinen Unterschied (siehe dazu Abb. 14B). Durch
anschlielfende Aktivitatstests konnte festgestellt werden, dass kein Unterschied in der
Aktivitat der vakuoldren H'-ATPase besteht (siehe dazu Abb. 14D), jedoch die H'-
Pyrophosphatase in emo-1 kaum noch eine Aktivitat aufweist (siehe dazu Abb. 14E). Nach Li
et al. 2005 weist eine AVP1 (AVP, Arabidopsis vacuolar H-pyrophosphatase) Mutante (avp1-
1) einen vergleichbaren Phanotyp zu emo auf. Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse von
Ferjani anhand der avpl/fugu5 ,loss-of-function” Mutante nur marginale Unterschiede zum
Wildtyp, vielmehr scheint der detektierte Phanotyp von avp1-1 allelspezifisch zu sein (Ferjani
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et al., 2011). Die Hauptfunktion von AVP1 besteht nach Ferjani vornehmlich in der Hydrolyse
von cytosolischem Pyrophosphat (PPi; Ferjani et al., 2011). AVP1 tragt dagegen kaum zum
Aufbau eines elektrochemischen Protonengradient Gber den Tonoplasten bei (Martinoia et
al.,, 2007 und 2012; Krebs et al., 2010; Etxeberria et al., 2012). Messungen des vakuolaren
pH-Werts mit BCECF-AM, einem Indikator fiir den vakuolaren pH-Wert (Versuche wurden
durch AG Schumacher durchgefiihrt; siehe dazu Abb. 14F), konnten nur einen sehr geringen
vakuolaren pH-Wert Unterschied zwischen emo-1 Keimlingen (mit und ohne Ethanol)
detektieren. Um zu Uberpriifen, ob eine proteolytische Degradation von PIN2 in der Vakuole
stattfinden kann, wurden mikrosomale Membranen aus Keimlingen hergestellt, die man
nach Transfer auf Ethanolhaltigem Medium entweder drei Tage im Dauerlicht oder fiir die
letzten 24 Stunden der Inkubationszeit im Dunkeln inkubiert hatte (siehe dazu Abb. 14C).
Denn trotz verminderter Aktivitat der vakuolaren Pumpen im Dunkeln kann nach Laxmi et al.
2008 ein Abbau in der Vakuole stattfinden. Dies konnte er anhand der det3-1 (de-etiolated)
Mutante belegen, denn diese weist eine Beeintrachtigung der vakuoldren H*-ATPase auf,
dies fihrt zu einer verminderten vakuoldren Funktion. Im Dunkeln inkubierte Wildtyp
Keimlinge zeigten demnach ein deutlich schwacheres PIN2-GFP Signal in der Vakuole, als die
det3-1 Mutante.Die PIN2-GFP Immundetektionen zeigen, dass sowohl bei Wildtyp als auch
bei emo-1 ein Abbau von PIN2 im Dunkeln stattfinden kann (siehe dazu Abb. 14C).
AbschlieBend lasst sich zusammenfassend sagen, dass es moglicherweise zu einer leichten
Alkalisierung des vakuolaren pH-Wertes kommt, jedoch kann die proteolytische Degradation
von Proteinen noch erflllt werden. Somit kann auch die Vakuole bzw. der vakuoldre pH-
Wert keine grundlegende Ursache flir das Auxintransportproblem in emo-1 sein.

Der hohe PIN-Gehalt in emo-1 Mikrosomen kann gegebenenfalls auf Defekte in
intrazellularen Vesikeltransportwegen beruhen. PIN Proteine sind in der Plasmamembran
lokalisiert, kdnnen aber durch kontinuierliche Endozytose und Rezyklierung ihre subzellulare
Polaritdit andern (Feraru und Friml, 2008). Dies ist ein entscheidener Regulations-
mechanismus fiir den polaren Transport von Auxin (Kleine-Vehn und Friml, 2008). PIN
Proteinen werden Clathrin-abhangig endozytiert (Dhonukshe et al., 2007) und durch die
ARF-GEF-abhdngige Exozytose vom TGN (Trans-Golgi Netzwerk, trans-golgi network) in REs
(recycling endosomes) zuriick zur Plasmamembran rezykliert (guanine-exchange factor of
ADP-ribosylation factor; Geldner et al., 2001). ARF-GEFs sind essenziell fir die Formierung
von Vesikeln, unter den acht ARF-GEFs in Arabidopsis ist GNOM/EMBRYO DEFECTIVE30
(EMB30) das einzige ARF-GEF, das essenziell fiir die basale PIN-Rezyklierung zustandig ist,
wahrend die apikale PIN und AUX1 Lokalisation und Dynamik in gnom Mutanten nicht
betroffen ist (Fischer et al., 2006; Kleine-Vehn et al., 2006). Werden die PIN Proteine nicht
zur Plasmamembran rezykliert, erfolgt ein Transport Uber das TGN zu den MVBs
(multivesikuldaren Koérperchen, multivesicular bodies), dort findet eine weitere Sortierung
statt, entweder zuriick zum TGN, oder zur endgiiltigen Degradation in die lytische Vakuole
(Murphy et al., 2005; Jirgens und Geldner, 2007; Schellmann und Pimpl, 2009; Reyes et al.,
2011; Robinson und Pimpl, 2013).
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Abb. 20: Intrazelluldrer Vesikeltransport von PIN Proteinen in Arabidopsis thaliana

Internalisierte PIN Proteine durchlaufen eine endozytische Sortierung von der Plasmamembran in
frihe Endosomen. Diese sind Teil des Trans-Golgi Netzwerk (TGN/EE, trans-golgi network/ early
endosome), von hier aus kann eine Rezyklierung zur Plasmamembran stattfinden, oder eine Aus-
bildung von multivesikuldren Kdérperchen (PVC/MVB/LE; prevacuolar compartments/multivesicular
bodies/late endosomes). Dort kann eine weitere Sortierung stattfindet, entweder zuriick zum TGN,
oder zur endgiiltigen Degradation in der lytischen Vakuole. Mithilfe von Inhibitoren ist es moglich,
verschiedene intrazellulare Vesikeltransportprozesse zu hemmen: Brefeldin A (BFA); Cycloheximid
(CHX); Tyrphostin A23 (Tyr A23); Wortmannin (WM); Lantrunculin (LatB); Indol-3-Essigsaure (1AA); 1-
Naphthylessigsdure (NAA); 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D).

endoplasmatisches Reticulum (ER); pre-vacuolar compartments (PVCs); clathrin-mediated endocytosis
(CME); Rho-like GTPase (ROP); ROP-interactive CRIB motif-containing protein (RIC); Plasmamembran
(PM); ADP-ribosylation factor (ARF); GNOM-LIKE 1 (GNL1).

Quelle: Doyle et al., 2015; die Abbildung wurde teilweise modifiziert)

Geeignete Inhibitoren erlauben eine spezifische Hemmung ausgesuchter intrazellularer
Vesikeltransportprozesse (siehe dazu Abb. 20). Interessanterweise hat die Behandlung der
bereits erwahnten Inhibitoren BFA und WM zur Folge, dass sich die immunologisch
nachweisbare Menge an PIN-Proteinen signifikant in mikrosomalen Membranen erhoht
(Kleine-Vehn et al., 2008). Somit konnten Stérungen in intrazelluldren Transportprozessen
ursachlich fir die stark erhohten PIN-Proteinmengen in emo-1 sein.
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Bei zeit- und konzentrationsabhangigen Versuchen unter Verwendung von BFA konnte fest-
gestellt werden, dass die Akkumulation von PIN2-GFP in BFA-Kompartimenten in der emo-1
Mutante signifikant gegenliber dem Wildtyp erhoht ist (siehe dazu Abb. 15). Als Ursache
dafiir kdnnte eine Steigerung des sekretorischen Weges, eine vermehrte Endozytose, eine
verminderte Rezyklierung zuriick zur Plasmamembran oder ein reduzierter Transport zur
Vakuole sein.
Eine Modifikation der Sekretion konnte ausgeschlossen werden, da die beobachteten Effekte
auch in Gegenwart des Proteinbiosyntheseinhibitors Cycloheximid nachweisbar waren.
Eine vermehrte Endozytose kann, wie beispielsweise bei den ROP6 bzw. RIC1 Mutanten
(ROP/Rho-like GTPase; RIC/ROP-interactive CRIB motif-containing protein; vermitteln die
Clathrin Assoziationen mit der Plasmamembran fiir die Clathrin-vermittelte Endozytose und
die Feedback-Regulation durch Auxin; Chen et al., 2012) ursachlich fiir eine erhohte BFA-
Sensitivitat sein. Aus diesem Grund wurde die Endozytose mit Hilfe von FM4-64, einem
lipophilen Styrylfarbstoff (Vida und Emr, 1995) mit dem man das endocytische Trafficking
sichtbar machen kann, tGberprift. Dabei zeigte sich nach Kurzzeitversuchen kein Unterschied
zwischen Wildtyp und der emo-1 Mutanten, folglich kann eine vermehrte Endozytose
ausgeschlossen werden.
Ein Grund fiir die vermehrten Akkumulationen von PIN2 Proteinen in BFA-Kompartimenten
in der emo-1 Mutante kdnnte in einer verminderten Rezyklierung von PIN Proteinen vom
TGN zuriick zur Plasmamembran liegen. Vergleichbar dazu ist die dominante bex5 (BFA-
visualized exocytic trafficking defective) Mutante, die ein , missense” Mutation aufweist,
welche zu einer Stérung des konservierten Sequenzmotivs der kleinen GTPase (RabAlb, RAS
GENES FROM RAT BRAINA1b) fiihrt. Kleine GTPasen sind eine Art molekularer Schalter in der
Signaltransduktionskette und liegen bei der Bindung von GTP (Guanosintriphosphat) in
aktiver und bei der Bindung von GDP (Guanosindiphosphat) in deaktivierter Form vor. Bex5
zeigt genauso wie emo-1 eine vermehrte Proteinakkumulation in unférmigen BFA-
Kompartimenten. Ihre Hauptaufgabe soll in der Regulation des Transports vom TGN/EE zur
Plasmamembran bestehen (Feraru et al.,, 2012; Tanaka et al., 2014). Aus diesem Grund
wurden BFA-Washout Versuche durchgefiihrt, denn es ist bekannt, dass das Auswaschen
von BFA (BFA-Washout) zu einer Relokalisation von PIN Proteinen zuriick an die Plasma-
membran fihrt (Geldner et al., 2001; Gang und Hong-Wie, 2007). Dabei konnte bei emo-1 im
Vergleich zum Wildtyp eine verlangsamte Rezyklierung von PIN2-GFP Proteinen zuriick an
die Plasmamembran detektiert werden (siehe dazu Abb. 17). Jedoch ist eine verlangsamte
Rezyklierung keine Erklarung fir die erhebliche Stabilisation von PIN Proteinen in
mikrosomalen Membranen.
Die vermehrte Akkumulation von PIN2-GFP in BFA-Kompartimenten kénnte gegebenenfalls
auf einen verminderten Transport zur Vakuole hindeuten, wie bei der Mutante HAPLESS13
(Arabidopsis p1 Adaptin AP1IM2 auch HAPLESS13 (HAP13)) eine AP-Mutante (Park et al.,
2013; Teh et al., 2013; Wang et al., 2013). So genannte Adapter Proteine (adapter protein,
AP) koppeln Ladungen mit Mantelproteinen um Komplexe zu formen (Rothman et al., 1996;
Simpson et al., 1996; Drake et al., 2000). Infolgedessen wurden Langzeitversuche mit FM4-
64 (mit und ohne BFA) durchgefiihrt, mit dem Ergebnis, dass der Transport zur Vakuole
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(siehe dazu Abb. 19) verlangsamt ist. Uber ARA7 Kreuzungen (ARA7/AtRabF2b ist ein
Mitglied der kleinen Rab5 GTPasen und ist Teil des vakuoldaren Transportweges, dient als
Marker flir MVBs) konnte nach Wortmanninbehandlung (Wortmannin |6st ein Anschwellen
und eine Fusion der MVBs aus, dies fiihrt zur Bildung von WM-Kompartimenten) ein Clustern
der deutlich kleineren MVBs bei emo-1 detektiert werden (siehe dazu Abb. 18B und D). Dies
spricht moglicherweise dafiir, dass Vesikel/Endosomen bzw. MVBs nicht mehr richtig vom
TGN abgeschniirt werden kdnnen. Zusatzlich Idsst sich eine Unférmigkeit von BFA-Kompar-
timenten erkennen (siehe dazu Abb. 18A). Normalerweise befindet sich im Zentrum der BFA-
Kompartimente das TGN (Trans-Golgi Netzwerk), welches von Golgi Stapeln und MVBs/LE
(multivesicular bodies/late endosomes) umgeben ist (Robinson et al., 2008). In emo-1 ist
dieser Aufbau nicht mehr klar erkennbar. Dieses spricht ebenfalls daflir, dass eine Storung
bei der Abschniirung von Vesikel/Endosomen/MVBs vom TGN bestehen konnte.

Zudem zeigen emo-1 Zellen mit GFP-getaggten PIN Proteinen im cytoplasmatischen Raum
ohne Behandlung ein eher diffuseres Bild in den mikroskopischen Untersuchungen (siehe
dazu Abb. 21), was moglicherweise daftir spricht, dass Vesikel/Endosomen nicht mehr richtig
mit Membranen fusionieren kdnnen. So zeigt sich nach einer Kurzzeitbehandlung mit
niedrigen BFA-Konzentrationen (10 min/10 mM BFA; siehe dazu Abb. 21) bereits deutlich
erkennbare vesikulire PIN2-GFP Akkumulationen, wahrend im Wildtyp kaum eine Anderung
zu detektieren ist. Erstaunlicherweise konnte zudem mit Tyrphostin A23 in Kombination mit
BFA in emo-1 (siehe dazu Abb. 16) eine Lokalisation von PIN2 in BFA-Kompartimenten
beobachtet werden.

Tyrphostin A23 ist ein Endozytoseinhibitor und inhibiert die Interaktion der u2 Untereinheit
vom Clathrin-Bindungs-AP-2 Adapter Komplex und dem endocytischen Motiv (Motley et al.,
2003; Ortiz-Zapater et al., 2006; Dhonukshe et al., 2007; Titapiwatanakun et al., 2009;
Dambournet et al., 2011). Dies fuhrt beim Wildtyp dazu, dass PIN Proteine nicht mehr in
BFA-Kompartimenten lokalisiert sind. Hingegen kommt es bei der emo-1 Mutante zu einer
Akkumulation von PIN2-GFP in BFA-Kompartimenten (siehe dazu Abb. 16), grundlegend
dafir kann jedoch keine vermehrte Endozytose sein, denn diese wurde mit FM4-64 bereits
Uberprift. Untersuchungen von Dhonushke et al. 2007 konnten jedoch zeigen, dass nach
Gabe von Tyrphostin A23 noch TGN/EE/RE in BFA-Kompartimenten zu finden sind. Dies
konnte er anhand von TGN/Endosomen Markern (GNOM/ARF1 (ADP-ribosylation factor,
lokalisiert am Golgi und TGN, VHA-al/vacuolar H*-ATPases-al) belegen. Somit kdnnen
folglich nur mit PIN2-GFP besetzte Vesikel in den BFA-Kompartimenten akkumulieren, die
sich im cytoplasmatischen Raum befinden und bereits vor der Behandlung mit Tyrphostin
A23 endozytiert wurden (Dhonushke et al., 2007). Dies unterstitzt die Vermutung, dass sich
in emo-1 Mutanten eine Vielzahl von freien PIN2-besetzten Vesikeln im cytoplasmatischen
Raum befinden, die zur Formierung von BFA-Kompartimenten (intrazelluldre vesikuladre
Strukturen) nach Endozytoseinhibitorgabe fihren.

Die deutlich starkere Hemmung mit dem Endozytoseinhibitor NAA gegeniiber Tyrphostin
A23 bei der Mutante (verminderte Anzahl von BFA-Kompartimenten und das deutlich
schwachere PIN2-GFP-Signal in BFA-Kompartimenten) ldsst sich anhand der unter-
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Abb. 21: PIN2-GFP in Wildtyp (PIN2::PIN2-GFP) und der emo-1 Mutante (PIN2::PIN2-GFP x emo-
1)ohne (Kontrolle) und mit BFA-Behandlung

Epidermiszellenvier Tage alter WT (PIN2::PIN2-GFP) und emo-1 (PIN2::PIN2-GFP x emo-1)
Keimlinge, die auf 1x MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,1 % (v/v) EtOH angezogen wurden. Die
Keimlinge wurden vor der mikroskopischen Untersuchung wie folgt behandelt:10 uM BFA und 2
UM FM4-64 fur 10 Minuten(MaRstab=10 pm; Aufnahmen: Epidermiszellen, Confocal SP8).

schiedlichen Wirkmechanismen begriinden. NAA wirkt im Gegensatz zu Tyrphostin A23
namlich indirekt Gber ROP (Rho-like GTPase) und seinen Effektor RIC (ROP-interactive CRIB
motif-containing protein). ROP wird durch Auxin aktiviert, der aktivierte ROP-RIC Weg
inhibiert die Internalisation von PIN Proteinen durch die stabilisierende Wirkung von RIC auf
F-Aktin. Zudem soll die inhibierende Wirkung von NAA ebenfalls auf das endosomale
Trafficking Einfluss nehmen (Chen et al., 2012; PIN1/ARA7-markierte Vesikel zu Recycling-
Vesikel/leaf epidermal pavement cells; Nagawa et al., 2012). Durch diese Stabilisation von
Aktin wird somit zum einen die Clathrin-vermittelte Endozytose unterbunden und zum
anderen kann auch der Transport von bereits endozytierten Vesikeln tGber Aktin nicht mehr
stattfinden. Folglich kénnen sich Vesikel/Endosomen im Cytoplasma nicht mehr effektiv zu
BFA-Kompartimenten formen.

Diese Ergebnisse sprechen somit daflir, dass Vesikel in emo-1 nicht mehr effektiv mit der
Plasmamembran bzw. generell mit Membranen fusionieren kdnnen. Auch hier kénnte eine
mogliche Ursache bei den Rab GTPasen liegen. Rab GTPasen sind kleine GTPasen, die zur Ras
Superfamilie gehoren, sie spielen eine Rolle im ,,membrane trafficking®, indem sie das
,Tethering” und die Fusion von Transportvesikeln und Organellen zu Zielmembranen
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vermitteln. Zu den Rab GTPasen gehéren das pflanzenspezifische ARA6 (RabF1), ARA7
(RabF2b) und RHA1 (RabF2a), dabei sind die beiden letztgenannten ortholog zum tierischen
Rab5 (Ueda et al.,, 2001; Vernoud et al.,, 2003). ARA6, ARA7 und RHA1 sind an MVBs
lokalisiert (Ueda et al., 2004; Lee et al., 2004; Haas et al., 2007; Ebine et al., 2011; Bottanelli
et al., 2011 und 2012). Einzelmutanten wie ara7, rhal und ara6 weisen gegeniiber Wildtyp
keinen Unterschied auf, was moglicherweise auf eine funktionelle Redundanz zwischen den
Rab5 Mitgliedern zuriickzufiihren ist. Jedoch sind Doppelmutanten wie araZrhal oder
knockout Aktivator Mutanten wie AtVPS9a (VACUOLAR PROTEIN SORTING 9a (VPS9a) ist
dabei ein Aktivator von allen Rab5 Mitgliedern in A. thaliana) letal (Goh et al., 2007; Ebine et
al., 2011; Inoue et al., 2013).Zudem konnte in Mammalia Zellen festgestellt werden, dass 14-
3-3C (14-3-3 zeta) an p85, eine regulatorische Untergruppe von PI3-Kinasen (PI3K,
Phosphoinositid-3-Kinasen) bindet, diese aktiviert und somit die PI3K Translokation zur
Zellmembran erhoht (Neal et al., 2012). Diese wiederum soll Rab5 aktivieren (Runyan et al.,
2012).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass es wahrscheinlich ist, dass mehrere Interaktions-
partner in den Vesikeltransportprozessen durch die Reduktion der Expression der drei 14-3-3
Isoformen (epsilon, mu, omicron) betroffen sind. Denn schlielllich wurde eine komplette
phylogenetische Gruppe fast vollstandig ausgeschaltet, der zudem grundlegende
eukaryotische Funktionen zugesprochen werden. Welche spezifischen Proteine dabei
beteiligt sind, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht herausgefunden werden.
Hauptprobleme des Auxintransports scheinen jedoch insbesondere im Bereich von TGN und
Transportvesikeln zu liegen. Die erhaltenen Ergebnisse deuten moglicherweise auf
Schwierigkeiten bei der generellen Abschniirung bzw. Fusion von Vesikeln/Endosomen und
auf eine gestorte Reifung der MVBs hin. Wie bei der gnom Mutanten kann auch bei emo
nicht davon ausgegangen werden, dass die Storung im Auxintransport nicht ein sekundarer
Effekt ist, der sich manifestiert und den eigentlichen Defekt bzw. die Defekte in den
Hintergrund setzt (Shevell et al., 2000). So kdnnten moglicherweise Probleme im Zytoskelett
bestehen, denn Interaktionstests bei Eukaryoten zeigen, dass direkte bzw. indirekte
Interaktionen zwischen 14-3-3 Proteinen und Komponenten des Zytoskeletts detektierbar
sind (Dorner et al., 1999; Kent et al., 2010; Robinson, 2010; Sluchanko und Gusev, 2010;
Pignocchi et al., 2011; Lee et al., 2015).

Um einen genaueren Einblick dariiber zu bekommen, welche Interaktionspartner in der emo
Mutanten betroffen sind, missen noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. Die
amiRNAI Linien bieten eine Moglichkeit eine Komplementation mit einzelnen Isoformen,
sprich epsilon, mu und omicron durchzufiihren und somit herauszufinden, welche Isoform
den meisten Einfluss auf emo hat und zu einer Normalisierung des emo Phanotyps fihrt.
Mithilfe eines Protein-Tags an den unterschiedlichen Isoformen konnte zudem eine Co-
Immunprazipitation durchgefiihrt und mogliche 14-3-3/Zielproteinkomplexe aus Pflanzen
isoliert werden.

Erganzende EM-Untersuchungen kdnnten ein detaillierteres Bild Gber mogliche Fusions- und
Abschniirungsproblemegeben. Zudem sind Endosomen dadurch genauer im Detail (Form,
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PIN2-GFP-Signalstarke und Menge) verifizierbar. Zusatzliche PIN2-GFP Markierungen in den
EM-Aufnahmen (mit NAA und Tyrphostin A23 in Verbindung mit und ohne BFA) wiirden im
Bezug auf die Menge der endozytierten Vesikel einen weiteren Einblick bieten und den
inhibierenden Effekt von Tyrphostin A23 und NAA auch bei emo-1 untermauern.

Auch sollten noch weitere Untersuchungen beziiglich des Zytoskeletts stattfinden, wie eine
Anfarbung von Aktin und Tubulin, um noch einen genaueren Aufschluss zu bekommen, ob
im Zytoskelett und somit im grundlegenden Vesikeltransport ein Problem besteht.

Um die Spezifitdt der Stabilisation von PIN Proteinen zu untermauern, sollten zusatzlich
andere rezyklierende Membranproteine untersucht werden, die einen &hnlichen
Transportweg wie PIN Proteine aufweisen.
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5. Zusammenfassung

14-3-3 Proteine bilden eine Familie von hoch konservierten regulatorischen Molekilen, die
in allen Eukaryoten exprimiert werden. Sie sind Phosphoserin/threonin Sensoren und
modifizieren die Aktivitat ihrer Zielproteine. In Arabidopsis thaliana werden 13 hoch
homologe Isoformen exprimiert, die in zwei phylogenetische Gruppen unterteilt werden, die
Epsilon und die Non-Epsilon Gruppe.

In dieser Arbeit sollte die Funktion und die genaue Bedeutung der 14-3-3 Epsilon Gruppe im
Hinblick auf Wachstums-und Differenzierungsprozesse in Arabidopsis thaliana analysiert
werden.Diesbezliglich wurde eine RNAi-Mutante untersucht, die eine ethanolabhdngige
Reduktion der Expression der drei Isoformen epsilon, mu und omicron fihrt.
DieseemoMutante(drei unabhangige emo-Linien: emo-1, emo-2 und emo-3; emo-1 diente als
Grund-lage fir alle weiteren Versuche und Kreuzungen) zeigt als Folge einer
Ethanolinduktion einen pleiotropen Phanotyp, der sich im Licht durch epinastische
Kotyledonen, ein verlangertes Hypokotyl und ein verkiirztes Wurzelwachstum ohne
Lateralwurzeln und im Dunkeln durch ein verklrztes Hypokotyl ohne Plumulahaken
auszeichnet. Auf der Grundlage physiologi-scher Experimente und Untersuchungen und
unter Einsatz von Auxin-responsiven Reportern (DR5::GUS, DR5,.,::GFP) konnte eine
Inhibierung des polaren Auxintransports als ursachlich fiir den emo Phanotyp aufgezeigt
werden. Die Reduktion der Expression von emo fiihrt demnach zu einer Akkumulation von
Auxin in den oberirdischen Pflanzenteilen wahrend die Wurzel an Auxin verarmt.

14-3-3 Proteine sind als Aktivatoren des plasmamembranstindigen H'-ATPase bekannt,
deren Aktivitat entscheidend fiir den Import von Auxin in die Zelle und damit sekundar fir
den gerichteten Export ist. Pharmakologische und insbesondere genetische Ansatze, die eine
induzierbare Expression einer konstititiv aktiven H'-ATPase erméglichen, machte deutlich,
dass eine Inhibierung des Enzyms als Folge der reduzierten 14-3-3 Expression nicht die
Ursache des emo-Phadnotyps ist. Ebenso konnte mittels rBiFC und Y2H Experimente keine
direkte Interaktion zwischen 14-3-3 und PIN Proteinen, bekannte Auxin Effluxcarrier,
nachgewiesen werden. Immunologische Untersuchungen von PIN::PIN-GFP Linien zeigten
jedoch, dass der PIN Gehalt in Mikrosomen aus ethanolinduzierten emo-Keimlingen
signifikant gegeniliber den Kontrollen gesteigert ist. Da dies nicht auf eine verdnderte
Transkription zurlickzufihren war, wurden nachfolgend vesikuldre Transportprozesse im
Detail analysiert. Die in vivo Visualisierung von PIN2 auf der zelluldren Ebene in Kombination
mit Vesikeltransportinhibitoren wir Brefeldin A und Wortmannin oder endosomale Marker-
proteine zeigte eindeutig, dass die reduzierte Expression von 14-3-3 Epsilon Mitgliedern eine
Hemmung multipler endocytischer Transportwege zur Folge hat. So lassen sich Defekte im
Transportweg vom TGN zur Vakuole sowie zur Plasmamembran nachweisen. Demzufolge
sind 14-3-3 Epsilon Mitglieder fiir den endocytischen Vesikeltransport in pflanzlichen Zellen
somit flr Wachstums- und Differenzierungsprozesse von entscheidender Bedeutung.
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