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1. Einleitung

1.1 Cytokinine

1.1.1 Cytokininmetabolismus und Cytokininsignaltransduktion

Das Wachstum und die Entwicklung von Pflanzen werden unter anderem gesteuert
durch das Wirken von Phytohormonen. Zu diesen gehdrt eine Gruppe natiirlich
vorkommender N’-substituierter Adeninderivate, die zusammengefasst als Cytokinine
bezeichnet werden. Urspriinglich entdeckt auf Grund ihrer zellteilungsfordernden
Wirkung (Miller et al., 1955; Skoog et al., 1965), sind heutzutage eine Vielzahl von
pflanzlichen Entwicklungsprozessen bekannt, die durch Cytokinine gesteuert werden.
Zu diesen gehoren die Regulation der Zellproliferation und Differenzierung in Wurzel-
und Sprossapikalmeristem (Werner et al., 2003; Dello loio ef al., 2008a; Gordon et al.,
2009; Bartrina et al., 2011), der Apikaldominanz (Sachs and Thimann, 1967), der
Seneszenz (Gan and Amasino, 1995; Kim et al., 2006), der Samengrofie (Riefler et al.,
2006), der Nodulation in Leguminosen (Gonzalez-Rizzo et al., 2006), der Entwicklung
des Leitgewebes (Yamada et al., 2001; Mahonen et al., 2006a; Nieminen et al., 2008),
der GroBe der Bliitenorgane (Bartrina et al., 2011), der Entwicklung des weiblichen
Gametophyten (Deng et al., 2010; Kinoshita-Tsujimura and Kakimoto, 2011; Cheng et
al., 2013), die Vermittlung des Erndhrungsstatus (Takei et al., 2001b) und die Reaktion
auf Stress (Werner et al., 2010; Nishiyama et al., 2011). Viele dieser Prozesse werden
im Zusammenspiel mit anderen Phytohormonen kontrolliert (Laplaze et al., 2007; Dello
loio et al., 2008b; Miiller and Sheen, 2008; Zhao et al., 2010; Bishopp et al., 2011a;
Bishopp et al., 2011b; Kitomi et al., 2011; Marhavy et al., 2011; Zhang et al., 2011Db).

Die verschiedenen Mitglieder der Gruppe der Cytokinine unterscheiden sich chemisch
sowohl hinsichtlich der Form der Seitenkette als auch auf Grund verschiedener
moglicher Modifikationen am Purinring (Mok and Mok, 2001). Neben der
grundlegenden Unterscheidung nach Isoprenoid- oder aromatischer Seitenkette,
unterscheidet man noch je nachdem, ob die Isoprenoidseitenkette hydroxyliert ist oder
nicht, die Zeatin(Z)-Typ Cytokinine und Isopentenyladenin (iP). Erstere unterteilen
sich, je nach vorliegender Isoform, in trans-Zeatin (tZ) und cis-Zeatin (cZ) (Abb. 1). iP-
und tZ-Typ Cytokinine sind die am hédufigsten vorkommenden Formen in Arabidopsis
thaliana (Arabidopsis) (Sakakibara, 2006), in Mais und Reis hingegen sind dies die cZ-
Typen (Izumi et al., 1988; Veach et al., 2003). Zeatin-Typ Cytokinine konnen an der
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hydroxylierten Isoprenoidkette acetyliert sein oder durch Anfiigen von Glukose oder
Xylose O-glykosyliert werden. Am Purinring kann die 3-, 6- oder 9-Position mit
Glukose, Ribose, Alanin oder Xylose modifiziert sein und die 2-Position mit

Mehtylthiogruppen.

.. @@@ @> k'>

Isopentenyladenlne trans-zeatin cis-zeatin Benzyladenine
iP tz cZ BA

OH OH

Isopentenyladenosine-5'-
-monophosphate

iPMP
Abbildung 1. Chemische Strukturen verschiedener Cytokinine (aus Heyl et al., 2006).

Die zentralen Enzyme des Cytokininmetabolismus und die diese kodierenden
Genfamilien sind identifiziert (Abb. 2). Die Synthese erfolgt durch
Isopentenyltransferasen, flir die in Arabidopsis neun Gene kodieren (/P71 bis IPTY,
(Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001a)). Sieben von diesen (IPT1 und IPT3 bis IPTS)
synthetisieren Cytokinine, indem sie den Isoprenoidvorldaufer Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP) auf die N’-Position von ATP oder ADP transferieren, wodurch
Isopentenyladenosintriphosphat oder -diphosphat entstehen. Das von diesen IPTs
verwendete DMAPP entsteht zum grofiten Teil im Chloroplasten (Kasahara et al.,
2004). Die Biosynthese von c¢Z-Typ Cytokininen erfolgt durch die Prenylierung von
tRNAs durch IPT2 und IPT9 und daran anschlieBende Hydrolyse (Miyawaki et al.,
2006). Das hierfiir verwendete DMAPP entsteht vermutlich groBtenteils im Cytosol.
Die Analyse der subzelluldren Lokalisation der IPTs deutet darauf hin, dass ein Grof3teil
der Cytokinine in Plastiden synthetisiert wird, in welchen IPT1, IPT3, IPTS und IPT8
lokalisiert sind. IPT4 ist im Cytosol und IPT7 in den Mitochondrien. In Abhéngigkeit
von einer Farnesylierung kann IPT3 auch im Kern oder Cytosol vorkommen (Galichet
et al., 2008). Wenig ist hingegen iiber die Synthese von aromatischen Cytokininen
bekannt (Sakakibara, 2006).

iP-Typ Nukleotide konnen durch die Aktivitdt der Cytochrom-P450-Monooxygenasen
CYP735A1 und CYP735A2 zu tZ-Typ Nukleotiden hydroxyliert werden (Takei ef al.,

2004b). Diese werden deutlich stirker in der Wurzel als im Spross exprimiert.
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Moglicherweise existiert daneben noch ein iP-unabhédngiger Weg, der zu tZ-Typ

Cytokininen fiihrt (Astot et al., 2000).

CYP735A
PT iPRTP —» {ZRTP e
gk
ATP/ADP/AMP l l DMAPP
+ iPROP —» 1ZRDP /
DMAPP i l tRNA-IPT
v

iPRMP —— tZRMP cZRMP

mano + " [N\geg/ |1 |t

e ‘
S'“""”+\i iPR tZR cZR

ot )T

Cytokinin ~ |UGT LiP Z cZ
glucosides

Abbildung 2. Ubersicht iiber den Cytokininmetabolismus (modifiziert nach Werner und
Schmiilling, 2009).

Dargestellt sind die an Biosynthese (IPT), Hydroxylierung (CYP735A), Aktivierung (LOG),
Deaktivierung (UGT) und Abbau (CKX) beteiligten Enzyme. Die Abbildung zeigt die fiir die
Synthese verwendeten Ausgangsmolekiile (ATP, ADP, AMP, tRNA, DMAPP), die freien
Cytokininbasen (iP, tZ, cZ), die jeweiligen Riboside (iPR, tZR, ¢ZR), Mono-, Di- und
Triphosphate (iPRMP, tZRMP, cZRMP, iPRDP, tZRDP, iPRTP, tZRTP) und Abbauprodukte
(Ade, Ado, Isoprenoidseitenkette).

Die an den Cytokininrezeptor bindende und somit biologisch aktivste Form ist die
Cytokininnukleobase (Hothorn ef al, 2011). Diese entsteht direkt aus dem
Cytokininnukleosidmonophosphat durch die Aktivitit der Phosphoribohydrolase
LONELY GUY (LOG) (Kurakawa et al., 2007). In Arabidopsis kodieren sieben LOG
Gene (LOGI bis LOGS5, LOG7 und LOGS) fiir funktionelle Proteine (Kuroha et al.,
2009) und sind fiir den groften Teil der Entstehung von Nukleobasen aus
Cytokininnukleotiden verantwortlich (Tokunaga ef al., 2012). Sie werden zum Teil in
tiberlappenden und zum Teil spezifischen Dominen exprimiert. Insgesamt wird in
jedem Gewebe der Pflanze mindestens ein Vertreter exprimiert (Kuroha et al., 2009).

Neben den Nukleotiden und Nukleobasen kommen in pflanzlichen Geweben N- und
O-glykosylierte Cytokinine vor. Man geht davon aus, dass diese Modifikationen
endgiiltige bzw. transiente Arten der Deaktivierung darstellen (Mok and Mok, 2001). Es
wurden Enzyme identifiziert, welche die N-Glykosylierung an den Positionen 7 und 9
des Purinrings in vitro katalysieren (Hou et al., 2004) und fiir zwei von diesen
(UGT76C1 und UGT76C2) auch diese in vivo Funktion bestitigt (Wang et al., 2011;
2013). Die O-Glykosylierung an der Seitenkette von Z-Typ Cytokininen soll ebenfalls
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der Deaktivierung dienen. Gleichzeitig jedoch stellen O-glykosylierte Cytokinine
Speicherformen dar, da diese Glykosylierung reversibel ist (Brzobohaty et al., 1993). Es
sind bisher eine Reihe von Zeatin-O-Glykosyltransferasen aus verschiedenen Pflanzen
isoliert und beschrieben worden (Martin et al., 1999a; b; Martin et al., 2001; Veach et
al., 2003; Kudo et al., 2012). Die O-Glyosylierung erfolgt in Arabidopsis in Cytosol
und Kern (Jin er al, 2012), die Speicherung von Cytokinin-O-Glykosiden
moglicherweise in der Vakuole (Kiran ef al., 2012).

Die Perzeption des Cytokininsignals erfolgt in Arabidopsis {iber die drei
membranstidndigen Histidinkinaserezeptoren AHK2, AHK3 und AHK4/CRE1/WOL
(Hwang and Sheen, 2001; Inoue ef al., 2001; Suzuki et al., 2001; Yamada et al., 2001).
Die Rezeptoren sind hauptsdchlich im Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert
und moglicherweise auch zum Teil in der Plasmamembran (Caesar et al., 2011;
Waulfetange et al, 2011). Die Bindung der Cytokininbase erfolgt an die CHASE-
Doméine im ER-Lumen oder Apoplasten und induziert Dimerisierung und
Autophosphorylierung der Rezeptoren (Dortay et al., 2006). Die Cytokininrezeptoren
besitzen unterschiedliche Affinitdt zu den verschiedenen Cytokininmetaboliten
(Romanov et al., 2005; Romanov et al., 2006; Stolz et al., 2011) und unterscheiden sich
in ihren Expressionsdoméanen (Stolz et al., 2011). Nach der Cytokininbindung folgt eine
Phosphorylierungskaskade iiber Histidin-Phosphotransferproteine (AHP1 bis AHPS)
(Hutchison et al., 2006) auf eines der elf B-Typ Responseregulatorproteine (B-Typ
ARRs). Bei diesen handelt es sich um Transkriptionsfaktoren (Sakai et al., 2001), die
auf solche Weise aktiviert primdre Antwortgene der Cytokininantwort anschalten
(Brenner et al., 2005). Unter den AHPs und B-Typ ARRs besteht eine grofe
funktionelle Redundanz, jedoch deutet die detaillierte Analyse verschiedener
Mehrfachmutanten auf spezifische Beteiligungen an bestimmten Entwicklungsschritten
hin (Mason et al., 2005; Yokoyama et al., 2007; Ishida et al., 2008). Unter den priméaren
Antwortgenen befinden sich auch die zehn A-Typ ARR Gene, welche als negative
Modulatoren das Cytokininsignal regulieren (Hwang and Sheen, 2001; To et al., 2004),
sowie cytokinin response factors (CRF) (Rashotte et al., 2006). Auch die A-Typ ARRs
weisen eine hohe funktionelle Redundanz auf, aber auch bei diesen konnten bereits
spezifische Funktionen identifiziert werden (To ef al., 2004; Miiller and Sheen, 2008).
Eine Besonderheit in diesem Signalweg stellt ein weiteres Histidin-
Pseudophosphotransferprotein (AHP6) dar, welches auf dem Weg der Kompetition um
die Phosphorylierung ohne darauffolgende Weitergabe das Cytokininsignal abschwécht
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(Mahonen et al., 2006a). Aullerdem besitzt AHK4 ohne gebundenes Cytokinin eine
Phosphataseaktivitit, welche das Cytokininsignal abschaltet (Mahonen et al., 2006b).
Dies zeigt, dass auf mehreren Stufen der Signalweiterleitung eine Modulation des
Cytokininsignals erfolgt. Neben den drei an der Cytokininbindung beteiligten
Histidinkinasen spielt auch die Histidinkinase CYTOKININ INSENSITIV 1 (CKI1),
welche selbst kein Cytokinin bindet, eine wichtige Rolle bei der Modulierung des
Cytokininsignals bei speziellen Entwicklungsschritten (Kakimoto, 1996; Deng et al.,
2010).

1.1.2 Eigenschaften der Cytokinin-abbauenden CKX Enzyme

Die irreversibele Deaktivierung von Cytokininen erfolgt durch
Cytokininoxidasen/-dehydrogenase =~ (CKX)  Enzyme. Diese  spalten  die
Isoprenoidseitenkette ab, so dass ein Adenin bzw. Adenosin und das Seitenketten-
Aldehyd entstehen (Brownlee et al., 1975). Es handelt sich um Flavinadenindinukleotid
(FAD)-abhédngige Oxidoreduktasen, welche das FAD als Kofaktor kovalent gebunden
haben (Bilyeu et al.,, 2001). In Mais wurde ein moglicher natiirlicher sekundirer
Elektronenakzeptor identifiziert (Frébortova et al., 2010), in Arabidopsis ist ein solcher
bislang nicht bekannt. Die Aufklidrung der Kristallstruktur eines CKX Enzyms aus Mais
ergab, dass die Isoprenoidseitenkette im Inneren des Proteins gebunden wird und der
Adeninring in einer trichterférmigen Vertiefung der Proteinoberfliche liegt (Malito et
al., 2004). Das Enzym zeigt keine Konformationsinderung nach Bindung des
Substrates, sondern behilt seine Struktur fast unverdndert bei. Kleine Unterschiede in
der Aminosdurezusammensetzung im Bindetrichter verschiedener CKX Enzyme
werden als mogliche Ursache fiir unterschiedliche Substratpriaferenzen verschiedener
CKX Enzyme diskutiert (Galuszka et al., 2007).

In Arabidopsis kodiert eine Genfamilie bestehend aus sieben Mitgliedern fiir Enzyme
mit CKX Aktivitdt (CKXI bis CKX7) (Werner et al., 2003; Kollmer, 2004). In anderen
Pflanzen konnen dies mehr sein, in Grasern wurden oftmals bis zu elf CKX Gene
identifiziert (Schmiilling et al., 2003; Mameaux et al, 2011). Phylogenetische
Analysen weisen darauf hin, dass die CKX Gene unterschiedlichen Gruppen zugeordnet
werden konnen, die zum einen orthologe Gene aus verschiedenen Pflanzenarten

enthalten und zum anderen in Folge von relativ jungen Genduplikationen mehrere
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paraloge Gene enthalten (Schmiilling et al., 2003; Werner et al., 2006; Gu et al., 2010;
Mameaux et al., 2011).

Der Vergleich der verschiedenen CKX Proteinsequenzen zeigt, dass konservierte
funktionelle Doménen existieren. Diese sind zum einen die FAD-bindende Doméne, die
Substratbindungsdoméne, sowie weitere hochkonservierte Bereiche mit bislang
ungeklérter Funktion (Schmiilling ef al., 2003; Malito et al., 2004; Gu et al., 2010). Es
konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen Geweben und Pflanzenarten
(Gartenbohne, Mais, Tabak) ein variierender Anteil der CKX Aktivitit an das
Vorkommen von Mannose-Glykanen an den Proteinen gekoppelt ist (Chatfield and
Armstrong, 1988; Burch and Horgan, 1989; Kaminek and Armstrong, 1990; Motyka et
al.,, 1996) und mit bioinformatischen Vorhersageprogrammen wurden fiir alle
Arabidopsis CKX Proteine aufler CKX7 N-Glykosylierungsstellen vorrausgesagt
(Schmiilling et al., 2003). Bei ZmCKX1 konnten in der Kristallstruktur Glycanreste
identifiziert werden (Malito et al., 2004). Auf Grund von Beobachtungen, dass nach
Induktion von Pflanzen mit Cytokinin ein erhohter Teil der CKX Aktivitit mit
glykosylierten Enzymen assoziiert ist (Motyka et al., 1996; Motyka et al., 2003), wird
eine mogliche Funktion der N-Glykosylierung bei der Regulation der CKX Aktivitit
diskutiert. Die Deglykosylierung von heterolog hergestelltem ZmCKX1 fiihrt zu einer
Abnahme der Aktivitdt zwischen 10 % und 30 % (Kopecny et al., 2005; Franc ef al.,
2012). Eine detaillierte Analyse der posttranslationalen Modifikationen eines aus
Pflanzen aufgereinigten CKX Enzyms wurde bislang nicht vorgenommen. Der direkte
Vergleich von aus Pflanzen aufgereinigtem ZmCKX1 mit in Pichea exprimiertem zeigt
Unterschiede in der N-Glyosylierung (Bilyeu ef al., 2001).

Die Analyse der subzelluldren Lokalisation von an GFP fusionierten CKX Proteinen aus
Arabidopsis deutet auf eine Spezialisierung der einzelnen Enzyme hin. CKX1 und
CKX3 lokalisieren im Endomembransystem und der Vakuole, CKX2, CKX4 und
CKX6 werden vermutlich sekretiert und CKX7 lokalisiert im Cytosol (Werner et al.,
2003; Kollmer, 2009).

Die heterologe Expression fiihrt in verschiedenen eukaryotischen Systemen (ZmCKX1
in Pichia pastoris, Physcomitrella patens, Yarrowia lipolytica, CKX2 in Saccharomyces
cerevisiae, CKXI bis AtCKX7 in Tabak, CKXI und CKX3 in Pichia pastoris) und auch
in Escherichia coli zu aktiven Enzymen (Houba-Herin et al., 1999; Morris et al., 1999;
Werner et al., 2001; Malito et al., 2004; Kopecny et al., 2005; Frébortova et al., 2007,
Galuszka et al., 2007; Kowalska et al., 2010). Sowohl in Tabak als auch in P. pastoris
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und S. cerevisiae exprimierte Arabidopsis CKX Enzyme wurden fiir die Bestimmung
der Substratspezifitit verwendet. Diese unterscheidet sich zwischen den Enzymen und
ist abhéngig vom pH-Wert. Es ldsst sich die Tendenz erkennen, dass die sekretierten
CKX Enzyme CKX2 und CKX4 die hochste Aktivitit insgesamt und die hdchste
Aktivitdt gegeniiber freien Cytokininbasen besitzen, wéihrend CKX3 die hdochste
Aktivitdt  gegeniiber  iP-Nukleosidmono, -di- und -triphosphat, das im
Endomembranraum lokalisierte CKX1 gegeniiber den Cytokininnukleosidmono, -di-
und -triphosphaten sowie iP9G und das cytosolische CKX7 ebenfalls gegeniiber iP9G
zeigen (Galuszka et al., 2007; Kowalska et al., 2010). Ein direkter Vergleich der
absoluten Aktivitdt von in Pflanzen mit in anderen eukaryotischen Systemen heterolog
exprimierten CKX Enzymen ist nicht moglich.

Die CKX Gene zeigen in Arabidopsis sich unterscheidende Expressionsmuster, wobei
die Expressionsstirke insgesamt niedrig ist und die Expressionsdominen klein. Die
meisten der CKX Gene werden in teilungsaktivem Gewebe exprimiert (CKX/, CKX2,
CKX4, CKX5) und CKX6 vor allem im Leitgewebe (Werner et al., 2003). Daneben
existieren weitere kleine Expressionsdoménen, die sich zum Teil, beispielsweise in den
Seitenwurzelprimordien, den Leitgeweben von Spross und Wurzel und den
Seitenknospen, mit denen der /PT Gene iiberlappen, was auf eine Funktion von
Cytokinin als parakrines oder autokrines Signal hinweist (Werner et al., 2006). Die
Expression von CKX Genen wird durch die exogene Gabe von Cytokinin induziert, was
als Riickkopplungsschleife bei der Aufrechterhaltung der Cytokininhomdostase
gedeutet wird (Brugiere et al., 2003; Motyka et al., 2003; Werner et al., 2006).
Insgesamt scheinen die CKX Enyzme neben anderen redundanten Mechanismen fiir die
Inaktivierung von  Cytokinin eine Rolle bei der Feinregulation von
Entwicklungsprozessen zu spielen. Unterschiede bei Substratspezifitit, subzelluldrer
Lokalisation und Expressionsorten deuten gleichzeitig auf eine Spezialisierung
einzelner CKX Enzyme hin. So zeigen ckx3 ckx5 Arabidopsispflanzen Verdnderungen
im Infloreszenzmeristem und der Bliitenentwicklung (Bartrina et al., 2011) und in Reis
hat bereits die verringerte Expression nur eines CKX Gens (OsCKX2) phéanotypische
Konsequenzen (Ashikari et al., 2005).

Die Uberexpression der verschiedenen CKX Gene aus Arabidopsis fiihrt zu
unterschiedlich stark ausgeprédgten phénotypischen Verdnderungen. Wéhrend Pflanzen,
die CKX1, CKX3 oder CKX5 iiberexprimieren, starke Verdnderungen in Spross und
Wurzel zeigen, hat die Uberexpression von CKX2, CKX4 oder CKX6 deutlich geringere
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Auswirkungen (Werner et al., 2003; Galuszka et al., 2007). Dies ist iiberraschend, da
CKX2 und CKX4 die hochste messbare Aktivitdt in vitro zeigen (Galuszka et al.,
2007). Die Uberexpression der CKX Gene in Arabidopsis fiihrt zu einer Verringerung
des Cytokiningehaltes auf 30 % bis 50 % des Wildtypgehaltes und zu phanotypischen
Verdnderungen, die unter dem Begriff Cytokinindefizienzsyndrom zusammengefasst
werden. Dieses umfasst ein kleineres Sprossapikalmersitem auf Grund der fritheren
Differenzierung von meristematischen Zellen, eine langsamere Entwicklung des
Sprosses mit einer verspidteten Blithinduktion und kleineren Rosettenblittern.
Gleichzeitig zeigen die Pflanzen ein stirkeres Wurzelwachstum und mehr
Lateralwurzeln (Werner et al., 2003). Die Uberexpression des cytosolischen CKX7 zeigt
einen davon abweichenden Phénotyp mit stark verringertem Wurzelwachstum

(Kollmer, 2009).

1.1.3 Cytokinintransport

Die in den vorherigen Abschnitten beschriebene unterschiedliche subzellulédre
Lokalisation von Synthese (Plastiden, Mitochondrien, Cytosol), Aktivierung (Cytosol),
Perzeption (ER-Lumen, Apoplast), Speicherung (Vakuole) und Deaktivierung (ER-
Lumen, Apoplast, Cytosol) sowie die unterschiedliche subzelluldre Verteilung von
Cytokininen (Polanska et al., 2007) weisen auf eine mogliche Bedeutung der
Kompartimentierung bei der Erzeugung des Cytokininsignals hin, zeigen vor allem aber
deutlich den Bedarf nach intrazellulirem Transport von Cytokininen. Intrazelluldre
Cytokinintransporter sind bislang nicht beschrieben worden.

Es wird angenommen, dass Cytokinin neben der Funktion als auto- und parakrines
Signal in Geweben, in denen sowohl Gene der Cytokininsynthese, als auch der
-aktivierung und -signaltransduktion exprimiert werden, auch eine Funktion als
Langstreckensignal hat. Es existiert ein Austausch von Cytokininen zwischen Spross
und Wurzel durch Transport im Leitgewebe, bei dem hauptsédchlich tZR im Xylem in
den Spross und iP und iPR durch das Phloem in die Wurzel transportiert werden (Takei
et al., 2001b; Corbesier et al., 2003; Hirose et al., 2008). Zudem wird der Gehalt an
Cytokininen im Xylem aktiv iiber die Expressionsstirke von /P73 vom Vorhandensein
verschiedener Makronéhrstoffe reguliert (Miyawaki et al., 2004; Takei et al., 2004a;
Hirose et al., 2008). Mikroarraydaten weisen auf eine mogliche Abregulation der

Aufnahmetransporter einiger Makroelemente durch Cytokinin hin (Brenner et al.,
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2005), so dass insgesamt Cytokinin der Vermittler in der Riickkopplungsschleife zur
Kontrolle der Aufnahme von Makronéhrstoffen sein kénnte (Hirose et al., 2008). Zum
anderen wurde gezeigt, dass vom Spross stammende Cytokinine an der Entwicklung des
Leitbiindels in der Wurzel beteiligt sind (Bishopp et al., 2011b).

Solch eine Funktion als Langstreckensignal bedarf dem Ein- und Ausschleusen von
Cytokinin aus der Zelle. Untersuchungen an Zellkulturen ergaben, dass sowohl ein
niedrig- als auch ein hochaffiner aktiver Transport von Cytokininbasen und -ribosiden
iiber die Plasmamembran existiert (Cedzich et al., 2008). Die daran beteiligten Proteine
wurden in dieser Studie nicht isoliert, es sind jedoch einige in Frage kommende
Kandidaten aus anderen Studien bekannt, die neben weiteren Purinmetaboliten auch
Cytokinine transportieren. Auf der Suche nach Adenintransportern wurde die Familie
der Purin Permeasen (PUP) gefunden. Fiir das Mitglied PUP1 konnte neben dem
Adenintransport ein direkter Transport von tZ gezeigt werden und bei PUP2
kompetitierten alle Cytokininbasen mit dem Adenintransport (Gillissen et al., 2000;
Biirkle ef al., 2003). PUP2 wird unter anderen im Phloem von Blittern exprimiert
(Biirkle et al., 2003). Bislang wurden keine genetische Analyse dieser Transporter in
planta vorgenommen, so dass es fiir die tatsichliche Beteiligung dieser Gene am
beobachteten Transport von Cytokininen iiber die Plasmamembran keine weitere
Bestétigung gibt. Als mogliche Transporter von Cytokininribosiden kommen Mitglieder
der Familie der dquilibrierenden Nukleosidtransporter (ENT) in Frage (Hirose et al.,
2005; Sun et al., 2005; Hirose et al., 2008). Der Verlust von ENTS unterdriickt den
Uberexpressionsphinotyp von IPTS. ent8 und ent3 Mutanten zeigen beide eine
verringerte Sensitivitidt gegeniiber iPR und tZR und eine geringere Aufnahme von iPR
in die Pflanze (Sun et al., 2005). Fiir ein Mitglied der ENT Familie aus Reis konnte
nach heterologer Expression in Hefe eine Transportaktivitit fiir Cytokininriboside
nachgewiesen werden (Hirose et al., 2005). Ein weiterer Kandidat ist AtENT6, dessen
Adenintransport durch iPR stark kompetitiert wurde (Hirose ef al., 2008).

1.2 Identifizierung von ROCK1 als ein an der Cytokininhomeostasis beteiligtes

Protein

Um Gene zu identifizieren, die an der Etablierung des Cytokinindefizienzsyndrom
durch die Uberexpression von CKX1 beteiligt sind, wurde von Dr. I. Bartrina ein EMS-

Suppressormutagenesescreen durchgefiihrt. Dadurch sollten  neue am
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Cytokininmetabolismus oder an der -signalweiterleitung beteiligte Komponenten
identifiziert werden (Bartrina, 2006). Die isolierten Mutanten, die eine Reversion des
Sprossphénotyps zeigten, wurden repressor of cytokinin deficency (rock) genannt und
durch Karten-gestiitzte Klonierung die mutmaBliche ursdchliche Mutation identifiziert.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit begann ich mit der Charakterisierung des Gens
ROCKI, welches fiir ein Protein mit Ahnlichkeit zu Proteinen der Familie der
Nukleotidzuckertransporter kodiert (Bakker et al, 2005; Niemann, 2008). Zunéchst
wurde die Ursdchlichkeit der gefundenen Punktmutation rockl-1 in diesem Gen fiir die
Reversion des Phénotyps mittels Komplementation bestdtigt. Es wurde das zweite
Mutantenallel rockl-2 aus einer T-DNA Insertionsbibliothek isoliert und genetisch
charakterisiert. Die Auswirkungen auf den Phénotyp durch rockl-1 und rockl-2 im
Wildtyphintergrund wurden untersucht. Die einzige deutliche morphologische
Konsequenz des Verlustes von ROCK] ist die Bildung von mehr Bliiten und Schoten.
Es wurde festgestellt, dass das Allel rockl-2 bei einer bestimmten
Cytokininkonzentration =~ zu  einer  geringfiigig  erhohten  Sensitivitdt  des
Wurzelwachstums gegeniiber Cytokinin fiihrt. Der Verlust von ROCK]I fiihrt zu einer
Verringerung der CKX Enzymaktivitdt im 35S:CKX/ Hintergrund und zu einem
erhohten Cytokiningehalt. Um das bis dahin nicht beschrieben Gen weiterhin
grundlegend zu charakterisieren, sollten die Expressionsdoménen innerhalb der Pflanze
und die subzelluldre Lokalisation des Proteins untersucht werden. Fiir die Analyse der
Genexpression wurde ein Reporterkonstrukt bestehend aus 2 kb des mutmaBlichen
Promotorbereichs vor dem ROCK Startcodon sowie dem Reportergen uidA kloniert.
Entgegen der Erwartung auf Grund von Microarray-Daten wurde in den transgenen
Arabidopsispflanzen eine nur schwache Reportergenaktivitit in wenigen Geweben
detektiert. Die Analyse der subzelluldren Lokalisation erfolgte mittels transienter
Expression eines 355:ROCKI-GFP Konstruktes in Tabakepidermiszellen und zeigte
eine Lokalisation im Golgi. Um die Auswirkungen der ROCKI Uberexpression zu
untersuchen, wurden ROCK] {iiberexprimierende Pflanzen erzeugt. Die Analyse der
segregierenden T2 Populationen zeigte eine dosisabhéngige postembryonale Letalitit in
einige Linien, sowie einen Phénotyp, der sich durch verzégerte Entwicklung, kleinere

Rosetten und friiher einsetzende Seneszenz vom Wildtyp unterschied (Niemann, 2008).
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1.3 Vorkommen und Verwendung von Nukleotidzuckern in der Pflanze

Da sowohl die anfingliche Homologiesuche auf Grundlage von Ahnlichkeiten in der
Proteinsequenz als auch biochemische Untersuchungen im Laufe der Arbeit Hinweise
lieferten, dass es sich bet ROCK1 um einen Nukleotidzuckertransporter handeln konnte,
soll im folgenden Kapitel das fiir diese Arbeit relevante bestehende Wissen iiber den
Metabolismus, die Verwendung und den Transport von Nukleotidzuckern dargestellt
werden.

Nukleotidzucker stellen eine hochenergetische aktivierte Form von Monosacchariden
dar. Neben der Bedeutung von UDP-Glukose als Substrat fiir die Produktion von Stérke
und Saccharose im Energiestoffwechsel der Pflanzen spielen weitere Nukelotidzucker
eine grof3e Rolle bei der Synthese der Zellwand und von Glykanen wie Glykoproteine,
Glykolipide,  Proteoglykane,  Polysaccharide = und glykosylierte = sekundére
Pflanzenmetabolite. In Pflanzen wurden bislang 30 verschiedene Nukleotidzucker
identifiziert (Bar-Peled and O'Neill, 2011). Da viele der Nukleotidzucker in
verschiedenen  Prozessen  verwendet  werden, ldsst die  Analyse von
Metabolismusmutanten nicht immer eindeutige Riickschliisse auf die betroffenen
molekularen Mechanismen zu (Bar-Peled and O'Neill, 2011). Im Folgenden soll
dargestellt werden, welche Nukleotidzucker bei der Synthese der priméiren
Pflanzenzellwand, den verschiedenen Formen der Proteinglykosylierung sowie der
Lipidglykosylierung verwendet werden, wobei ein besonderer Fokus auf die
subzelluldre Lokalisation dieser Vorginge gelegt wird. Da bisher davon ausgegangen
wird, dass die an der Glykosylierung von Phytohormonen und Metaboliten des
sekunddren Pflanzenstoffwechsels beteiligten Glykosyltransferasen im Cytosol
lokalisiert sind (Lim and Bowles, 2004), wird auf diese Modifikationen nicht niher
eingegangen. Da es jedoch eine grofle Anzahl an weiteren Glykosyltransferasen im
Endomembranraum gibt, deren Funktion vollig unbekannt ist, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Modifikationen an Molekiilen jenseits von Proteinen,
Lipiden und Polysacchariden im Endomembranraum vorgenommen werden (Nikolovski

etal.,2012).

1.3.1 Nukleotidzuckermetabolismus

Nukleotidzucker bestehen aus einem Zuckermolekiil verbunden mit einem Nukleosiddi-

oder -monophosphat (Abb. 3A). Die Synthese der am Hiufigsten vorkommenden
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Nukleotidzucker (UDP-Glc, ADP-Glc, GDP-Glc, UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc, UDP-
Gal, UDP-GIcA, UDP-Xyl, UDP-Araf, UDP-Arap, UDP-GalA, UDP-Rha, UDP-Api,
GDP-Man, UDP-Fuc, GDP-Gal, CMP-Kdo) ist weitestgehend bekannt (Bar-Peled and
O'Neill, 2011).

A UDPa-p-Glc o GDP-p-1-Fuc Y CMP-g-0-Kdo

B UDP-B-L-Araf
CMP-p-Kdo
PPi ¢
PRI UTP ADP_ ATP
kdo CTP UDP-B-t-Ara 454» B-L-Ara-1-P 45-4 L-Ara
Kdo-8-P ¢ PPi_ UTP
UDP-a-p-Xyl a-D-Xylp-1-P <= = == p-Xyl
Ara-5-P PEP UDP-0-0-Apif 0, ADP  ATP
A A -a-D-Api
' ' UDP-a-0-GalA AA> a0-GalA 1P €L -GalA
Glc-6-P = Glc
€0, UDP-a-0-Galf
ATP  ADP UTP  PPi “epba
Inositol T’ oGlcA 3Ly wo-GIcA-1-P B UDP-ao-GlcA ¢ PRl UTP ADE. ATE
0, UDP-a-0-Gal €< o0Gal1-P €<= -Gal
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LRha 23 p-Rha1-P <« UDP-B-Rha
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ADP ATP Y~
Fru:>/ Fru p{ply} GDP Pi  ADP ATP
ADP-a-0-Gle 0Gle-6P €L p-Glc
o-Glc  a-0-Gal-1-P Sucrose-6-P Gal-1-P ibp ¢
UDP-a-0-Gal €4~ UDP-a-0-Glc Gle-1-P Pi ADP  ATP
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PP UTP CoA,  AcCoA Glu Gln ¢ ADP,  ATP
UDP-a-0-GIcNAC > a-0-GIcNAG-1-P €= D-GIcN-6-P o-Man-6-P €L~ p-Man
UTP PP ¢ I
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Abbildung 3. Struktur und Metabolismus von Nukelotidzuckern (Abbildungen aus Bar-Peled
und O’Neill, 2011).

(A) Exemplarische Darstellung der Struktur von drei Nukleotidzuckern.

(B) Die wichtigsten Synthese- und Umwandlungswege von Nukleotidzuckern in der Pflanze.
Die Bedeutungen der Abkiirzungen sind der Abkiirzungstabelle am Anfang der Arbeit zu
entnehmen.

Sie entstehen entweder durch die Aktivitdt von cytosolischen, chloroplastiddren oder
mitochondrialen Pyrophosphorylasen aus einem Nukleosidtriphosphat und dem
jeweiligen Zucker-1-Phosphat (Yang et al., 201; Kotake et al., 2004; Okazaki et al.,
2009; Park et al., 2010), durch Abbau von Saccharose im Cytosol (Elling et al., 1993)

oder durch Umwandlung aus anderen Nukleotidzuckern in Cytosol und Lumen des



EINLEITUNG 13

Endomembranraums (Harper and Bar-Peled, 2002; Bonin et al., 2003; Wolucka and
Van Montagu, 2003; Ahn et al., 2006; Oka et al., 2007; Bar-Peled and O'Neill, 2011;
Rautengarten et al., 2011) (Abb. 3B). Eine Ausnahme stellt CMP-Kdo dar, dessen
Synthese in Mitochondrien durch das Anfiigen eines Cytidinmonophosphats an den
nichtphosphorylierten Zucker Ketodesoxymannooctonsdure (Kdo) erfolgt (Kobayashi et
al., 2011). Sialinsdure, die ein wichtiger Zucker fiir die Proteinmodifikation in
Sdugetieren ist, scheint in Pflanzen keine Rolle zu spielen (Zeleny et al., 2006).
Andererseits ist bei den nur in sehr geringen Mengen vorkommenden Zuckern der
Zellwand, wie die bei dem sehr komplexen Pektin Rhamnogalacturonan II
vorkommenden Acerinsdure und Dha, nicht einmal die aktivierte Form bekannt (Bar-
Peled et al., 2012). Von anderen Nukleotidzuckern ist wiederum nur die Existenz
beschrieben, ohne aber etwas iiber deren Funktion zu wissen (Bar-Peled and O'Neill,
2011).

Mittels Mutantenanalyse wurde versucht, die Bedeutung der einzelnen Nukleotidzucker
in Arabidopsis zu analysieren. Es zeigte sich, dass der Ausfall der Synthese eine grof3e
Bandbreite an Konsequenzen hat. So fiihrt der Verlust von UDP-Araf, CMP-Kdo oder
UDP-GIcA zu einem pollenletalem Phanotyp (Schnurr et al., 2006; Delmas et al., 2008;
Rautengarten et al., 2011), von UDP-Api zu Zelltod (Ahn et al., 2006), der von GDP-
Man ist embryoletal (Lukowitz et al., 2001) und der von GDP-Fuc fiihrt zu
Zwergwiichsigkeit (Reiter et al., 1993). Fiir UDP-GIcNAc sind keine Informationen
tiber die Konsequenzen eines vollstindigen Verlustes in Pflanzen bekannt, die
Reduktion des UDP-GIcNAc Gehaltes um zwei Drittel in einer konditionellen
Arabidopsismutante fithrt zu einer Verringerung der Proteinglykosylierung mit
Auswirkungen auf das Wurzelwachstum (Nozaki et al, 2012). Ahnliche
Beobachtungen stammen von einer Reismutante mit um 90 % reduzierten UDP-
GlIcNAc Gehalt (Jiang et al., 2005). UDP-Glc ist der Ausgangspunkt fiir die Synthese
der meisten anderen UDP-Zucker und es existieren mehrere Wege fiir die Generierung
von UDP-Gle, wobei die Halbierung des UDP-Glc Gehaltes durch Verlust eines
Syntheseweges zu starker Entwicklungsverzogerung und verringertem Wachstum sowie

fehlerhafter Pollenentwicklung fiihrt (Park et al., 2010).
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1.3.2 Verwendung von Nukleotidzuckern bei der Zellwandsynthese

Die primire Zellwand von Arabidopsis besteht zum grof3ten Teil aus Polysacchariden.
Die Synthese des Hauptbestandteiles Cellulose, welches eine lineare Aneinanderreihung
von Glukosemoleliilen ist, erfolgt an der Plasmamembran durch den Cellulose-
Synthasekomplex unter Verwendung von cytosolischem UDP-Glc (Guerriero et al.,
2010). Es wird davon ausgegangen, dass derselbe Komplex auch das Ausschleusen des
wachsenden Cellulosestranges vermittelt (Guerriero et al., 2010).

Weitere Polysaccharidbestandteile der Zellwand sind Hemicellulose und Pektine.
Erstere bestehen zum grofiten Teil aus Xyloglucan, welches dasselbe Glukanriickgrat
wie Cellulose besitzt, jedoch noch durch Seitenketten aus Xylose und zum Teil
zusétzlich Galaktose und Fucose modifiziert ist. Ein kleiner Anteil der Hemicellulosen
machen zudem Arabinoxylane aus. Diese besitzen ein Xyloseriickgrat, das mit
Arabinose-Seitenketten versehen ist. Ein weiterer kleiner Teil sind die Mannane, welche
ein Riickgrat aus Mannose besitzen und modifiziert sind mit Galaktose (Scheller and
Ulvskov, 2010). Die Synthese von Xyloglucan erfolgt am und im Golgiapparat, wobei
das Glukanriickgrat im Cytosol synthetisiert wird und die Modifikationen mit Xylose,
Galaktose und Fucose im Lumen des Golgi erfolgen (Davis ef al., 2010). Das Anfiigen
der Arabinosen auf Arabinoxylane erfolgt innerhalb des Golgi (Sogaard et al., 2012).
Die Synthese des Mannoseriickgrates sowie das Anfligen der Galaktose erfolgt bei
einem Teil der Mannane ebenfalls im Golgi (Davis et al., 2010), bei einem anderen Teil
der Mannane erfolgt das Anfiigen der Galaktose im Cytosol (Verhertbruggen et al.,
2011).

Zu den Pektinen werden solche Polysaccharide der Zellwand gezihlt, die leicht mit
Sdure oder Chelatoren extrahierbar sind und einen hohen Anteil an Galacturonsdure
(GalUA) besitzen (Harholt et al., 2010). Die einfachste Struktur ist hierbei die
unverzweigte Homopolymerkette aus Galacturonsdure, welche Homogalacturonan
ausmacht. Das Anhdngen von Xylose oder Apiofuranose fiihrt zur Bildung von
Xylogalacturonan und Apiogalactorunan. Fiir die Synthese von Rhamnogalacturonan II
werden an dasselbe Polysaccharidriickgrat komplexere Seitenketten angehédngt, die aus
bis zu 13 verschiedenen Zuckern bestehen konnen (Bar-Peled und O’Neill, 2012). Ein
weiterer Bestandteil von Pektinen, Rhamnogalacturonan I, unterscheidet sich dadurch,
dass es ein Riickgrat aus Galaktose und Rhamnose besitzt, an dem sich Galaktose- und
Arabinoseseitenketten befinden (Harholt et al., 2010). Die bisher als an der Synthese

von Hemicellulosen und Pektinen beteiligt charakterisierten Glykosyltransferasen
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lokalisieren im Golgi, weshalb die Autoren aktueller Artikel davon ausgehen, dass die
Synthese im Lumen des Golgi erfolgt (Harholt ez al., 2010; Bar-Peled et al., 2012;
Driouich et al., 2012)).

1.3.3 Verwendung von Nukleotidzuckern bei der Proteinglykosylierung

Es wird davon ausgegangen, dass mehr als die Halfte aller Proteine
Zuckermodifikationen tragen (Apweiler et al., 1999). Man unterscheidet grundsétzlich
abhéngig von dem Atom der Aminosdure, iiber welches die Verbindung mit dem
Glykan erfolgt, vier Arten von enzymatischer Proteinglykosylierung, die N-, O- und C-
Glykosylierung sowie das Anfiigen eines Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Ankers.

1.3.3.1 N-Glykosylierung

Die am héaufigsten vorkommende Form der Proteinglykosylierung ist die
N-Glykosylierung, bei welcher das Glykan an ein Stickstoffatom auf der Seitenkette
eines Asparagins gebunden wird. Die N-Glykosylierung erfolgt im Lumen von ER und
Golgi und ist zwischen Tieren und Pflanzen hochkonserviert und deshalb auch die am
besten untersuchte Form der Proteinglykosylierung. Da es dennoch auch Unterschiede
gibt, wird im Folgenden vor allem auf die Publikationen verwiesen, die die beteiligten
Komponenten in Arabidopsis thaliana beschreiben, auch wenn die homologen Proteine
zuerst in Hefe oder Tieren beschrieben worden sind. Der erste Schritt der
N-Glykosylierung ist das kotranslationale Ubertragen des sogennanten Kernglykans,
bestehend aus GlcsManyGlcNAc,, auf das Stickstoffatom einer Asparaginseitenkette des
neusynthetisierten Proteins nach dessen Eintritt in das Lumen des ERs. Dieser Vorgang
erfolgt durch den Oligosaccharyltransferase (OST)-Komplex (Koiwa et al., 2003;
Lerouxel et al., 2005), welcher die zu glykosylierenden Asparaginreste anhand der
Erkennungssequenz Asn-X-Ser/Thr erkennt, wobei es jedoch auf Grund von sterischer
Hinderung oder anderen Griinden nicht zwangsldufig zu einer Glykosylierung dieser
Sequenz kommen muss (Petrescu et al., 2004). Auch die Identitit der mit X
bezeichneten Aminosdure spielt eine Rolle fiir die Effizienz der Glykosylierung und es
darf sich nicht um Prolin handeln (Shakin-Eshleman et al., 1996).

Der Vorgang der Synthese des iibertragenen Kernglykans scheint hochkonserviert zu

sein (Lehle et al, 2006), so dass auf dieser Grundlage bereits ein groBer Teil der
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beteiligten enzymatischen Komponenten isoliert werden konnte. Die Synthese beginnt
auf der cytosolischen Seite des ER durch das sequentielle Anfligen der Zuckerreste von
Nukleotidzuckern auf eine Di-Phosphat-Dolicholbasis bis zur Zusammensetzung
MansGIcNAc,-Diphosphat-Dolichol (Zhang et al., 2009) (Abb. 4). Das Dolichol dient
auf Grund seiner sich wiederholenden Isopren-Untereinheiten als Membrananker fiir
das gesamte Glykan (Jadid et al., 2011). Es wird davon ausgegangen, dass dieses
Glykan durch die Aktivitdt einer Flippase in das ER Lumen gebracht (Sanyal and
Menon, 2009) und dort durch die Aktivitit weiterer Mannosetransferasen (ALG3,
ALG9 und ALG12) (Henquet et al., 2008; Hong et al., 2009; Hong et al., 2012) und
Glukosetransferasen (ALG6, ALGS8, und ALG10) (Farid et al, 2011) bis zum
iibertragenen Kernglykan erweitert wird. Als Substrate im ER-Lumen dienen in diesem
Fall nicht die Nukelotidzucker GDP-Man und UDP-Glc, sondern an Dolichol-Phosphat
gebundene Mannose bzw. Glukose, die ebenfalls durch einen Flippase-Mechanismus in

das ER Lumen gebracht werden (Sanyal and Menon, 2010) (Abb. 4).
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Abbildung 4. Die N-Glykosylierung von Proteinen in Pflanzen (aus Gomord et al., 2010).
Dargestellt sind die Struktur des N-Glykans und die an der Umwandlung der Struktur beteiligten
Enzyme. Desweiteren sind dargestellt die wichtigsten Proteine, die an der kotranslationalen
Ubertragung des N-Glykans auf das Protein, an der Faltungskontrolle und der Degradation
falsch gefalteter Proteine beteiligt sind, sowie die subzellulire Lokalisation all dieser
Aktivitdten. Ndhere Erklarungen finden sich im Text.
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Bislang wird davon ausgegangen, dass die N-Glykosylierung von Proteinen
verschiedene Funktionen sowohl wéhrend der Ausbildung der Proteinstruktur als auch
bei der spiteren Proteinfunktion hat. Man nimmt an, dass die Zuckerketten bereits
wahrend der Synthese die richtige Faltung unterstiitzen. Im Rahmen der
Qualitdtskontrolle im ER (ERQC) vermitteln sie die Interaktion von unvollstindig
gefalteten Glykoproteinen mit den Chaperonen Calnexin (CNX) und Calreticulin (CRT)
(Jin et al., 2007). Das aktuelle Modell, welches vor allem auf Untersuchungen in Hefe
und Tieren basiert, nimmt an, dass zundchst a-Glucosidase I und II den anfinglich
tibertragenen Zuckerbaum zu einem monoglucosylierten Zuckerbaum zuriickbauen
(Boisson et al., 2001; Burn et al., 2002; Gillmor et al., 2002). Dieser wird durch CNX
und CRT erkannt, im ER zuriickgehalten und die korrekte Proteinfaltung unterstiitzt. Im
Anschluss wird der Zuckerbaum durch a-Glucosidase II vollstindig deglucosyliert,
wodurch auch die Bindung der Chaperone wegfillt (Burn et al., 2002). Die Proteine
tragen nun sogenannte mannosereiche Glykane (ManyGIcNAc,) (Abb. 4).

Weiterhin falsch gefaltete Proteine werden von dem Enzym UDP-Glucose:Glycoprotein
Glucosyltransferase (UGGT) unter Verwendung des Substrates UDP-Glc wiederum
monoglucosyliert und treten erneut in den CNX/CRT-Zyklus ein (Jin et al., 2007).
Sollte dieser Prozess nicht zu korrekt gefalteten Glykoproteinen fiihren, spielt die
N-Glykosylierung im Folgenden eine Rolle bei der ER-assoziierten Degradation
(ERAD). In einem bisher nicht vollstindig verstandenen Mechanismus werden
endgiiltig falsch gefaltete Glykoproteine von a-Mannosidasen erkannt und an zwei
Zweigen des Glykans die terminalen Mannosemolekiile entfernt (Clerc et al., 2009;
Liebminger et al., 2009) (Abb. 4). Die dabei entstehende Zuckerstruktur ist ein
Bestandteil des Signals zum Ausschleusen des falsch gefalteten Glykoproteins aus dem
ER Lumen und Abbau im Cytosol (Hong et al., 2012; Hiittner et al., 2012).

Es wird angenommen, dass Proteine ohne ER-Retentions- oder Riickgewinnungssignal
(Andersson ef al., 1999) weiter zum Golgi transportiert werden (Phillipson et al., 2001).
Auf dem Weg dahin werden durch die Mannosidasen MSN1, MSN2 und MSN3 weitere
Mannsorereste abgespalten (Kajiura et al., 2009; Liebminger et al., 2009). Im Golgi
werden die Zuckerbdume weiter umgeformt. Die fiir diese Schritte notwendigen
Enzyme sind in distinkten Kompartimenten des Golgi lokalisiert (Schoberer and
Strasser, 2011). Zundchst wird durch die N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnTI) ein
GIcNAc an einen Arm angefiigt (von Schaewen et al., 1993) (Abb. 4). Wird der andere

Arm nicht weiter verdndert, spricht man von einem Hybridglykan. Kommt es zum
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weiteren Umbau durch das Entfernen weiterer Mannosereste durch die Mannosidase 11
(GMII) (Strasser et al., 2006) spricht man von komplexen Glykanen (Abb. 4). Diese
konnen durch das Anfiigen von GIcNAc durch die N-Acetylglucosaminyltransferase 11
(GnTII) weiter verdndert werden (Strasser et al., 1999). Sowohl hybride wie auch
komplexe Glykane konnen zusitzlich xylosyliert und fucosyliert werden (Strasser ef al.,
2004). Des Weiteren kann an das duflere GIcNAc von komplexen Glykanen noch
Galaktose und Fukose angefiigt werden, so dass das so genannte Lewis Epitop entsteht
(Leonard et al., 2002; Strasser et al., 2007) (Abb. 4). Viele vakuoldre und ein Teil der
Zellwandproteine von Arabidopsis tragen paucimannosidische Glykanstrukturen. Bei
diesen sind die beiden terminalen GlcNAc-Reste durch vakuoldre und Plasmamembran-
stindige Hexosen entfernt worden (Liebminger et al., 2011) (Abb. 4). Ob diese
Modifikationen an der Glykanstruktur erfolgen oder nicht, hingt zum einen davon ab,
ob das entsprechende Glykoprotein das Kompartiment erreicht, in dem das
modifizierende Enzym sich befindet, und zum anderen von der sterischen Erreichbarkeit
dieses Glykans durch das modifizierende Enzym. Letzteres fiihrt zum Phidnomen der
Heterogenitit von Glykanstrukturen an verschiedenen Stellen auf demselben Protein
(Elbers et al., 2001).

Die Analyse von Mutanten der an der N-Glykosylierung beteiligten Gene ergibt ein
zweigeteiltes Bild beziiglich der Auswirkungen in Arabidopsis. Wenn zentrale
Elemente, wie die Ubertragung (OST-Komplex) oder die Deglukosylierung des
Kernglykans ausfallen, so dass dieses nicht mehr an den CNX/CRT-Komplex binden
kann, ist dies letal (Koiwa et al., 2003; Lerouxel et al., 2005; Boisson et al., 2001;
Gillmor et al., 2002, Burn et al., 2002; Zhang et al., 2009). Schwache Allele dieser
Kernkomponenten oder Mutationen in weiteren an Aufbau und der anfinglichen
Prozessierung in Cytosol und im ER beteiligten Enzymen fiihrt zu einer verringerten
Proteinglykosylierung mit entsprechenden Folgen fiir die Proteinfaltung. Den Anstieg
falsch gefalteter Proteine im ER bezeichnet man als ER Stress. Die Mutanten zeigen
zum Teil eine erhdhte Salzsensitivitit, Zellwanddefekte und verringertes Spross- und
Wurzelwachstum (Jin et al., 2007; Henquet et al., 2008; Farid ef al., 2011; Zhang et al.,
2009; Jadid et al., 2011; Liebminger et al., 2009). Im Gegensatz dazu hat der Ausfall
von Komponenten der weiteren Umformung in hybride und komplexe Glykane keine
offensichtlichen phénotypischen Auswirkungen unter physiologischen
Standardbedingungen (von Schaewen et al., 1993; Strasser et al., 2004; Strasser et al.,

2007; Liebminger et al., 2011). Die Beobachtung, dass ein teilweiser Funktionsverlust
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des OST-Komplexes zu einer erhdhten Salzsensitivitdt fiihrt, war fiir Kang et al. (2008)
Ausgangspunkt, genauer einzuschrinken, welche Modifikatin des Glykans hierfiir
verantwortlich ist. Es zeigte sich, dass die erhohte Salzsensitivitit durch alle
Mutationen, die zum gleichzeitigen Verlust von Fucosylierung und Xylosylierung des
Kernglykans fiihren, hervorgerufen wurde. Als mogliche Ursache fiir den Phénotyp
kommt die verringerte Aktivitdt eines an der Cellulosesynthese beteiligten Proteins in
Frage (Kang et al., 2008). Im Gegensatz zu Arabidopsis scheint die Funktion von GnTI
und somit auch komplexer N-Glycosylierung in Reis von groferer Bedeutung zu sein
(Fanata et al., 2013). Es wurde eine Reismutante identifiziert, die einen Verlust in der
komplexen  N-Glykanmodifizierung und  gleichzeitig starke  phénotypische
Veridnderungen wie das Ausbleiben der Bestockung zeigte. Eine mogliche Erklarung fiir
die unterschiedliche Bedeutung von GnTI in Arabidopsis und Reis wird von Fanata et
al. (2013) diskutiert und konnte in der unterschiedlichen Abundanz verschiedener
Typen von N-Glykosylierung liegen. Wahrend in Reis nur sehr wenige N-
Glykosylierungen mannosereiche Glykane sind, sind es in Arabidopsisblittern ein
Viertel (Leonard et al., 2004, Strasser et al., 2004; Strasser et al., 2006, Fanata et al.,
2012). Leider ist eine abschlieBende Bewertung des tatsdchlichen Vorhandenseins
dieser Unterschiede nicht mdglich, da eine Rettung des Phinotyps mittels
Komplementation bisher nicht moglich war.

Neben den hier beschriebenen sehr héiufig vorkommenden Formen der
N-Glykosylierung von Proteinen gibt es noch weitere Arten des Anfiigens von
Zuckergruppen an ein Stickstoffatom eines Proteins. Eine Sonderform in Pflanzen stellt
das reversible Anfligen von Glukose an ein Arginin des Proteins AtRGP1 dar, welches
moglicherweise eine Rolle bei der Zellwandsynthese spielt (Delgado et al., 1998).
Kiirzlich wurde erstmals eine N-Glykosylierung bestehend aus nur einem GIcNAc
beschrieben, deren genaue Entstehung jedoch noch nicht endgiiltig geklart ist (Kim et
al.,2013).

1.3.3.2 O-Glykosylierung

Eine andere Form der Proteinglykosylierung stellt die O-Glykosylierung dar. Sie
unterscheidet sich von der zuvor beschriebenen N-Glykosylierung darin, dass das
Glykan an ein Sauerstoffatom des Proteins gebunden wird. Diese Bindung kann {iber

die Seitenkette von Serin, Threonin oder Hydroxyprolin erfolgen. Zudem unterscheidet
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sie sich darin, dass das Anfiligen der Glykane posttranslational und jeweils nacheinander
stattfindet. Eine genaue Konsensussequenz fir die  Vorhersage von
O-Glykosylierungsstellen ist bislang nicht bekannt. Eine Form der O-Glykosylierung
findet im Cytosol und eine im Lumen des Endomembranraumes statt, entsprechend
unterscheiden sich sowohl die beteiligten Enzyme als auch die als Substrat in Frage
kommenden Proteine.

Mit den Genen SPINDLY und SECRET AGENT wurden zwei an der nukledren und
cytosolischen  O-Glykosylierung beteiligte O-Glykosyltransferasen (OGTs) in
Arabidopsis identifiziert. Beide katalysieren die kovalente Bindung von GIcNAc an
Serin- und Threoninreste von Proteinen unter Verwendung von UDP-GIcNAc
(Thornton et al., 1999; Hartweck et al., 2002). Aus Untersuchungen bei Tieren ist
bekannt, dass diese Form der O-GlcNAc-Modifikation das modifizierte Protein auf
verschiedene Weise beeinflussen kann. Dies betrifft die Stabilitdt (Han and Kudlow,
1997), die Interaktion mit anderen Proteinen (Roos et al, 1997) oder die Aktivitit
(Yang et al., 2001). In der Pflanze beeinflusst der Verlust des einen oder anderen der
beiden Gene eine ganze Reihe unterschiedlicher Prozesse, darunter die
Gibberellinsignalverarbeitung (Jacobsen and Olszewski, 1993) sowie den circadianen
Rhythmus (Sothern et al., 2002) und fiihrt bei bestimmten Entwicklungsschritten zu
einer verringerten Reaktion auf exogen appliziertes Cytokinin (Greenboim-Wainberg et
al., 2005). Die starke gleichzeitige Reduktion beider OGT-Aktivitdten ist embryoletal
(Hartweck et al., 2002). Im Falle der Reaktion auf Cytokinin wurden zwei
Transkriptionsfaktoren ermittelt, deren Funktionsfidhigkeit vom Vorhandensein der
O-GIcNAc-Modifikation abhéngt (Steiner et al., 2012).

Die O-Glykosylierung der in Pflanzen hiufig vorkommenden Hydroxyprolin-reichen
Glykoproteine erfolgt im Lumen des Endomembranraums. Diese Strukturproteine der
Zellmembran und Zellwand lassen sich unterteilen in stark glykosylierte
Arabinogalactanproteine (AGP), mittelstark glykosylierte Extensine (EXT) und leicht
glykosylierte Prolin-reiche Proteine (PRP) (Showalter er al., 2010). Sie haben
gemeinsam, dass sie an hydroxylierten Prolinseitenketten glykosyliert sind und sich auf
der AuBenseite der Plasmamenbran befinden, unterscheiden sich jedoch nicht nur bei
der Anzahl, sondern auch bei der Form der Glykanmodifikationen. Die Vorraussetzung
fiir diese Form der Proteinglykosylierung ist die Hydroxylierung der Prolinseitenkette
durch Prolyl-4-hydroxylasen im ER (Velasquez et al., 2011). Diese Enzyme lokalisieren
in das ER und den Golgi. Die Hyp-Kontiguitdtshypothese besagt, dass die Art der



EINLEITUNG 21

Aneinanderreihung von  Hydroxyprolinen ursdchlich  dafiir ist, ob ein
Arabinogalactanglykan oder ein Homoarabinoseglykan entsteht (Shpak et al., 1999;
Ellis et al, 2010). Die auf AGPs vorkommenden Arabinogalactanglykane sind
komplexe Zuckerbdume bestehend aus einem Galaktoseriickgrat, an dem sich
Seitenketten bestehend aus Arabinose, Galaktose, Glucuronsidure, Fukose und
Rhamnose befinden (Tan et al., 2010). Die Glykosylierung scheint bei den AGPs einen
groflen Anteil an der Fahigkeit zum Erfiillen der jeweiligen Proteinfunktion zu haben
(van Hengel and Roberts, 2002; Velasquez ef al., 2011) und die AGPs scheinen unter
anderen eine Rolle bei so verschiedenen Prozessen wie der Zellteilung, der
Musterbildung des Pflanzenkorpers und der Polleninkompatibilitidt zu spielen (Seifert
and Roberts, 2007). Glykosylierte Proteine der Gruppe der EXT und PRP unterscheiden
sich in der Sequenz der glykosylierten Doméne, tragen jedoch beide
Homoarabinoseglykane (Lamport and Miller, 1971; Kieliszewski and Lamport, 1994)
und die Ubergiinge zwischen den einzelnen Klassen sind zum Teil flieBend (Showalter
et al., 2010). Das Ausbleiben der Glykosylierung kann zum Verlust der Proteinfunktion
durch Verlust der nativen Proteinkonformation fiithren (Velasquez et al., 2011) und sie
haben oftmals eine Funktion bei der Modifikation der Zellwand und der
Zellwandneubildung (Cannon et al., 2008). Eine Gruppe kleiner Peptidhormone wird
ebenfalls arabinosyliert (Matsubayashi, 2011).

Eine der hdufigsten Formen der O-Glykosylierung von tierischen Membranproteinen ist
die des Mucin-Typs. Dieser Oberbegriff beinhaltet den sequentiellen Aufbau einer
Zuckerkette beginnend mit dem Anfliigen von GalNAc auf einer Serin- oder
Threoninseitenkette und erfolgt im Lumen des Golgi (Hang and Bertozzi, 2005). Im
Folgenden konnen verschiedene Kernstrukturen durch das Anfiigen von Galaktose oder
GlcNAc entstehen und diese weiter durch Fukose, Galaktose oder Sialinsdure
modifiziert werden (Hanisch, 2001). Trotz Berichten tiber Mucin-Typ Glykane auf dem
Speicherprotein Glutelin in Reis (Kishimoto ef al., 1999) und moglichen Hinweisen auf
Mucin-Typ Glykosylierung in Proteinfraktionen von Reissamen (Kilcoyne et al., 2009)
geht die Mehrzahl der Autoren davon aus, dass diese Form der Glykosylierung in
Pflanzen nicht vorkommt (Bennett et al., 2012; Castilho ef al., 2012; Yang et al., 2012).
Die Analyse der Ausstattung verschiedener Organismen mit Glykosyltransferasen ergab
in Pflanzen keine Kandidaten, die diese Modifikation vornehmen kénnten (Hashimoto

et al., 2009).
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Im ER von Saugetieren werden dariiber hinaus Proteine durch O-Mannosylierung,
O-Fucosylierung, O-Glukosylierung und O-Galaktosylierung und im Golgi durch
O-Xylosylierung modifiziert (Bennett et al., 2012). Die Bedeutung dieser
Glykosylierungen wird dadurch unterstrichen, dass der Ausfall in den meisten Féllen zu
Krankheit fiihrt oder letal ist. Es gibt bislang keine Hinweise, dass eine dieser

Glykosylierungen auch in Pflanzen existiert.

Auch die C-Mannosylierung, also das Anhdngen von Mannose von einem Dolichol-
Mannose Donor auf ein Kohlenstoffatom von Tryptophan iiber eine C-C Verbindung

scheint in Pflanzen nicht vorzukommen (Jadid et al., 2011).

1.3.3.2 Glypiation

Eine besondere Form der Proteinglykosylierung stellt das Anfiigen eines GPI-Ankers
dar, auch Glypiation genannt. Es wird angenommen, dass diese bei allen Eukaryoten
sehr dhnlich ablduft, jedoch sind bisher erst einige wenige der beteiligten Proteine aus
Arabidopsis charakterisiert worden (Lalanne et al., 2004; Gillmor et al., 2005), weshalb
im Folgenden vor allem die Erkenntnisse aus Untersuchungen in anderen Organismen
beschrieben werden (Orlean and Menon, 2007). Die Kernstruktur des GPI-Ankers
besteht in Pflanzen aus Ethanolaminphosphat (EtNP), drei Mannosen, Glucosamin und
Inositolphosphorylceramid (IPC) (EtNPMans;GIcNIPC (Abb. 5A) Da bislang kein GPI
als Lipidbestandteil in solch einem Anker in Pflanzen isoliert worden ist, wird
stattdessen von Glykosylinositolphosporylceramid (GIPC)-Anker gesprochen (Sperling
et al., 2005). In Pflanzen wurde zudem an einer Mannose eine Modifikation mit
Galaktose identifiziert (Oxley and Bacic, 1999). Die Synthese erfolgt am und innerhalb
des ER durch das aufeinanderfolgende Anfiigen der Monosaccharide und EtNP auf das
IPC (Lalanne et al., 2004). Die Synthese beginnt an der cytosolischen Seite der ER-
Membran mit dem Anfiigen von GIcNAc auf das IPC und der nachfolgenden
Deacetylierung. Es wird angenommen, dass dieses Molekiil in das Lumen des ER durch
die Aktivitdt einer Flippase gelangt und dort zur Kernstruktur des GIPC-Ankers
erweitert wird. Als Substrat fiir das Anfligen der weiteren Zuckeranteile dient Dolichol-
Mannose (Jadid et al., 2011). Nach der Ubertragung des GIPC-Ankers auf die Zielstelle
nahe dem C-Terminus des Zielproteins wird von diesen eine sich dahinter befindliche

hydrophobe C-terminale Doméne entfernt und das Protein ist iiber den GIPC-Anker mit
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der Membran assoziiert. Die Analyse des Ausfalls von GIPC-Anker tragenden
Proteinen weist auf eine Funktion dieser beim Umbau der Zellwand, Wurzelwachstum
und der Interaktion mit Pathogenen hin (Gillmor et al., 2005; Lee et al., 2009) und der
Verlust der Glypiation ist embryoletal (Gillmor et al., 2005). Es wurden bei
verschiedenen Organismen zum Teil sehr komplexe Seitenketten an den Zuckern des
GPI-Ankers identifiziert. Ob diese auch in Pflanzen existieren, in wiefern diese eine
funktionelle Rolle spielen und welche davon wo im ER und Golgi angefiigt werden, ist

bislang nicht bekannt (Sipos et al., 1995; Ferguson et al., 2009).
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é é Diacylglycerin

Abbildung 5. Schematische Darstellung der Struktur von Glykolipiden.

Beispielhaft sind dargestellt ein Glykosylinositolphosphatidylceramid (GIPC)-Anker (A),
Digalactosyldiacylglycerin (DGDG) (B) und ein Glucosylceramid aus Pflanzen (C) (nach Daten
aus Oxley und Bacic, 1999; Etzler and Mohnen, 2009; Simon-Plas et al., 2011)

@4

1.3.4 Verwendung von Nukleotidzuckern bei der Lipidglykosylierung

Die Membranen der pflanzlichen Zelle bestehen aus verschiedenen Lipiden mit polaren
Kopfgruppen, wobei die Zusammensetzung abhéngig vom Kompartiment variiert. Ein
Teil dieser polaren Lipide sind Glykolipide und fiir ihre Synthese werden in den meisten
Féllen Nukleotidzucker verwendet.

Eine Gruppe in Pflanzen hiufig vorkommender Glykolipide basiert auf Diacylglycerin,
welches mit Zucker modifiziert ist. Abhingig von der Art des Zuckers unterscheidet

man Monogalactosyldiacylglycerin (MGDG), welche ein Galaktosemolekiil tragen,
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Digalactosyldiacylglycerin (DGDG), welche zwei Galaktosemolekiile tragen (Abb. 5B)
und Sulfochinovosyldiacylglycerin (SVDG), welche eine mit Sulfit modifizierte
Glukose (Sulfochinovose) tragen. Diese Glykolipide stellen den grofiten Teil der
Membranen innerhalb des Chloroplasten dar (Dormann und Benning, 2002). Die
Synthese von MGDG erfolgt zum einen an der AuBenseite der inneren Hiillmembran
sowie an der dufleren Hiilllmembran von Chloroplasten durch MGDG Synthase, welche
unter Verwendung von UDP-Gal die Ubertragung der Galaktose auf das Diacylglycerin
synthetisiert (Kobayashi et al., 2009). Im Folgenden kann DGDG durch das Anfiligen
von Galaktose an MGDG unter Verwendung von UDP-Gal im Chloroplasten
synthetisiert werden (Kelly ez al., 2003). In Reis wurde gezeigt, dass eine Epimerase fiir
die Umwandlung von UDP-Glc in UDP-Gal eine Rolle bei der Bereitstellung des
Substrates spielt (Li et al., 2011b). Die Synthese von SVDG erfolgt ebenfalls in den
Chloroplasten. UDP-Glc wird zu UDP-Sulfochinovose umgewandelt (Shimojima und
Benning, 2003), wobei das dabei verwendete UDP-Glc direkt im Chloroplasten aus
Glukose-1-Phosphat synthetisiert (Okazaki et al., 2009) und auf das Diacylglycerin
ibertragen wird (Yu et al., 2002). Mutantenanalysen ergaben, dass MGDG und DGDG
eine  wichtige Rolle bei der Thylakoidentwickung, Photosynthese und
Embryoentwicklung spielen (Kobayashi et al., 2007)

Die zweite Gruppe von in Pflanzen vorkommenden Glykolipiden sind Mitglieder der
strukturell vielféltigen Familie der Sphingolipide und besitzen eine Ceramidstruktur.
Die Ceramide werden auf Basis der vorhandenen Kopfgruppe in die Glycosylceramide
und die GIPCs (auch Phytoglycosphingolipide oder Phosphosphingolipide genannt)
unterteilt (Sperling und Heinz, 2003; Berkey ef al., 2012). Glycosylceramide kommen
vor allem auf der apoplastischen Seite der Plasmamembran vor, die Synthese erfolgt am
ER unter Verwendung von UDP-Glc (Melser ef al., 2010). Neben dieser Kernstruktur
(Abb. 5C) kommen in hdheren Pflanzen auch noch mit Mannosen und Glukosen
verldngerte Kernstrukturen sowie eine Kernstruktur bestehend aus Mannose und dem
Ceramid vor. Die an der Synthese beteiligten Enzyme sowie die genaue Lokalisierung
sind in Pflanzen nicht bekannt, in Tieren wird fiir die Uberfilhrung des
Glycosylceramids auf die richtige Membranseite ein Flippasemechanismus diskutiert
(Chalat et al,, 2012). Der Verlust fiihrt zu einer verdnderten Golgistruktur und
verringertem Proteintransport im sekretorischen Weg. Auch die GIPCs sind vor allem in
der Plasmamembran vorhanden. Wéhrend die Ceramidbasis der GIPCs mit der des

GIPC-Ankers identisch ist, unterscheiden sie sich sehr in der Anzahl und Art der
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moglichen Zuckermodifikation aus Glukuronsdure und Glukosamin,
N-Acetylglukosamin oder Mannose (Sperling ef al., 2004). An der Synthese beteiligte
Enzyme wurden bislang nicht identifiziert, da jedoch die Vorstufe IPC
tiberraschenderweise am Golgi synthetisiert wird (Wang et al.,, 2008), findet
moglicherweise auch die GIPC-Synthese dort statt. Das Mengenverhéltnis der einzelnen
Sphingolipide scheint ein Signal fiir die Einleitung des programmierten Zelltods im
Rahmen der Pathogenabwehr zu sein (Berkey et al., 2012).

Eine dritte Gruppe an Glykolipiden sind Sterylglykoside, welche aus einem
Sterolmolekiil verbunden mit Zuckergruppen bestehen. Sie kommen in allen
Membranen der Zelle vor, ihr Anteil ist insgesamt jedoch nur gering (Grille et al.,
2010). Der Zuckeranteil kann ein oder mehrere Molekiilen Glukose, Galaktose,
Glukuronsdure, Rhamnose, Ribose oder Xylose sein. Die Synthese erfolgt durch
Sterolglykosyltransferasen, welche ein Nukleotidzucker auf ein Sterol iibertragen. Die
subzelluldre Lokalisation dieser Enzyme ist nicht abschlieBend geklart, es scheint
sowohl membranassoziierte Formen als auch cytosolische zu geben, wobei die
Sterolglykosylierung bei Pflanzen wohl im Cytosol stattfindet (Grille et al., 2010;
Chaturvedi et al., 2011). Die Analyse von Sterolglykosyltransferasemutanten in
Arabidopsis deutet auf eine Bedeutung bei der Bildung der Wachsschicht in der
Samenentwicklung hin (DeBolt ef al., 2009).

Zudem scheint Arabidopsis geringe Mengen einer Vorstufe des bakteriellen Lipid A
bestehend aus einem GlcNAc Molekiil, das zwei Fettsduren trégt, in den Mitochondrien
zu synthetisieren. Diese Vorstufe kommt in den Membranen von Mitochondrien und
Chloroplasten vor (Li et al., 2011a). Der Ursprung des verwendeten Zuckeranteils ist

nicht bekannt.

1.4 Eigenschaften von und Bedarf an Nukleotidzuckertransportern in Pflanzen

Das bereits funktional charakterisierte Protein mit der groflten Sequenzihnlichkeit zu
ROCKI1 ist ein Nukleotidzuckertransporter des Menschen. Nukleotidzuckertransporter
(nucleotide sugar transporter, NST) sind hydrophobe Typ III Membranproteine mit
sechs bis zehn vorhergesagten Transmembrandoménen, die den Membrantransport von
Nukleotidzuckern zwischen dem Cytosol und dem Lumen von ER und Golgi
vermitteln. N- und C-Terminus reichen in das Cytosol (Handford et al., 2006). Im

Lumen von ER und Golgi dienen die Nukleotidzucker dann als Substrat fiir
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Glykosyltransferasen bei den in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Prozessen. In
dem  folgenden  Kapitel soll zum einen die  Proteinfamilie  der
Nukleotidzuckertransporter beschrieben, zum anderen jedoch auch auf Grundlage der in
den vorherigen Kapiteln beschriebenen Verwendungen von Nukleotidzuckern in der
Pflanze der momentan bekannte Bedarf an Transportaktivititen dagestellt werden.

Ein frither Versuch, Transportproteine auf Grund ihrer Sequenzen zu ordnen, sortierte
NSTs in die sehr groBe Superfamilie der drug/metabolite transporter, die sowohl
Transportproteine aus Bakterien als auch aus Eukaryoten umfasst, ein (Jack et al.,
2001). Auf Grund verschiedener gemeinsamer Eigenschaften, wurden NSTs und die
Triose-Phosphat-Translokator (TPT) Proteine, die in Chloroplasten an dem Export von
Photosyntheseprodukten beteiligt sind (Martinez-Duncker et al., 2003), zur NST/TPT
Familie zusammengefasst (Ward, 2001; Knappe et al., 2003; Weber et al., 2006). In
Tieren wird diese Familie als solute carrier Familie 35 (SLC35) bezeichnet (Ishida und
Kawakita, 2004). Eine Hypothese besagt, dass diese Transporter mit zehn
Transmembrandominen aus bakteriellen Transportern mit fiinf Transmembrandoménen
durch Verdopplung hervorgegangen sind (Jack et al., 2001). Je nach Zahlweise werden
im Menschen bis zu 23, in Drosophila melanogaster 8, in C. elegans 18 und in
Arabidopsis mehr als 40 Proteine zu den NSTs gezéhlt (Goda et al., 2006; Rollwitz et
al., 2006; He et al., 2009; Liu et al., 2010). Es zeigte sich, dass die durch die
phylogenetische Analyse begriindeten Subfamilien innerhalb der NST/TPT Proteine
zum Teil Proteine aus verschiedenen Organismen und zum Teil nahverwandte Proteine
aus demselben Organismus enthalten. In beiden Féllen jedoch sind die meisten der
identifizierten Subfamilien heterogen beziiglich des transportierten Substrates (Bakker
et al., 2005; Handford et al., 2006; Reyes und Orellana, 2008), weshalb eine Vorhersage
der Funktion meistens nicht erfolgreich ist. So transportiert ein urspriingliche auf Grund
von Sequenzdhnlichkeiten den TPTs zugeordnetes Protein einen Nukleotidzucker
(Rollwitz et al., 2006) und identifizierte UDP-GlcNAc Transporter aus Sdugetieren und
Hefe zeigen weniger Sequenzidentitét als NSTs aus Sdugetieren mit unterschiedlichen
Substraten untereinander (Freeze und Elbein, 2009). Eine Ausnahme bildet die Gruppe
der GDP-Man Transporter, fiir die ein GDP-Bindemotiv isoliert worden ist (Baldwin e¢
al.,2001; Gao et al., 2001).

NSTs sind Antiporter, der Transport erfolgt gegen ein Konzentrationsgefille, ist
temperaturabhéngig und saturierbar (Berninsone und Hirschberg, 2000). Die ersten

biochemischen Charakterisierungen des Transportes von Nukleotidzuckern fiihrten zu
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dem Schluss, dass der Transport des Nukleotidzuckers im Austausch gegen das
korrespondierende Nukleosidmonophosphat erfolgt (Capasso und Hirschberg, 1984b).
Inzwischen sind jedoch auch NSTs beschrieben worden, die den Nukleotidzucker gegen
das Nukleosidiphosphat oder gegen einen anderen Nukleotidzucker austauschen
(Muraoka et al., 2007). Neben NSTs, die nur einen spezifischen Nukleotidzucker als
Substrat akzeptieren (Berninsone et al., 1997; Norambuena et al., 2005), existieren auch
solche, die zwei oder mehr verschiedene Nukleotidzucker transportieren (Hong et al.,
2000; Berninsone et al., 2001; Goto et al., 2001; Muraoka et al., 2001; Selva et al.,
2001; Norambuena et al., 2002; Ashikov et al., 2005; Handford et al., 2012). Zudem
konnen Nukleotidzucker mit unterschiedlicher Nukleotidbase Substrat desselben
Transporters sein (Liu et al, 2013). Da bei anderen NSTs der Transport des
entsprechenden Nukleotidzuckers durch freie Nukleosiddi- und -monophosphate
gehemmt wird (Capasso und Hirschberg, 1984a), deutet dies darauf hin, dass bei diesen
der Nukleotidanteil die Bindung des Nukleotidzuckers vermittelt (Handford et al.,
2006). Bei wiederum anderen NSTs wird von dem Zuckeranteil bestimmt, ob der
Nukleotidzucker dann auch tatsdchlich transportiert wird (Capasso und Hirschberg,
1984a; Chiaramonte et al, 2001). Bei zwei NSTs des Menschen mit hoher
Sequenzdhnlichkeit, aber Transportaktivitdt fiir Nukleotidzucker mit unterschiedlichen
Nukleotidbasen, konnten die fiir die Bindung verantwortlichen Dominen identifiziert
werden. Diese befinden sich in unterschiedlichen Transmembrandoménen und es konnte
ein chimérer Transporter geschaffen werden, der beide Substrate transportiert (Aoki et
al., 2001; Takeshima-Futagami et al., 2012). Grundsitzlich besteht die Moglichkeit,
dass den NSTs zugeordnete Proteine andere Substrate transportieren. Fiir das im ER
lokalisierte Protein HUT1 von C. elegans mit sehr hoher Sequenzdhnlichkeit zu
identifizierten =~ Nukleotidzuckertransportern ~ wurde keiner der kanonischen
Nukelotidzucker als Substrat identifiziert (Dejima et al., 2009). Der Ausfall des Proteins
fiihrt zu ER Stress. Die Autoren spekulieren iiber eine mogliche Funktion dieses
Proteins bei der Bereitstellung von Komponenten fiir die Lipidmodifikation im ER.
Desweiteren transportieren sowohl im Menschen als auch in D. melanogaster und
C. elegans vermeintliche NSTs das Substrat fiir die Sulfatierung, 3'-Phosphoadenosine-
5'-phosphosulfate (PAPS), in das Lumen des Golgi (Kamiyama et al., 2003;
Bhattacharya et al., 2009). Auch in Pflanzen besteht Bedarf fiir solch eine Aktivitit
(Komori et al., 2009), ein PAPS-Transporter iiber die Golgimembran wurde bislang

jedoch noch nicht identifiziert.
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In den bisher darauf untersuchten Féllen bilden NSTs Homo- und Heterodimere
(Puglielli und Hirschberg, 1999; Puglielli ef al., 1999; Gao und Dean, 2000; Maszczak-
Seneczko et al., 2011), wobei die Fahigkeit zur Dimerbildung zum einen die Aktivitét
zum anderen die subzelluldre Lokalisation beeinflussen kann (Gao und Dean, 2000;
Maszczak-Seneczko et al., 2011). In einem Fall wurde die Bildung eines Hexamers
beschrieben (Hong et al., 2000). Untersuchungen zur genauen Bestimmung der Rolle
einzelner Doménen bei der Dimerbildung offenbarten bisher keine verallgemeinerbaren
Mechanismen (Aoki et al., 1999; Gao und Dean, 2000). Bislang ist auf Grund der
Schwierigkeit, solch hydrophobe Proteine zu kristallisieren, keine Kristallstruktur eines
NSTs bekannt.

In Arabidopsis wurden inzwischen fiir 13 Proteine aus der Familie der NSTs durch
genetische und/oder biochemische Methoden gezeigt, dass diese tatsdchlich
Nukleotidzucker transportieren (Baldwin et al.,, 2001; Norambuena et al, 2002;
Handford et al., 2004; Bakker ef al., 2005; Norambuena et al., 2005; Rollwitz et al.,
2006; Bakker et al., 2008; Takashima et al., 2009; Reyes et al., 2010; Handford ef al.,
2012). Diese lokalisieren in den meisten Féllen in den Golgi, manchmal in ER und
Golgi und in einem Fall nur ins ER. Eine genaue Ubersicht ist in Tabelle 1 dargestellt.
Fiir die wenigsten NSTs konnte bislang eine genaue physiologische Funktion in planta
zugeordnet werden. Ein Grund hierfiir ist mdglicherweise, dass die bislang in
Arabidopsis charakterisierten NSTs eine hohe funktionale Redundanz zeigen. Fiir sechs
der bislang identifzierten NSTs wurde eine UDP-Gal Transportaktivitit beschrieben und
der Verlust einzelner Gene aus dieser Gruppe hat nur im Fall von AtUTr7 unter
bestimmten Bedingungen phénotypische Konsequenzen (Handford et al., 2012). Zudem
wurden fiinf Transporter fiir GDP-Man identifziert, fiir die jedoch keine Informationen
tiber den Phanotyp publiziert worden sind. Fiir zwei NSTs scheint eine physiologische
Funktion aufgeklirt zu sein. Die Doppelmutante atutrl atutr3 ist pollenletal und diese
beiden NSTs sind vermutlich fiir die Bereitstellung von UDP-Glc im ER fiir die
Reglukosylierung im Rahmen der Qualititskontrolle der Proteinfaltung verantwortlich
(Reyes et al., 2010).

Auch in Reis wurden bislang einige NSTs identifiziert. Der Ansatz, auf Grundlage von
Sequenzédhnlichkeit zu in Arabidopsis beschriebenen UDP-Gal Transportern homologe
Gene in Reis zu suchen, flihrte zur Identifizierung von drei UDP-Gal und einem UDP-
Glc Transporter (Seino et al., 2010). Ein weiterer UDP-Glc Transporter wurde in einem

vorwartsgenetischen Screen als brittle culm 14 identifiziert. Der Ausfall dieses Golgi-
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lokalisierten OsNST! fiihrt in Reispflanzen zu leichter brechenden Bléttern,
wahrscheinlich auf Grund von diinneren Zellwédnden und einer verdnderten
Zusammensetzung der sekundiren Zellwand, einem allgemein verringertem Wuchs und
einer geringeren Fertilitit (Zhang et al, 2011a). Eine detaillierte Analyse der
Zellwandbestandteile ergab weiterhin, dass es neben der erwarteten Reduzierung an
Xyloglukanen zudem zu einer unerwarteten Verringerung der Arabinogalaktanproteine

und einer ungeordneten Anordnung der Cellulosefibrillen kommt (Song et al., 2011).

Tabelle 1. Funktionell charakterisierte Mitglieder der Familie der Nukleotidzuckertransporter
aus Arabidopsis.

Name Atg- Transportiertes ~ Subzelluldre  knock out Phéanotyp Referenz
Nummer Substrat Lokalisation
GONSTI At2g13650 GDP-Man Golgi - Baldwin et
al., 2001
GONST2 At1g07290 GDP-Man n.d. - Handford et
al., 2004
GONST3 Atlg76340 GDP-Man' n.d. - Handford et
al., 2004
GONST4 At5g19980 GDP-Man' Golgi - Handford et
al., 2004
GONST5 At1g21870 GDP-Man' Golgi - Handford et
al., 2004
AtUTrl At2g02810 UDP-Glc ER atutrl atutr3 Norambuena
UDP-Gal Doppelmutante ist et al., 2002;
pollenletal Reyes et al.,
2006
AtUTr2 At4g23010 UDP-Gal ER/Golgi - Norambuena
etal., 2005
AtUTr3 Atlgl4360 UDP-Glc ER/Golgi atutrl atutr3 Reyes et al.,
Doppelmutante ist 2010
pollenletal
AtUTr7 At4g31600 UDP-Gal Golgi Verstirkte Bildung  Handford et
UDP-Glc von Seitenwurzeln al., 2012
bei 2% Saccharose
im Medium
AtNST-KT1 At4g39390 UDP-Gal Golgi n.d. Rollwitz et
al., 2006
AtUDP-GalTl  Atlg77610 UDP-Gal Golgi - Bakker et
al., 2005
AtUDP-GalT2  Atlg76670 UDP-Gal Golgi n.d. Bakker et
al., 2005;
Rollwitz et
al., 2006
CSTLPI At5g41760 CMP-Sia’ - letal Bakker et
al., 2008;
Takashima
etal., 2009
CSTLP? At4g35335 - - letal Takashima
etal., 2009

n.d. nicht detektiert, obwohl untersucht
'Substrat wird nur mit geringer Aktivitit transportiert
“die Autoren der Publikation halten es fiir wahrscheinlicher, dass das native Substrat CMP-Kdo ist
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Die Konsequenzen der starken Uberexpression eines pflanzlichen NSTs in Pflanzen
sind nicht bekannt. Im Rahmen der versuchten Etablierung einer menschlichen
Glykosylierungsmaschinerie in Pflanzen wurden ein UDP-GIcNAc/GalNAc Transporter
aus C. elegans und ein CMP-Sia Transporter aus Maus sowohl transient in Tabak, als
auch stabil in Arabidopsis exprimiert, ohne dass phanotypische Konsequenzen
beobachtet wurden sind (Castilho et al., 2010; Daskalova et al., 2010; Castilho et al.,
2012).

Neben diesen auf Basis der Sequenzdhnlichkeit den NSTs zugeordneten Proteinen
existieren noch weitere Transporter mit Nukelotidzuckern als Substrat. In verschiedenen
Getreiden wurde ein Transportprotein fiir den Nukleotidzucker ADP-Glc identifiziert,
das der Familie der mitochondrial carrier angehort (Kirchberger et al., 2007). Der
nichstverwandte Transporter Brittlel aus Arabidopsis transportiert Adeninnukleotide
(Kirchberger et al., 2008). Und lokalisiert in der inneren Chloroplastenhiillmembran
und in Mitochondrien (Bahaji et al.,, 2011). Ein weiterer Transporter fiir einen
Nukleotidzucker in Pflanzen, der nicht aus der Familie der NSTs stammt, ist der ABC
Transporter STARI1/2 aus Reis. Dieser transportiert UDP-Glc und ist an der
Detoxifizierung von Aluminium beteiligt (Huang et al., 2009).

Die bisher in Arabidopsis und Reis charakterisierten NSTs transportieren GDP-Man,
UDP-Gal oder UDP-GIc. Wie in den vorherigen Kapiteln vorgestellt, besteht fiir die N-
Glykosylierung von Proteinen ein sicherer Bedarf an UDP-GIcNAc, UDP-Xyl, GFP-
Fuc und UDP-Gal im Golgi, sowie fiir die Proteinfaltungskontrolle von UDP-Glc im
ER. Fiir die O-Glykosylierung an Hydroxyprolin werden UDP-Gal, UDP-Ara, UDP-
GlcA, GDP-Fuc und UDP-Rha bendétigt, so fern die beteiligten Glykosyltransferasen
nicht Dolichol-Verbindungen als Substrat verwenden. Der genaue Ort des Bedarfs ist
nicht geklart, da aber die bendtigte Hydroxlierung von Prolin bereits im ER geschieht,
konnte dort auch bereits ein Bedarf an diesen Nukleotidzuckern bestehen, falls die
entsprechenden Glykosyltransferasen dort lokalisiert sind. Gleiches gilt fiir die Synthese
von Glykosylceramiden und GIPCs. Sollten diese im Lumen des sekretorischen
Systems glykosyliert werden, besteht weiterhin ein Bedarf an GDP-Man, UDP-Glc,
UDP-GIcA, UDP-GIcNAc in ER oder Golgi. Hemicellulosen und Pektine wiederum
benotigen mit Ausnahme von UDP-Glc, UDP-GIcNAc und UDP-GalNAc neben den
bereits oben aufgefiihrten Nukleotidzuckern noch UDP-GalA, CMP-Kdo, GDP-Gal,
UDP-Api, die Furanoseform von UDP-Ara sowie die bislang unbekannten aktivierten

Formen von Dha und Acerinsdure (Bar-Peled et al., 2012). Es wird nicht fiir alle diese
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Nukleotidzucker eine Transportaktivitit bendtigt, denn zumindest die sequentielle
Umwandlung von UDP-Arap, UDP-GIcA und UDP-GalA aus UDP-Xyl ist im Lumen
des sekretorischen Systems moglich (Abb. 6).
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Abbildung 6. Darstellung der subzelluldren Lokalisation eines Teils der bekannten
Umwandlungsprozesse von Nukleotidzuckern innerhalb der Pflanzenzelle (aus Bar-Peled und
O’Neill, 2011). Die Darstellung betont, dass Enzyme, die die Umwandlung von UDP-GIcA in
UDP-Xyl und UDP-Ara katalysieren, sowohl innerhalb des Golgilumens als auch im Cytosol
vorkommen.

Der Vergleich der drei bekannten Aktivititen mit den mutmaBlich bendtigten zeigt vor
allem im Golgi einen groflen theoretischen Bedarf an weiteren Transportern fiir
Nukleotidzucker. Fir UDP-Xyl, UDP-GlcA und GDP-Fuc wurde solch eine
Aufnahmeaktivitdt in aus Pflanzen isolierten Vesikeln des sekretorischen Systems
gezeigt (Hayashi et al., 1988; Wulff et al., 2000), ohne dass hierfiir Transporter bekannt
sind. Des Weiteren wurden bei dem  Versuch, eine menschliche
Proteinglykosylierungsmaschinerie in Pflanzen zu etablieren, festgestellt, dass eine
Transportaktivitdt flir UDP-GalNAc in Pflanzen existiert, obwohl kein Bedarf dafiir
bislang bekannt ist (Castilho et al., 2012).



32 EINLEITUNG

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Gen ROCKI war in einem genetischen Screen als positiver Regulator der
Cytokinindefizienz in Arabidopsis isoliert worden. Eine erste Analyse des Gens im
Rahmen meiner Diplomarbeit weist auf eine Beteiligung von ROCKI bei der
Regulation der CKX1-Aktivitdt hin. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Gen
ROCK] und das dadurch kodierte Protein grundlegend zu beschreiben. Ein besonderer
Schwerpunkt war dabei, die Rolle von ROCK1 im Rahmen der Etablierung des
Cytokinindefizienzsyndroms zu verstehen. Um Hinweise darauf zu erhalten, sollten
neben der Bestimmung der Expressionsdomidnen und der detaillierten Analyse der
subzelluldren Lokalisation folgende Fragestellungen verfolgt werden:

1. Der Verlust von ROCK] fiihrt zu einer verringerten CKX1 Aktivitit, jedoch nur einer
geringen Zunahme des Cytokiningehaltes in den Suppressorlinien. Ist dies ausreichend
fiir die phanotypische Reversion? Welche Konsequenzen hat der Ausfall von ROCK1
auf Cytokinindefizienzphédnotypen, die auf andere Weise zustande kommen?

2. Die Uberexpression von ROCKI in Arabidopsis hat phiinotypische Konsequenzen.
Wie genau sieht dieser Phénotyp aus und kommt er auf Grund eines verdnderten
Cytokininstatus zustande?

3. LaBt sich mittels Messung der Transportaktivitit von ROCKI1 ein bekannter
Nukleotidzucker als mogliches Substrat ausmachen? Kann durch Komplementation der
ROCK]I Mutante mit einem bekannten Transporter fiir diesen Nukleotidzucker gezeigt
werden, dass diese fehlende Aktivitéit auch in planta urséchlich fiir die Suppression des
Cytokinindefizienzsyndroms ist?

4. Die Aktivitdt von CKX1 wird durch den Verlust von ROCK1 verringert. Da keine
Antikorper gegen CKXI1 existieren, konnen die direkten Auswirkungen des ROCKI
Verlusts auf das CKX1 Protein nicht in den bestehenden Linien untersucht werden. Ist
es moglich, Arabidopsislinien zu etablieren, die das Cytokinindefizienzsyndrom auf
Grund der Uberexpression einer Fusion aus CKX1 und dem myc-Peptid zeigen? Liefert
die direkte Analyse des CKX1 Proteins Hinweise auf eine Verdnderung am CKX1
Protein?

5. Um den genetischen Kontext von ROCKI zu verstehen und weitere Komponenten
des von ROCK vermittelten Prozesses zu identifizieren, wurde ein vorwartsgenetischer
EMS-Mutagenesescreen durchgefiihrt. Ziel war es, Gene zu identifizieren, deren

Mutation den Ausfall von ROCK revertieren.
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2. Material und Methoden

Viele der verwendeten Methoden wurden wie zuvor in meiner Diplomarbeit
beschrieben durchgefiihrt (Niemann, 2008). Aus diesem Grund wurden auch Teile der
Beschreibung dem Text meiner Diplomarbeit entnommen, ohne dass jeder Einzelfall
gesondert gekennzeichnet wurde.

Die verwendeten Standardchemikalien stammen von Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), die Chemikalien
fiir Kultivierungsmedien von Becton, Dickinson und Company (Sparks, USA) und
Duchefa (Haarlem, Niederlande) und die Enzyme fiir molekularbiologische Arbeiten,

wenn nicht anders angegeben, von Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland).

2.1 Biologisches Material

2.1.1 Mikroorganismen

Die in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2. Verwendete Mikroorganismen.

Organismus Stamm Genotyp Referenz
Escherichia coli DH5a F- endAI hsdRJ7 (', my') supE44 thi-J  Grant et al., 1990
A recAl gyrA496 relAl deoRA(lacZYA-
argF)-U169 &80dlacZAM15
E. coli DH10B F- araDJ39 A(ara, leu)7697 AlacX74 Grant et al., 1990
galU galK rpsL deoR ®80d lacZAM15
endAl nupG recAl merA A(mrr hsdRMS
mcrBC)
E. coli DB3.1 F- gyrd462 endAl ginV44 A(sri-recA) Bernard und
mcerB mrr hsdS20(rg, mg") aral4 galK2 Couturier, 1992
lacYI proA2 rpsL20(Sm") xyl5 Aleu mtl1

Agrobacterium  GV3101:pMP90 Rif%, Gent® Koncz und Schell,
tumefaciens 1986
A. tumefaciens ~ C58C1 (pCH32) Rif¥, Tet® Voinnet et al.,
2003
Saccharomyces 23344C Mata, ura3 Marini et al.,
cerevisiae 1997

2.1.2 Pflanzenlinien

Sofern es nicht anders ausdriicklich erwihnt wird, handelt es sich bei den Arabidopsis

thaliana Pflanzen um den Okotyp Col-0.
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Die als 355:CKX1 bezeichnete Linie entspricht der mit Linie 355:CKX1-11 aus Werner
et al. (2003). Die als rockl 355:CKXI bezeichnete Linie entspricht der mittels EMS
Mutagenese erzeugten homozygoten M2 Linie #120 (Bartrina, 2006). Die als rockl-2
bezeichnete Linie ist die vom Salk-Institut erzeugte T-DNA Insertionslinie
SALK 001259 (Alonso et al. 2003), welche zuvor als rockl-SI beschrieben worden
war (Niemann, 2008). Die als rockl-3 bezeichnete Linie ist die im Rahmen des GABI-
KAT Projektes erzeugte T-DNA Insertionslinie 901CO1 (Rosso et al., 2003). Die Linie
ARRS5:uidA entspricht der Linie pIB1.6-TC-GUS im Okotyp Wassilewskija (D'Agostino
et al., 2000). Die als 355:CKX2 bzw. 355:CKX3 bezeichneten Linien entsprechen den
Linien 35S:CKX2-9 bzw. 355:CKX3-9 aus Werner et al. (2003). Die mit 35S:CKX7-
GFP bezeichnete Linie ist die Linie 35S:CKX7-GFP-26 (Kollmer, 2009).

Die Linien ahk2 ahk3 und ahk2 ahk3 crel sind die Linien ahk2-5 ahk3-7 sowie ahk2-5
ahk3-7 crel-2 (Riefler et al., 2006). Die Linie ipt/ 3 5 7 ist die Linie atipt! atipt3-2
atipt5-2 und atipt7-1 (Miyawaki et al., 2006). Die als rock2 bzw. rock3 bezeichneten
Linien entsprechen der mittels EMS Mutagenese erzeugten Linie #205 bzw. #608
(Bartrina, 2006), aus denen das 35S:CKX/ Transgen durch H. Jensen rausgekreuzt
wurden ist (Jensen, 2013). Die Linie cg//-2 wurde zuvor auch als cgl/l C6 beschrieben
(Frank et al., 2008).

Die fiir die transiente Expression verwendeten Nicotiana benthamiana Pflanzen waren

Wildtyppflanzen.

2.2 Plasmide

Die bei den Klonierungen in dieser Arbeit verwendeten Ausgangsplasmide sind in

Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3. Bei Klonierungen verwendete Ausgangsplasmide.

Bezeichnung Selektionsmarker in Selektionsmarker Referenz
Bakterien in Pflanzen
pCB302 Kan® Basta" Xiang et al., 1999
pCB308 Kan® Basta" Xiang et al., 1999
pDONR221 Kan® - Invitrogen, Carlsbad, USA
pDONR222 Kan® - Invitrogen, Carlsbad, USA
pB7FWG2 Spec® Basta® Karimi e al., 2002
pK7WGF2 Spec® Kan® Karimi et al., 2002
pB7WGFUBQ102 Spec® Basta® Tiangi Guo
pGWB17 Kan® , Hyg" Kan® , Hyg"® Nakagawa et al., 2007

pGWBI18 Kan® , Hyg" Kan® , Hyg"® Nakagawa et al., 2007
pYEScupFLAGK Amp® - Ashikov et al., 2005
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2.3 Kultivierung und Selektion von Mikroorganismen

Die Kultivierung von E. coli bzw. A. tumefaciens erfolgte standardméBig auf
LB-Medium (25 g/l LB Fertigmedium bestehend aus 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und
10 g NaCl) (Bertani, 1951) bei 37°C bzw. 28°C. Fiir die Kultivierung auf Festmedium
in Petrischalen (=Platten) wurden 15 g/l Agar hinzugegeben. Fiir die Selektion auf das
Vorhandensein von Resistenzen wurden die Antibiotika entsprechend Tabelle 4

hinzugefiigt.

Tabelle 4. Antibiotikakonzentration fiir die Selektion von Bakterien.

Antibiotikum Konzentration im Medium
(pg/ml)
Ampicillin 100
Kanamycin 50
Gentamycin 25
Rifampicin 50
Spectinomycin 100
Streptomycin 50
Hygromycin 50

Die Kultivierung von Hefe fiir die Isolierung der Gesamt-DNA erfolgte auf YPD-
Festmedium (10 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Pepton, 20 g/l Glukose, 15 g/l Agar) (Sherman,
1991) bei 30°C.

2.4 Kultivierung, Selektion und Analyse von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Die Kultivierung von Arabidopsis Pflanzen erfolgte standardméBig im Gewéchshaus
auf Erde oder im Kulturraum in vitro unter Langtagbedingungen (16 Stunden Licht,
acht Stunden Dunkelheit). Die in vitro Kultivierung erfolgte auf 2 MS-Festmedium
(2,15 g/l MS-Salze, 0,5 g/l 2-(N-morpholino)-Ethansulfonsdure (MES) pH 5.,7)
(Murashige und Skoog, 1962) mit 10 g/l Saccharose und 7 g/l Agar. Fiir die
Kultivierung auf hochkant stehenden Platten wurden 12 g/l Agar zu dem Medium
gegeben. Fiir die in vitro Selektion wurden Herbizide bzw. Antibiotika entsprechend
Tabelle 5 hinzugefiigt. Die Selektion auf Phosphinotricin/BASTA-Resistenz auf Erde
erfolgte durch wiederholtes Spriithen der Keimlinge mit 0,1 %iger BASTA-L6sung.
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Tabelle 5. Herbizid- bzw. Antibiotikakonzentrationen fiir die Selektion von
Arabidopsispflanzen.

Herbizid/Antibiotikum Konzentration im Medium in
pg/ml
Hygromycin 15
Phosphinotricin 12
Kanamycin 50

Die Sterilisierung der Arabidopsissamen fiir die in vitro Kultivierung erfolgte durch
Schiitteln der Samen in 70 % Ethanol mit 0,1 % Triton X-100 fiir zehn Minuten,
anschlieBendem zweimaligen Waschen in 70 % Ethanol und Trocknung auf sterilem
Filterpapier.

Die quantitative Erfassung des Wurzelphédnotyps erfolgte auf Hochkantplatten. Fiir den
Vergleich der Sensitivitit des Wurzelwachstums gegeniiber Cytokinin waren zum
Medium jeweils gleiche Volumina entsprechend konzentriertem Cytokinins in DMSO
bzw. fiir die Nullkontrolle nur DMSO hinzugegeben worden. Die Endkonzentration an
DMSO war nie gréfler als 0,01 %. Die Liange der Hauptwurzel wurde zum angegebenen
Zeitpunkt markiert und beim Ende der Messung die Pflanzen photographiert. Die
Auswertung der Elongation der Hauptwurzel erfolgte mit Hilfe des Programms Scion
Image. Die Bestimmung der Anzahl an gebildeten Seitenwurzeln durch Zahlen aller

Seitenwurzeln, die bereits die Epidermis durchbrochen hatten, unter dem Binokular.

2.5 Kreuzung von Arabidopsispflanzen

Kreuzungen von Arabidopsispflanzen wurden durchgefiihrt, indem bei der
Mutterpflanze in Bliiten mit noch geschlossenen Pollensidcken diese entfernt wurden
und die Narbe mit Pollen von gedffneten Staubblittern des Kreuzungspartners bestaubt

wurde (Niemann, 2008).

2.6 Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.6.1 Extraktion von Plasmid-DNA aus Escherichia coli und Agrobakterium

tumefaciens

Die Gewinnung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mittels alkalischer Lyse
(Birnboim und Doly, 1979) modifiziert nach dem Qiagen Plasmid Purification

Handbook. Kurz zusammengefasst beinhaltete dies das Pelletieren von iiber Nacht in
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Fliissigkultur gewachsener E. coli Zellen, das anschlieBende Resusprendieren der Zellen
in 250 pl Puffer P1 (50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A), das
Autfbrechen der Zellen durch Zugabe von 300 ul Puffer P2 (200 mM NaOH, 1 % SDS)
und das Neutralisieren und Ausféillen von Proteinen und genomischer DNA mit Puffer
P3 (3 M Kaliumacetat pH 5,5). Nach Abzentrifugieren wurden die Plasmide im
Uberstand durch Zugabe von 500 ul Isopropanol gefillt, pelletiert, das Pellet mit 300 pl
70 % Ethanol gewaschen und im Anschluss getrocknet. Die isolierte Plasmid-DNA
wurde in bidestilliertem Wasser geldst.

Das Prinzip der Gewinnung von Plasmid-DNA aus A. tumefaciens war dasselbe. Als
zusdtzlicher Schritt fiir das erfolgreiche Aufbrechen der Bakterien wurden die
pelletierten Zellen zunéchst in 10x TE pH 8 mit 150 mM NacCl, resuspendiert und fiir
zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert um Zuckerketten von der Zellwand zu
16sen. Die Zellen wurden danach abzentrifugiert, in 250 pl P1 aufgenommen und die
Zellwiande durch Inkubation fiir 15 Minuten mit 18 pl Lysozym (50 mg/ml) bei 37°C
aufgebrochen. Im Anschluss folgte das oben beschriebene Aufbrechen der Zellen und
Trennen der Zellbestandteile. Der Plasmid-haltige Uberstand wurde zusitzlich mit
400 pul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) gemischt, die Phasen durch
Zentrifugieren getrennt und die sich in der oberen wissrigen Phase befindlichen

Plasmide wie zuvor beschrieben mit Isopropanol gefillt und weiterbehandelt.

2.6.2 Extraktion von genomischer DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Die Isolation von genomischer DNA aus Saccharomyces cerevisiae fiir die Klonierung
des Gens Yea4p basiert auf dem Aufbrechen der Zellen durch Chloroform und
Isoamylalkohol (Ruiz-Barba et al, 2005). Eine auf Festmedium gewachsene
Hefekolonie wurde in 100 pl bidestilliertem Wasser resuspendiert und 100 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) dazugegeben. Die Mischung wurde 5 Sekunden
gevortext und fiir 5 Minuten bei 4°C mit 16000 g zentrifugiert. Die in der oberen

wissrigen Phase angereicherte genomische DNA wurde abgenommen.

2.6.3 Bestimmung der Nukleinsiurekonzentration

Die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration in einer Losung erfolgte entweder auf

Basis der optischen Dichte bei 260 nm mit dem NanoDrop Spektrophotometer
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(ThermoScientific, Wilmington, USA) oder durch visuellen Vergleich mit einem
quantitativen Standard nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Anfirbung mit

Ethidiumbromid (siehe 2.6.7)

2.6.4 Restriktionsverdau von DNA

Um vorhandene DNA-Molekiile zu analysieren oder um DNA-Fragmente zu Ligieren,
wurden DNA-Molekiile mit Endonukleasen sequenzspezifisch geschnitten. 10 bis 100
ng DNA wurden mit 0,5 pl Restriktionsenzym (10 U/ml), bidestiliertem Wasser und der
entsprechenden Menge an kompatiblem 10x Reaktionspuffer (Fermentas, St. Leon-Rot)
gemischt. Der Ansatz wurde bei der vom Hersteller angegebenen optimalen Temperatur
des Restriktionsenzyms fiir mindestens eine Stunde inkubiert.

Bestand Bedarf fiir die Inaktivierung der Restriktionsenzyme wegen beispielsweise
einer anschlieBenden Ligation des DA-Molekiils wurde das Enzym entsprechend der

Herstellerangaben durch Hitze deaktiviert.

2.6.5 Dephosphorylierung von DNA Molekiilen

Um die ungewollte Selbstligation eines DNA-Molekiils zu vermeiden, wurde eines der
zu ligierenden DNA-Molekiile dephosphoryliert. Das enzymatische Abspalten der 5°-
Phosphatgruppe  erfolgte durch Inkubation der DNA direkt in dem
Restriktionsverdauansatz mit 2 pl calf intestine alkaline phosphatase (CIAP) (1 u/ul)
fiir 15 Minuten bei 50°C. Das CIAP Enzym wurde im Anschluss fiir 15 Minuten bei
65°C deaktiviert.

2.6.6 Amplifikation von DNA-Abschnitten mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR)

Sowohl fiir den Nachweis als auch fiir die Klonierung wurden DNA-Abschnitte mittels
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) amplifiziert (Mullis und
Faloona, 1987). Fiir den Nachweis von DNA-Abschnitten erfolgte die Amplifikation
mit der DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Taq) und fiir Klonierungen mit der
DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus (Pfit).

Die Zusammensetzung der typischen Reaktionsansétze ist in Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6. Typische Zusammensetzung eines 20 pl PCR-Reaktionsansatzes.

Taq-PCR Pfu-PCR
Template-DNA 0,1 —500 ng 0,1 -500 ng
10x Puffer Ix 1x
Polymerase 2.5 units 2.5 units
dNTPs jedes dNTP 200 pM jedes dNTP 200 uM
Vorwiértsprimer 1,5 uM 0,375 uM
Riickwiértsprimer 1,5 uM 0,375 uM

Der 10x Tag Puffer bestand aus 160 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1 %
Tween-20 und 15 mM MgCl, und der 10x Pfu Puffer aus 200 mM Tris-HCI pH 8,8,
100 mM KCI, 100 mM (NH4),SO4, 20 mM MgSO4, 1 mg/ml Nuklease-freies BSA,
1 % Triton X-100.

Der Temperaturverlauf, die Dauer und Anzahl der Wiederholungen der einzelnen
Schritte wurde beim jeweiligen PCR-Ansatz den Anspriichen an Linge des Amplikons
und Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer angepasst. Die grundlegenden

Schritte sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7. Temperatur, Dauer und Abfolge der einzelnen Schritte einer PCR.

Schritt Funktion Temperatur Dauer
1 initialer 95°C 2 Minuten
Denaturierungsschritt

2 Denaturierung 95°C 30 Sekunden

3 Primer-Anlagerung 50°C - 65 °C 30 Sekunden

4 Elongation 72°C Tag-Polymerase: 1 Minute/kb
68°C Pfu-Polymerase: 2 Minuten/kb

25 bis 35 Wiederholungen der Schritte 2 bis 4
5 Finaler Elongationsschritt 72°C/68°C 10 Minuten

2.6.7 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiuren

Um die GroBe eines PCR-Amplifikats zu bestimmen, unterschiedlich grole DNA-
Molekiile von einander zu trennen oder die Konzentration von DNA-Molekiilen zu
bestimmen wurden diese -elektrophoretisch entsprechend ihrer Grofe in einem
Agarosegel aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid (0,3 pg Ethidiumbromid/ml Gel)
sichtbar gemacht. Die DNA-Proben wurden mit 10x DNA-Ladepuffer (1x TAE-Puffer,
30 % Glycerin, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol) auf 1x
Pufferkonzentration verdiinnt und in horizotalen Agarosegelen (0,8 % bis 4 % Agarose)
unter Verwendung von TAE-Laufpuffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsédure, pH 8, 1 mM
EDTA) durch Anlegen einer elektrischen Spannung getrennt. Die Abschitzung der
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GroBe und Konzentration der in den jeweiligen Banden vorliegenden DNA-Fragmente
erfolgte durch Vergleich mit dem parallel aufgetrennten GroBenstandard Hyperladder I
(Bioline USA Inc., Randolph, USA).

2.6.8 Aufreinigung von DNA nach Behandlung mit Enzymen

Die Aufreinigung von DNA aus enzymatischen Reaktionen erfolgte entweder nach
vorheriger gelelektrophoretische Auftrennung und anschlieBender Elution aus dem Gel
oder durch direkte Aufreinigung. Das Prinzip der Aufreinigung war in beiden Féllen die
Bindung von DNA an eine Silicamembran. Im ersten Fall wurde nach der Auftrennung
das entsprechende DNA-Fragment aus dem Agarosegel ausgeschnitten und gemaif3
Herstellerprotokoll mit dem Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, Irvine,
USA) eluiert. Im zweiten Fall wurde die DNA direkt mit dem QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) geméf Herstellerprotokoll aus dem

Reaktionsansatz aufgereinigt.

2.6.9 Ligation von DNA Fragmenten

Fiir die Klonierung neuer DNA-Konstrukte wurden DNA-Molekiile kovalent mit Hilfe
des Enzyms T4 Ligase miteinander verkniipft. Es wurden ausschlieBlich DNA-
Molekiile mit kompatiblen iiberhdngenden Einzelstrangenden miteinander ligiert. Das
Insert wurde in drei- bis zehnfachem molaren Uberschuss gegeniiber dem Vektor
(20-100 ng/20 ul Ansatz) eingesetzt und zusammen mit 1 Einheit T4-Ligase in 1x T4
Ligasepuffer (Fermentas, St. Leon-Rot) bei 16°C zwischen drei Stunden und iiber Nacht
inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch Inkubation bei 65°C fiir 10

Minuten.

2.6.10 Gateway-Klonierung

Die Gateway-Klonierung (Invitrogen, Carlsbad, USA) Dbasiert auf der
sequenzspezifischen Rekombination von DNA-Fragmenten bei der Integration des
Bakteriophagen A in das E. coli (Hartley et al., 2000). Der Vorteil ist die vereinfachte
Umklonierung einmal klonierter DNA-Abschnitte in weitere Zielvektoren. In dieser

Arbeit wurde immer mittels einer zweistufigen PCR DNA-Fragmente mit
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entsprechenden attBl sowie attB2 Rekombinationssequenzen amplifiziert. Diese
erfolgte durch eine Gatewayl PCR mit genspezifischen Primern, die zusétzlich einen
Teil des a#/B Adapters enthielten, und einer anschlieBenden Gateway2 PCR auf das
Gatewayl PCR-Produkt mit Primern fiir die vollstdndigen a#B Adapter (Adapterprimer
P4 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT und Adapterprimer P5
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT). Das Temperaturprogramm  der
Gatewayl PCR entspricht dem einer zuvor beschriebenen Standard-PCR. Das
Temperaturprogramm der Gateway2 PCR ist in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8. Temperatur, Dauer und Abfolge der einzelnen Schritte der Gateway2 PCR.

Schritt Funktion Temperatur Dauer
1 initialer 95°C 2 Minuten
Denaturierungsschritt

2 Denaturierung 1 95°C 30 Sekunden

3 Primer-Anlagerung 1 45°C 30 Sekunden

4 Elongation 1 68°C 2 Minuten/kb
5 Wiederholungen der Schritte 2 bis 4

5 Denaturierung 2 95°C 30 Sekunden

6 Primer-Anlagerung 2 55°C 30 Sekunden

7 Elongation 2 68°C 2 Minuten/kb
20 Wiederholungen der Schritte 5 bis 7

8 Finaler Elongationsschritt 68°C 10 Minuten

Das vollstindige Gateway2 Amplifikat wurde aufgereinigt und mittels einer BP-
Reaktion in den Donor-Vektor pDONR221 oder pDONR222 kloniert, so dass ein so
genannter Entry-Vektor entstand. Aus diesem wurde das einklonierte Fragment mittels
LR-Reaktion in einen Destination-Vektor umkloniert.

Ein typischer BP-Reaktionsansatz (10 pl) bestand aus 1x BP-Puffer mit 300 ng Donor-
Vektor, 40 bis 100 fmol Gateway2 PCR-Produkt und 0,5 pl BP-Clonase (Invitrogen,
Carlsbad, USA). Ein typischer LR-Reaktionsansatz (10 ul) bestand aus 1x LR-Puffer
mit 150 ng Entry-Klon, 150 ng Destination-Vektor und 0,5 pul LR-Clonase (Invitrogen,
Carlsbad, USA). Beide Reaktionsansédtze wurden bei 25°C iiber Nacht inkubiert und am
nichsten Tag wurde die Reaktion durch Zugabe von 3 pg Proteinase K und Inkubation
bei 37°C fiir zehn Minuten abgestoppt. Die Proteinase K wurde durch Inkubation fiir
zehn Minuten bei 68°C deaktiviert.
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2.6.11 Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen

200 ml LB Medium wurden 1:100 mit einer frischen Ubernachtkultur inokuliert und bei
37°C (E. coli) bzw. 28°C (A. tumefaciens) bis zu einer ODg von 0,5 bis 0,7 wachsen
gelassen. Die Zellen wurden auf Eis heruntergekiihlt und bei 4000 g und 4°C fiir
15 Minuten abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 ml eiskaltem 10 %igen
Glycerin resuspendiert, die Zentrifugation wiederholt und die Zellen in 50 ml eiskaltem
10 %igen Glycerin resuspendiert. Nach erneuter Wiederholung der Zentrifugation und
Resuspension der Zellen in 1 ml eiskaltem 10 %igen Glycerin wurden sie auf 50 pl
Aliquots verteilt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung bis zur

Transformation erfolgte bei -80°C.

2.6.12 Elektrotransformation von E. coli und A. tumefaciens Zellen

Vor der Transformation wurde jede DNA-Losung auf eine Dialysemembran
(VSWP02500, Millipore, Billerica, USA) gegeben und fiir 20 Minuten gegen
bidestilliertes Wasser dialysiert.

Fiir die Elektrotransformation von E. coli oder A. tumefaciens wurden 50 pl
elektrokompetenter Zellen auf Eis aufgetaut und mit 1 bis 4 ul DNA vermischt. Nach
Inkubation auf FEis fiir eine Minute wurden die Zellen in eine vorgekiihlte
Elektroporationskiivette iiberfiihrt und bei 1,8 kV fiir 3 bis 5 ms (Micro Pulser;
Bio-Rad, Hercules, USA) transformiert. Sofort wurden 300 ul SOC-Medium (0,5 g/l
Bacto Yeast Extrakt, 20 g/l Bacto-Trypton, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
20 mM Glukose) (Hanahan, 1983) hinzugegeben und die Zellen in einem
Reaktionsgefdl bei 37°C fiir eine Stunde (E. coli) bzw. 28°C fiir zwei Stunden (4.
tumefaciens) inkubiert, bevor sie auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum

ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht bzw. 28°C fiir zwei Tage inkubiert wurden.

2.6.13 Klonierungsstrategien

Dieses Kapitel enthélt detaillierte Angaben zu der Klonierung der in dieser Arbeit
verwendeten Konstrukte. Alle PCR Amplifikationen erfolgten mit Pfu DNA-
Polymerase und die PCR-Amplifikate wurden im Anschluss mit dem QIAquick PCR
Purification Kit aufgereinigt. Fiir Ligationen enthielten die verwendeten Primer die

entsprechenden  Restriktionsschnittstellen. Die Préparation der Plasmide, die



MATERIAL UND METHODEN 43

Vorbereitung der Ligationen durch Restriktionsverdaue und Dephosphorylierung, die
Ligationen selber bzw. die BP- und LR-Reaktionen und die Elektrotransformationen in
E. coli erfolgten wie zuvor geschrieben. Die Sequenz aller durch Amplifikation mittels

PCR erhaltener DNA-Fragmente wurde durch Sequenzierung bestétigt.

ROCK1:ROCKI1-uidA fiir die Bestimmung der Expressionsdominen

Fir die Analyse der ROCKI Expression wurde mit den Primern ROCKI1-A13
(CGCGGCTAGCCGGCCGTTGATTTTGACTAT) und ROCK1-A14
(CGCGGCTAGCCACCTTCTTCTTCTTCTTGTC) ein 4 kb groBer Bereich beginnend
1,83 kb vor dem Startcodon von ROCK und endend mit dem Stoppcodon von ROCK
amplifiziert. Als Template hierfiir diente das 16,1 kb grofle Sacl Fragment des BAC-
Klons MXK3, welches in pCB301 subkloniert vorlag (Dr. 1. Bartina). Das Amplifikat
wurde mit den in den Primern vorhandenen Nkel Schnittstellen in die kompatiblen Xbal
Schnittstellen des Vektors pCB308 kloniert, so dass sich eine translationale Fusion aus

ROCKI1 und GUS ergibt.

GFP Fusionsproteine fiir die subzellulire Lokalisation von ROCK1

Um die subzelluldre Lokalisation von ROCK1 zu bestimmen, wurden verschiedene
Fusionskonstrukte bestehend aus ROCK1 und GFP unter der Kontrolle verschiedener
Promotoren kloniert.

Fiir die Klonierung des Konstruktes 35S:GFP-ROCKI1 konnte auf den vorhandenen
Entry-Vektor pDONR222-ROCK ImitStoppcodon (Niemann, 2008) zuriickgegriffen

werden. Aus diesem wurde das ROCK1 Fragment per LR Reaktion in den Vektor
pK7WGF2 kloniert.

Fir die Klonierung des Konstruktes 35S:GFP-ROCKI1*** V' wurde unter
Verwendung von pDONR222-ROCK1 als Template mit den Primern ROCKI1-A3
(AAAAAGCAGGCTTCACCATGGCGACGGCTAACGGAGCAAA) und
ROCKI1AKKKKKV-GW-rev (AGAAAGCTGGGTGTTAGTCAATGTATGGGTATT
TCTG) ein ROCK1*¥¥®Y Eragment mit Stoppcodon amplifiziert. Diese wurde nach
Gateway2 PCR mit P4 und P5 mittels BP-Reaktion in pDONR221 kloniert und im
Anschluss mittels LR-Reaktion in pK7WGF2 kloniert.

Fiir die Klonierung von ROCK1:ROCK 1-GFPin wurde mit den Primern GFPinROCK1-
fw  (ATTAATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG) und GFPinROCKI1-rev
(ATTAATCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGA) die Sequenz von eGFP aus dem
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Vektor pPB7FWG2 amplifiziert und in die Vspl Schnittstelle von ROCKI im Vektor
pCB302-ROCK1:ROCK1 (Niemann, 2008) einkloniert.
Da fiir die Klonierung des Konstruktes ROCK1:ROCKI1-GFPin*****V yon dem

bereits vorliegendem ROCKI1:ROCKI1-GFPin Konstrukt ausgegangen werden sollte,
jedoch keine geeigneten Schnittstellen fiir den direkten Austausch des 3’Endes von
ROCK] vorlagen, musste eine Klonierungstrategie bestehend aus der Deletion des 3’
Endes durch partiellen Verdau und FEinfiigen eines ebenfalls partiell verdauten
verkiirzten 3’ Endes verwendet werden. Wéhrend dieser Klonierung wurde das GFP
Fragment entfernt und spiter erneut an derselben Stelle wieder einkloniert. Hierfiir
wurde das Konstrukt pCB302-ROCK1:ROCK1GFPin mit EcoRI verdaut und die
entstandenen Fragmente der Grofe 6 kb, 4 kb und 0,4 kb nach Deaktivierung des
Restriktionsenzyms unmittelbar religiert und in E. coli transformiert. Ein Klon, der eine
Fusion aus nur dem 6 kb und dem 4 kb Stiick in richtiger Orientierung trigt, wurde
isoliert, im Anschluss mit EcoRI erneut partiell verdaut und das nun lediglich
linearisierte 10 kb Fragment isoliert. Dieses wurde im Folgenden mit Vspl verdaut, so
dass ein Fragment entsteht, dass neben dem Vektorriickgrat von pCB302 noch das
Fragment ROCK1:ROCKI1 bis zur Vspl Insertionsstelle von GFP enthilt. Parallel
wurde das 3° Ende von ROCKI mit den Primern GFPinROCKI-fw
(ATTAATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG) und ROCKIAKKKKKYV-rev
(CAGAATTCTTAGTCAATGTATGGGTATTTCTGGTA) ausgehend von dem
Konstrukt pCB302-ROCKI1:ROCK1-GFPin als Template amplifiziert. Dem so
entstandenen ca. 1,5 kb groBBen Amplifikat fehlt die fiir die sechs letzten Aminosduren
von ROCKI1 kodierende Sequenz. Das fiir die Amplifikation verwendete Template
wurde mit Vspl und Sacl wegverdaut, das amplifizierte Fragment mit EcoRI zusétzlich
partiell verdaut und das 0,7 kb lange Fragment isoliert, welches die zweite Halfte von
ROCKI ab der Vspl Schnittstelle besitzt und am 3° Ende um 18 Basen verkiirzt ist.
Dieses Fragment wurde mit dem wie zuvor beschrieben vorbereiteten Fragment aus
pcB302 und dem bis zur Vspl Schnittstelle reichenden Fragment ROCK1:ROCK1 unter
Verwendung der Vspl und EcoRI Schnittstellen ligiert, so dass ein um die letzten 18
Basen verkiirztes ROCK1:ROCK 1%V in die EcoRI Schnittstelle des Vektors
pCB302 einkloniert vorliegt. Der erfolgreiche Austausch des 3’ Endes wurde durch
Ansequenzierung bestitigt. In die Vspl Schnittstelle wurde im Anschluss erneut ein aus

pCB302-ROCK1:ROCK1-GFPin mit Vspl rausgeschnittenes GFP Fragment einkloniert.
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Fiir die Klonierung von ROCKI:rockl-1-GFPin wurde mit den Primern rockl-1-
1kbFragment-fw (CATCGCGAACAATACGGGTCCACG) und rockl1-1-1kbFragment-
rev (ATCCATGGCATTTTGCCGC) ein ca. 1 kb groBes rockl-1 Fragment aus

genomischer DNA von rockl-1 Pflanzen amplifiziert. Aus dem Konstrukt pCB302-
ROCK1:ROCK1-GFPin wurde durch Ncol und Nrul ein Fragment herausgeschnitten
und stattdessen das 1 kb rock1-1 Fragment gerichtet einkloniert.

Fiir die Klonierung von 35S:GFP-rockl-1 wurde unter Verwendung von genomischer
DNA aus rockl-1 Pflanzen als Template mit den Primern ROCKI-A3
(AAAAAGCAGGCTTCACCATGGCGACGGCTAACGGAGCAAA) und ROCK1-A6
(AGAAAGCTGGGTGTTACACCTTCTTCTTCTTCTTGTC) ein rockl-1 Fragment

mit Stoppcodon amplifiziert. Diese wurde nach Gateway2 PCR mit P4 und P5 mittels
BP-Reaktion in pDONR221 kloniert und im Anschluss mittels LR-Reaktion in
pK7WGF2 kloniert.

myc-Fusionsproteine fiir die Analyse der Proteinabundanz von ROCK1

Fiir die Klonierung von 35S:ROCK 1-myc wurde das ROCK 1 Fragment aus dem Entry-
Vektor pPDONR221-ROCK 1ohneStoppcodon (Niemann, 2008) durch eine LR-Reaktion
in den Vektor pGWB17 kloniert.

Fiir die Klonierung von 35S:rockl-1-myc wurde unter Verwendung von genomischer
DNA aus rockl-1 Pflanzen als Template mit den Primern ROCKI-A3
(AAAAAGCAGGCTTCACCATGGCGACGGCTAACGGAGCAAA) und ROCK1-A7
(AGAAAGCTGGGTGCACCTTCTTCTTCTTCTTGTC) ein rockl-1 Fragment ohne

Stoppcodon amplifiziert. Diese wurde nach Gateway2 PCR mit P4 und P5 mittels BP-
Reaktion in pDONR221 kloniert und im Anschluss mittels LR-Reaktion in pGWB17
kloniert.

Expression in Hefe fiir die Bestimmung der Transportaktivitit
Fiir die Klonierung des Konstruktes CUP1:FLAG-ROCKI1 wurde unter Verwendung
des Konstruktes Salk Klon U87105 (pUNI5S1-ROCKI1cDNA) (Niemann, 2008) als

Template die ROCK1 c¢DNA mit Stoppcodon mit den Primern Cu-induc-fw
(CATAGGTACCTGCGACGGCTAACGGAGCO) und Cu-induc-rev
(GTCTGAATTCTTACACCTTCTTCTTCTTCTTGTC) amplifiziert. Das PCR-
Amplifikat und der Vektor pYEScupFLAGK (Ashikov ef al., 2005) wurden mit Kpnl

und EcoRI geschnitten und das Fragment gerichtet einkloniert.
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myc-CKX1 Fusionsprotein
Die Klonierung von 35S:myc-CKX1 erfolgte durch Dr. H. Weber (AG Werner, Freie

Universitit Berlin). Hierflir wurde die genomische Sequenz von CKX/ amplifiziert und
in pDONR221 mittels BP-Reaktion kloniert. Das CKX/ Fragment wurde mittels LR-
Reaktion in den Vektor pPGWBI18 kloniert.

GFP-Fusionsproteine fiir die Komplementation des rock1-1 35S:CKX1 Phinotyps
Die Klonierung erfolgte in den von T. Guo (AG Werner, Freie Universitit Berlin)
klonierten Destination-Vektor pPB7WGFUBQ102. Dieser Vektor unterscheidet sich in
sofern von dem Vektor pB7WGF, dass der 35S Promotor durch den UBQ10 Promotor
von Arabidopsis ausgetauscht wurden ist.

Fir die Klonierung des UBQI10:GFP-Yeadp Konstruktes wurde ausgehend von

genomischer DNA von S. cerevisiae mit den Primern  Yeadp-fw
(AAAAAGCAGGCTTCTGGAACTCACTAAAAGC) und Yeadp-rev
(AGAAAGCTGGGTGTCATTTACTTTTCTTTATCGC) das Yea4p Gen amplifiziert.
Dieses wurde nach Gateway2 PCR mit P4 und P5 mittels BP-Reaktion in pDONR222
kloniert und im Anschluss mittels LR-Reaktion in pPB7WGFUBQ102 kloniert.

Fiir die Klonierung des UBQ10:GFP-SLC35A3 Konstruktes wurde ausgehend von dem
Vektor pYES-SLC35A3cDNA (erhalten von Dr. A. Ashikov, Medizinische Hochschule
Hannover) mit den Primern SLC35A3-fw
(AAAAAGCAGGCTTCTTCGCCAACCTAAAATACG) und SLC35A3-rev-1
(CACCTTCTTCTTCTTTGCTTTAGTGGGATTTCC) die cDNA von SLC35A3 ohne

das Stoppcodon amplifiziert. Im Anschluss wurden unter Verwendung dieses PCR-
Amplifikats als Template mit den Primern SLC35A3-fw und SLC35A3-rev-2
(AGAAAGCTGGGTGTTACACCTTCTTCTTCTT) die letzten 15 Basen von ROCK1
angefiigt. Dieses wurde nach Gateway2 PCR mit P4 und P5 mittels BP-Reaktion in
pDONR222 kloniert und im Anschluss mittels LR-Reaktion in pB7WGFUBQ102
kloniert.

Fiir die Klonierung des UBQ10:GFP-ROCK 1 Konstruktes wurde das ROCK Fragment
aus dem FEntry-Vektor pPDONR221-ROCK ImitStoppcodon (Niemann, 2008) durch eine
LR-Reaktion in den Vektor pPB7WGFUBQ102 kloniert.

Fiir die Klonierung von UBQ10:GFP-SLC35A30pt wurden die Codons in der Sequenz
der SCL3543 cDNA mit dem Programm GeneOptimizer (Raab et al., 2010) fiir die

Translation in Arabidopsis optimiert, das entsprechende DNA-Fragment wurde
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synthetisiert (Life Technologies) und in den Donor-Vektor pDONR221 kloniert. Das
synthetisierte DNA-Molekiil beinhaltete die letzten 15 Basen von ROCKI.
SLC35A30pt wurde mittels LR-Reaktion in den Vektor pPB7WGFUBQ102 kloniert. Die
Linkersequenz zwischen GFP und dem Startcodon von SLC35430pt ist identisch mit
der im Konstrukt pPB7WGFUBQ102-ROCKI.

2.6.14 Sequenzierung kurzer DNA Abschnitte

Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech AG in Konstanz durchgefiihrt
(http://www.gatc-biotech.de).

2.7 Bestimmung der Transkriptabundanz

Die Bestimmung der Abundanz von Transkripten erfolgte mittels quantitativer PCR
(qPCR). Diese bendtigt ein DNA Template, so dass die extrahierte RNA zunichst in
cDNA umgeschrieben und im Anschluss mittels qPCR quantifiziert wird.

2.7.1 Extraktion von Gesamt-RNA aus pflanzlichem Gewebe

Die Extraktion von RNA aus pflanzlichen Gewebe erfolgte mit einer modifizierten
TRIzol Methode (Chomczynski und Sacchi, 1987) wie zuvor beschrieben (Niemann,
2008). Es wurden ca. 200 mg Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff eingefroren, zu
Pulver zermorsert und in ein vorgekiihltes 2 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt. Nach Zugabe
von | ml frisch angesetztem TRIzol-Reagenz (38% Phenol, 800 mM
Guanidiniumthiocyanat, 400 mM Ammoniumthiocyanat, 100 mM Natriumacetat pH 5,
5% Glycerin) wurde die Probe gevortext bis sie aufgetaut war und homogen aussah. Die
Zelltriimmer wurden bei 13200 rpm und 4 °C fiir fiinf Minuten abzentrifugiert und der
Uberstand in ein neues 2 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Nach Zugabe von 400 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) wurde die Probe gevortext, fiir fiinf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und schlieBlich fiir 15 Minuten bei 13200 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Von der oberen wissrigen Phase wurden 700 upl in ein neues
Reaktionsgefd3 tiberfithrt und durch Zugabe von 350 pl Isopropanol und 350 pl
Hochsalzlosung (1,2 M Natriumchlorid, 800 mM Natriumcitrat) die RNA bei

Raumtemperatur fiir zehn Minuten gefillt. Die fiir zehn Minuten bei 13200 rpm und
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4 °C abzentrifugierte RNA wurde mit 900 pl 70%igem Ethanol gewaschen, fiir finf
Minuten bei 13200 rpm und 4 °C abzentrifugiert und getrocknet. Die RNA wurde bei
60°C fiir finf Minuten in 20 pul RNase-freiem ddH,O gelost. Um die Qualitdt der
gewonnenen RNA zu bestimmen, wurde 1 pl der Losung mittels Elektrophorese in
einem 1 %igem Agarosegel aufgetrennt und auf Vorhandensein distinkter rRNA-

Banden analysiert.

2.7.2 Aufreinigung und DNase I-Verdau

Um eine Beeinflussung der cDNA-Synthese durch noch vorhandene storende
Inhaltsstoffe in der extrahierten RNA zu vermeiden, wurde die RNA tiber eine Silica-
Séule aufgereinigt. Noch vorhandene DNA-Verunreinigungen wurden mit einer
DNase I Behandlung entfernt. Die Aufreinigung erfolgte mit dem RNeasy Mini-Kit
(Qiagen, Hilden) entsprechend der Herstellerangaben. Die DNase I Behandlung erfolgte
dabei nach dem ersten Waschen der auf der Sdule gebundenen RNA mit Puffer RW1.
Die Behandlung erfolgte mit RNase-freier DNase I (Qiagen, Hilden) entsprechend dem
Herstellerprotokoll. Im Anschluss wurde die DNase I mit zum Kit gehorenden Puffer
RWI1 weggewaschen und das Herstellerprotokoll des Kits weiter verfolgt. Die Qualitit

der aufgereinigten Gesamt-RNA wurde wie oben beschrieben tiberpriift.

2.7.3 Reverse Transkription von RNA in cDNA
Die reverse Transkription der RNA in cDNA (cDNA-Synthese) erfolgte durch das

Enzym SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Die hierbei verwendeten
Primer waren ein 25-mer dT-Primer (T25) sowie ein Gemisch aus neun Basen langen
Primern mit zufélliger Sequenz (N9). 1 ug aufgereinigte Gesamt-RNA wurden mit
2,5uM T25 und 4,5 uM N9 Primer sowie 5 mM von jedem dNTP in einem
Gesamtvolumen von 14,5 ul vermischt, fiir flinf Minuten bei 65°C inkubiert und danach
auf Eis runtergekiihlt. Im Anschluss wurden 5 mM DTT, 2,5 Einheiten der SuperScript
III Reverse Transkriptase hinzugefiigt und der 20 pl Reaktionsansatz auf einfache
Erststrangpufferkonzentration (50 mM Tris-Cl pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,)
gebracht. Der Reaktionsansatz wird fiir fiinf Minuten bei 25°C, 60 Minuten bei 50°C
und 15 Minuten bei 70°C fiir das Anlagern der Primer, die reverse

Transkriptionsreaktion und die Deaktivierung des Enzyms inkubiert. Fiir die
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anschliefende Verwendung als Template bei der quantitativen PCR wurde die cDNA

1:10 in bidestilliertem Wasser verdiinnt.

2.7.4 quantitative PCR (qPCR)

Die Bestimmung der Transkriptabundanz erfolgte mittels quantitativer PCR (Higuchi et
al., 1993) unter Verwendung der cDNA als Template. Die Bestimmung der Menge an
amplifizierter doppelstrangiger DNA basierte auf der Fluoreszenz von SYBR Green.
Der Vergleich der Abundanz der untersuchten cDNAs erfolgte durch Vergleich der
Zyklenzahl (Ct-Wert), die das Fluoreszenzsignal bendtigte, um einen definierten
Schwellenwert zu erreichen. Die Normalisierung der eingesetzten cDNA Menge
zwischen den Proben erfolgte nach der AACt-Methode (Livak und Schmittgen, 2001).
Hierbei wurde die Differenz der Ct-Werte des zu bestimmenden Gens und eines parallel
amplifizierten Referenzgens in den einzelnen Proben verglichen. Fiir aus Arabidopsis
stammende Proben wurde f-Tubulin als Referenzgen verwendet (Leibfried ef al., 2005)
und fiir die Proben aus Tabak a-Tubulin (Cortleven et al., 2009). Unterschiede in der
Fluoreszenz innerhalb der verwendeten Mikrotiterplatten wurden durch Zugabe von und
Analyse der Fluoreszenz von ROX einbezogen. PCR, Auslesen der Fluoreszenz und
Ermittlung der Ct-Werte erfolgte mit dem 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) und der dazugehdrenden Steuerungssoftware. Nach dem Abschluss der
PCR-Zyklen wurde die doppelstringige DNA denaturiert und eine Schmelzkurve durch
schrittweise Erhohung der Temperatur ausgehend von 60°C aufgezeichnet. Dadurch
konnte untersucht werden, ob das detektierte Signal nur von einem Amplifikat stammt

und die Identitét in den verschiedenen Proben verglichen werden.

Tabelle 9. Temperatur, Dauer und Abfolge der einzelnen Schritte einer gPCR.

Schritt Funktion Temperatur Dauer
1 Aktivierung der 95°C 15 Minuten
Immolase
2 Denaturierung 95°C 15 Sekunden
3 Primer-Anlagerung 55°C 15 Sekunden
4 Elongation 72°C 15 Sekunden
40 Wiederholungen der Schritte 2 bis 4
5 Denaturierung 95°C 1 Minute
6 Schmelzkurve 60°C bis 95°C schrittweise

Erhdhung
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Tabelle 10. Ubersicht iiber die bei der gPCR verwendeten Primer.

Zielgen Primersequenz (5’-3°)
S-Tubulin GAGCCTTACAACGCTACTCTGTCTGTC
ACACCAGACATAGTAGCAGAAATCAAG
Tabak a-Tubulin GATGTTGTGCCAAAGGATGTCA
GGCTGATAGTTGATACCACACTTGAAT
ARR4 CCGTTGACTATCTCGCCT
CGACGTCAACACGTCATC
ARRS5 CTACTCGCAGCTAAAACGC
GCCGAAAGAATCAGGACA
ARRG6 GAGCTCTCCGATGCAAAT
GAAAAAGGCCATAGGGGT
ARR7 CTTGGAACCAATCTGCTCTC
ATCATCGACGGCAAGAAC
ARRS CAACCCGAGAAGCCACTA
ACGATGTTGCTGCGGTAT
ARR9 GATAGAGCACGTCCTAGATTCG
CTGCATTCCCTACTGAAACC
ARRI CATCACGGGCAACAACCCCA
GCAAAGACTGCTGACCCGCT
CKX1 ACGACCCTCTAGCGATTCT
CGGCAGTATTGATGCGTA
CKX2 GGGACAATCGTATGTCGG
TCTCGTTAACGCTCTCCACT
CKX3 AATGATCGGATGTCTGCC
ACCCCCATATTAGCATCCTC
IPT3 GACTCTCCGTGGATATAGC
CTCGTGATCTTGTTGGTTAC
UGT76C2 CAGTTTCAGAATCGGAAGCAGAG
CGACTACAGCATGTAAGAACGG
ROCKI GGCTAACGGAGCAAAGAGT
CAGCGTTTGGAGATCAGAG

Ein 20 pl PCR-Ansatz fiir die qPCR bestand aus 50 ng cDNA, 0,2 Einheiten Immolase
Polymerase (Bioline), 1x Immolasepuffer (16 mM (NH4),SO4, 100 mM Tris-Cl pH 8,3,
0,01% Tween-20), 0,1 mM jedes dNTPs, 300 nM jedes der beiden Primer, 2 mM
MgCl,, 50 nM ROX und 1x SYBR Green (gelost in DMSO). Der Temperaturverlauf
der PCR-Reaktion ist in Tabelle 9 dargestellt. Die Ubersicht iiber die fiir den Vergleich
der Abundanz der verschiedenen untersuchten Transkripte jeweils verwendeten Primer
ist in Tabelle 10 zu finden.

Fiir die Berechnung der relativen Transkriptabundanz wurde in jedem biologischen
Replikat das ACt des jeweiligen Referenzgens und des untersuchten Gens gebildet und
der Mittelwert und die Standardabweichung aus diesen ACt-Werten fiir den jeweiligen
Genotyp oder die Behandlung berechnet. Die Berechnung der Signifikanz von
Unterschieden zwischen den Genotypen oder Behandlungen erfolgte ebenfalls auf Basis
dieser Gruppen von ACt-Werten. Es wurden der AACt-Wert zwischen Wildtyp und den

anderen Pflanzenlinien oder Behandlungen und daraus dann die relative



MATERIAL UND METHODEN 51

Transkriptabundanz berechnet (relative Transkriptabundanz = 2%Y) Der mégliche
Bereich der relativen Transkriptabundanz héngt ab von der Standardabweichung (s) des
AACt-Werts. Die der Berechnung der oberen und unteren Grenze der relativen
Transkriptabundanz zu Grund liegende Formel lautet obere Grenze/untere Grenze der

relativen Transkriptabundanz = 2" **“'*® (Applied Biosystems, 2008).

2.8 Nachweis und Analyse von Proteinen

2.8.1 Proteinextraktion

Fir die Extraktion der Gesamtproteine aus Arabidopsis und Tabak wurde das
Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff schnell eingefroren und im gefrorenen Zustand
entweder durch Morsern oder Schreddern in der MixerMill300 (Retsch, Haan) in ein
feines Pulver zerkleinert. Die Proteine wurden durch Zugabe von 1,5 ml bis 2 ml
Extraktionspuffer (0,2 M Tris pH 7,5, 0,3% Triton X-100, Complete Protease Inhibitor
Cocktail ohne EDTA (Roche, Basel) je 1 g Ausgangsmaterial und Inkubation fiir 20
Minuten auf Eis bei leichtem Schwenken extrahiert. Die extrahierten Proteine wurde

durch fiinf Minuten zentrifugieren bei 2000 g von den Zelltrimmern getrennt.

2.8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Proteinextrakt erfolgte durch die
Bicinchoninsduremethode (Smith et al., 1985). Diese basiert auf der Reduktion von
Cu®" zu Cu'" durch Proteine in basischem Medium, welche dann mit Bicinchoninsdure
(bicinchoninic acid, BCA) einen hellblauen Komplex bilden, dessen Absorption bei
562 nm gemessen werden kann. Die Messung erfolgte mit Hilfe des BCA Protein Assay
Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA). 200 ul Nachweisreagenz wurden fiir 30
Minuten bei 37°C mit 10 ul der 5 bis 20fach verdiinnten Proteinextrakte inkubiert und
die Absorption bei 562 nm im Synergy 2 Microplate Reader (Biotek, Winooski, USA)
gemessen. Flir die Erstellung der Eichgrade wurde Rinderalbumin Fraktion V (Serva,

Heidelberg) verwendet.
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2.8.3 Behandlung von Proteinen mit Endoglykosidase H  und
Peptid-N-Glykosidase F

Die Analyse des N-Glykosylierungsstatus von myc-CKX1 erfolgte durch Behandlung
mit den Endoglykosidasen Endo Hr und Peptid-N-Glykosidase F (New England Biolabs,
Ipswich, USA) Es wurden jeweils 1 pg Protein iiber Nacht mit 1000 Einheiten des
jeweiligen Enzyms bei 37°C entsprechend dem Herstellerprotokoll deglykosyliert.

Identische Reaktionsansétze ohne Endoglykosidasen dienten als Kontrollen.

2.8.4 SDS-Polyacrylamidelgelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroBe erfolgte mittels denaturierender
diskontinuierlicher SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Die Gele bestanden aus einem
oberen Sammelgelanteil und einem unteren Trenngelanteil. Die Zusammensetzung der
Gele ist in Tabelle 11 zusammengefasst. Der verwendete Laufpuffer bestand aus
192 mM Glycin, 25 mM Tris und 0,2 % SDS. Die zu analysierenden Proben wurden mit
4x SDS Gelladepuffer (250 mM Tris-HCI H 6,8, 8 % SDS, 10% p-Mercaptoethanol,
40 % Glycerin, 0,01 % Bromphenolblau) auf 1x Gelladepufferkonzentration verdiinnt.
Fir den Nachweis von myc-CKX1 wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 95°C
aufgekocht. Fiir den Nachweis von ROCK1-myc, GFP-ROCK1, GFP-Yeadp, GFP-
SLC35A3 sowie GFP-SLC35A30pt wurden die Proben fiir 30 Minuten bei 50°C
inkubiert. Die Auftrennung erfolgte bei 20 mA Stromstdrke in einer Bio-Rad (Hercules,
USA) Laufkammer und wurde gestoppt, wenn die Bromphenollauffront das untere Ende

des Gels erreicht hatte.

Tabelle 11. Zusammensetzung des Sammel- und Trenngelanteils der Polyacrylamidgele.

Sammelgel Trenngel
Tris-HCI pH 8 - 375 mM
Tris-HCI pH 6,8 125 mM -
Acrylamid/Bis-Acrylamid (19:1) 4% 10 %
SDS 0,075 % 0,1 %
APS 0,0375 % 0,05 %
Temed 0,06 % 0,05 %

2.8.5 Immunoblot-Analyse

Der Nachweis von myc- bzw. GFP-Epitopen erfolgte mittels Immunoblot-Analyse. Die

zuvor mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden hierfiir elektrophoretisch auf
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eine  PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore, Billerica, USA) im Tank-Blot
Verfahren tlibertragen (geblottet) (Giiltekin und Heermann, 1988). Das Polyacrylamidgel
wurde nach der PAGE kurz mit bidestilliertem Wasser gespiilt und dann fiir zehn
Minuten in Transferpuffer (192 mM Glycin, 25 mM Tris) dquilibriert. Die PVDF-
Membran wurde fiir 20 Sekunden in Methanol aktiviert, zwei Minuten in Wasser
gewaschen und fiir fiinf Minuten in Transferpuffer &quilibriert. Gel und PVDEF-
Membran wurden aufeinandergelegt und durch jeweils eine Lage Whatman 3MM Chr
Papier (Maidstone, Grof3 Britannien) auf den AuBlenseiten unterstiitzt. Der Blot erfolgte
tiber Nacht bei 4°C mit 55 mA in der Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, Hercules, USA).
Die Membran wurde im Anschluss mit bidestilliertem Wasser kurz gespiilt und
unspezifische Proteinbindestellen durch Inkubation fiir eine Stunde mit 5 % fettfreier
Trockenmilch in PBS-T (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,4, 1,8 mM
KH,PO4, 0,1% Tween-20) geblockt. Im Anschluss wurde die Membran fiir zwei
Stunden mit dem jeweiligen Primérantikorper in 5 % fettfreier Trockenmilch in PBS-T
inkubiert, nicht gebundener Antikdrper mit PBS-T weggewaschen (dreimal fiir jeweils
finf Minuten), danach mit dem jeweiligen Sekunddrantikdrer in 5 % fettfreier
Trockenmilch in PBS-T inkubiert und erneut wie oben beschrieben gewaschen. Der
Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte durch eine Chemilumineszenzreaktion in
folge der Umsetzung von Luminol durch die an die Sekundirantikérper gebundene
Meerrettich-Peroxidase. Hierfiir wurde das SuperSignal West pico Kit (Pierce,
Rockford, USA) verwendet und die Chemilumineszenz auf einem CL-XPosure Film
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) festgehalten. Der Nachweis von myc
erfolgte durch den Antikdrper ,,Anti-myc Tag, clone 4A6*“ (Millipore, Billerica, USA)
(Verdiinnung 1:2500) in Kombination mit dem Sekundérantikorper ,,Goat anti-mouse
IgG-HRP, sc-2005% (Santa-Cruz, Dallas, USA) (Verdiinnung 1:5000). Der Nachweis
von GFP erfolgte durch den Antikoérper ,,GFP (FL), sc-8334“ (Santa-Cruz, Dallas,
USA) (Verdiinnung 1:2000) in Verbindung mit dem Sekundirantikdrper ,,Bovine anti-
rabbit I[gG-HRP, sc-2370% (Santa-Cruz, Dallas, USA) (Verdiinnung 1:3000). Fiir die
Bestimmung der Grofle der detektierten Proteine wurde jeweils der GroBenstandard
PageRuler (prestained) (Fermentas, Sankt Leon-Rot) mit aufgetrennt und auf die

Membran geblottet.
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2.8.6 Firbung von Proteinen mit Ponceau S

Die Kontrolle der gleichmiBigen Ubertragung der Proteine auf die Blot-Membran
erfolgte durch Anfarben der Proteine mit Ponceau S vor dem Blocken der Membran
(Stochaj et al., 2006). Hierzu wurde die Membran in 0,1 % Ponceau S in 5 %
Essigsdure inkubiert bis die gewiinschte Farbung erreicht war. Im Anschluss konnte die

Féarbung durch Wasser weggewaschen werden.

2.9 Genotypisierung von Arabidopsispflanzen

2.9.1 Extraktion von DNA aus Arabidopsispflanzen

Fiir die Extraktion von DNA aus Arabidopsis Gewebe fiir die Genotypisierung wurde
ein kleines Stiick Gewebe mit 400 pl Extraktionspuffer (200 mM Tris-HCI pH 7,5,
250 mM NaCl, 25 mM EDTA) in der MixerMill300 (Retsch, Haan) zerkleinert Danach
wurden 10 pl 20%iges SDS dazugegeben, gevortext und die Zelltriimmer bei 16000 g
fiir fiinf Minuten in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. 300 ul der Uberstandes wurden
in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal} tiberfiihrt, mit 300 pl Isopropanol gemischt und die
gefillte DNA bei 16000 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 300 pl 70%igem
Ethanol gewaschen, erneut bei 16000 g fiir zwei Minuten abzentrifugiert und
getrocknet. Die DNA wurde in 100 pl bidestilliertem Wasser gelost (Glazebrook und
Weigel, 2002).

2.9.2 Genotypisierung durch CAPS und dCAPS Markeranalyse

Die Genotypisierung auf Vorhandensein der mutanten Allele rockl-1, rock2, rock3 und
cgll-2 erfolgte durch Nachweis der Punktmutationen mittels cleaved amplified
polymorphic sequence (CAPS) bzw. derived CAPS (dCAPS) Markeranalyse (Neff et
al., 1998). Hierbei wurden die Punktmutation {iberspannende DNA-Abschnitte per PCR
amplifiziert und mit Restriktionsenzymen verdaut. Das Vorhanden der Punktmutation
fiihrte zu einem Unterschied der durch den Verdau erhaltenen Fragmente bei Wildtyp
und Mutante. Eine Ubersicht iiber die verwendeten Primer und Restriktionsenzyme

sowie die erwarteten FragmentgroBen ist in Tabelle 12 dargestellt.
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Tabelle 12. Genotypisierung durch CAPS und dCAPS Markeranalyse.

Allel Primersequenz (5°-3°) Restriktions-  Wildtypallel/ Referenz
enzym Mutantenalle fiir den
(bp)1 Marker
rockl-1 TTCCATATTGCTCACACTTCAGTAC Bspl14071 280/260+20 Niemann,
AAACAGATGCCCAGAAATCG 2008
rock2 TGGCTCAGAAATTGGGGATA Xbal 226 +30/256 Dr. L.
TGATGGCTTCATATAAAATATAACCA Bartina
TCTA
rock3 TTTTGCTGATTGTTGCTTACAG Apol 595/ Jensen,
CCTATCAAGAGGAATTGAGTGAGA 459 + 136 2013
cgll-2  CATAACCTTGTTATATTAATTTGCCA Eco1301 228 /204 + 24 diese
AGGCCGGAGTTCTGTAAATG Arbeit

'angegeben ist die GroBe der nach dem Verdau mit dem Restriktionsenzym erhaltenen DNA-Fragmente

2.9.3 Nachweis von T-DNA Insertionen und molekulare Charakterisierung von

rockl-3

Die Genotypisierung der T-DNA Insertionsallele in AHK Genen, /PT Genen und
ROCK] erfolgte durch PCR. Um die T-DNA nachzuweisen, wurde eine PCR mit einem
fiir die T-DNA spezifischen Primer und einem genspezifischen Primer durchgefiihrt.
Um das Wildtypallel des Gens nachzuweisen, wurde ein die Insertionsstelle
iiberspannender Bereich amplifiziert. Eine Ubersicht iiber die verwendeten
Primerkombinationen und erwartete Amplifikatldngen ist in Tabelle 14 gegeben.

Die Sequenzen der fiir den Nachweis der vorhandenen Abschnitte des ROCKI
Transkripts in rockl-3 Pflanzen (Kapitel 3.3.3) verwendeten Primer sind in Tabelle 13

zusammengefasst.

Tabelle 13. Primer fiir die molekulare Analyse von rockl-3.

Primername Primersequenz (5°-3’)

1 TGAGAAAACGACGTCCAATG
2 ATATTGACCATCATACTCATTGC
3 GTGGATTGATGTGATATCTCC
4 TGCTGTGAAAAAGATTTTCGTCT
5 GGCTAACGGAGCAAAGAGT
6 CAGCGTTTGGAGATCAGAG
7 GCTCTGATTCTCATGGCAAG
8 TAAACCCGACAGGACAGAGG

Actin7 fw TACAACGAGCTTCGTGTTGC

Actin7 rev TCCACATCTGTTGGAAGGTG
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Tabelle 14. Primer fiir die Genotypisierung von T-DNA Insertionsmutationen.

Allel Primersequenz (5’- 3°) Amplifikatlinge Referenz fiir
(bp) Genotypisierungsprimer
AHK?2 GCAAGAGGCTTTAGCTCCAA 778 Riefler et al., 2006
TTGCCCGTAAGATGTTTTCA
ahk2-5 GCAAGAGGCTTTAGCTCCAA 650 Riefler ef al., 2006
GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAG
CCTTGCTTCC
AHK3 CCTTGTTGCCTCTCGAACTC 558 Riefler et al., 2006
CGCAAGCTATGGAGAAGAGG
ahk3-7 CCCATTTGGACGTGTAGACAC 450 Riefler et al., 2006
CGCAAGCTATGGAGAAGAGG
AHK4 GGGCACTCAACAATCATCAA 369 Inoue et al., 2001
TCCACTGATAAATCCCACTGC
crel-2 ATAACGCTGCGGACATCTAC 394 Inoue et al., 2001
TCCACTGATAAATCCCACTGC
IPTI CCACGATTCGACCCAAAGTT 514 Dr. M. Riefler
GCTCCAACACTTGCTCTTCC
iptl CCACGATTCGACCCAAAGTT ca. 280 Dr. M. Riefler
TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
IPT3 CCAACTTGTCGTATATCATTCGTAC 549 Dr. M. Riefler
AGTG
TGGAGAGATTCGCCATGTGACAG
ipt3-2  CCAACTTGTCGTATATCATTCGTAC ca. 370 Dr. M. Riefler
AGTG
CAACACGTGGGTTAATTAAGAATT
CAGTAC
IPTS TGCATGACGGCTCTAAGACA 617 Dr. M. Riefler
TCGAGCTCTGGAACTCCAAT
ipt5-2 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG ca. 300 Dr. M. Riefler
TCGAGCTCTGGAACTCCAAT
IPT7 CTACCGGATCGGGTAAGTCTC 736 Dr. M. Riefler
GCTACAAGATTCTCCCAAGCC
ipt7-1 CTACCGGATCGGGTAAGTCTC ca. 350 Dr. M. Riefler
TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
ROCK1 TGAGAAAACGACGTCCAATG 2466 Niemann, 2008
TAAACCCGACAGGACAGAGG
rockl-2 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG ca. 1000 Niemann, 2008
TAAACCCGACAGGACAGAGG
rockl-3 TGAGAAAACGACGTCCAATG ca. 800 diese Arbeit

ATATTGACCATCATACTCATTGC

2.10 Transformation von Arabidopsis

Die Transformation von A. thaliana mittels 4. tumefaciens basiert auf der Fahigkeit von
A. tumefaciens einen auf seinem Ti (Tumor induzierendes)-Plasmid kodierten DNA-
Abschnitt, die so genannte T-DNA, in befallenen Pflanzen in die Zellen einzubringen.
Die von Grenzsequenzen (left border und right border) flankierte T-DNA integriert
zufillig ins Pflanzengenom und die Zelle ist stabil transformiert. Die Vorgehensweise
bei der Transformation entspricht einer modifizierten floral dip Methode (Clough und

Bent, 1998). Agrobakterien mit dem zu transformierende Konstrukt wurden in einer
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Vorkultur iiber Nacht in 20 ml LB mit dem entsprechenden Antibiotika bei 28°C
angezogen. Mit der Vorkultur wurde eine Transformationskultur mit 300 ml LB mit den
entsprechenden Antibiotika beimpft und erneut iiber Nacht bei 28°C wachsen gelassen.
Die Kultur wurde bei 4500 g fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert und
die Zellen anschlieBend in 300 ml Infiltrationsmedium (5% Saccharose, 2,15 g/l MS-
Salze, 0,03% Silwet L-77, pH 5,8) resuspendiert. Arabidopsispflanzen mit einem 5 cm
hohen Spross wurden mit den Bliiten fiir eine Minute in die Suspension gehalten und im
Anschluss fiir einen Tag in einer humiden Atmosphédre unter einer Plastikhaube liegen

gelassen.

2.11 Transiente Genexpression in Tabakbliittern

Fiir die transiente Expression von Proteinen in Bléttern von Nicotiana benthamiana
(Sparkes et al, 2006) wurden 1,5 ml einer iiber Nacht in LB Medium mit
entsprechenden Antibiotika gewachsenen Kultur von Agrobakterien bei 835 g fiir zehn
Minuten abzentrifugiert und das Zellpellet in 1 ml frisch angesetzten Infiltrationspuffer
(0,5 % Glukose, 50 mM MES, 10 mM MgCl,, 100 uM Acetosyringon (in DMSO))
resuspendiert. Die Zellen wurden zum Wegwaschen verbliebener Antibiotika erneut fiir
zehn Minuten zentrifugiert und in 1 ml Infiltrationspuffer resuspendiert. Die Konstrukte
die kotransformiert werden sollten wurden zusammen in Infiltrationsmedium verdiinnt,
so dass fiir jedes Konstrukt die Zellen einer ODgyo von 0,05 entsprachen. Zusitzlich
wurde zur Unterdriickung der posttranskriptionellen Genabschaltung zu jedem Ansatz
Agrobakterien, die ein Plasmid mit einem 35S:p/9 Konstrukt tragen (Voinnet et al.,
2003), mit einer ODgyp von 0,05 hinzugefiigt. Die Unterseite von Bléttern von sechs
Wochen alten Tabakpflanzen wurde mit einem Skalpell leicht verletzt und mit einer
Spritze die Transformationssuspension mit den Agrobakterien in das Blatt gedriickt. Bis

zur Analyse wurden die Pflanzen zuriick ins Gewéchshaus gestellt.

2.12 Mikroskopischer Nachweis von GFP und mCherry durch konfokale laser

scanning Mikroskopie

Der Nachweis der Fluoreszenz von GFP und mCherry erfolgte mittels dem konfokalen
laser scanning Mikroskop TCS SP5 (Leica, Wetzlar). Das untersuchte Gewebe wurde
mit dem Argon-Laser bei 488 nm bzw. dem diode pumped solid state (DPSS)-Laser bei
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561 nm angeregt und die Fluoreszenz von GFP bzw. mCherry bei 498 bis 538 nm bzw.
600 bis 630 nm detektiert. Das bei der Analyse der subzelluliren Lokalisation
verwendete Markerprotein fiir den ER war ein Fusionskonstrukt aus dem Signalpeptid
von AtWAK2, mCherry und einem C-terminalen Retentionssignal. Das Markerprotein
fiir den Golgi bestand aus den ersten 49 Aminosduren von GmManl und mCherry

(Nelson et al., 2007).

2.13 Nachweis der p-Glukuronidaseaktivitiat in Geweben von Arabidopsis

Der Nachweis der pB-Glukuronidaseaktivitit (GUS-Aktivitdt) erfolgte durch die
Umsetzung des Substrats 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-p—D-Glukoronid (X-Gluc) zu
einem blauen Farbstoff (Jefferson et al., 1987). Das zu untersuchende Gewebe wurde
fiir eine Stunde bei -20°C in 90%igem Aceton fixiert und das Aceton durch zweimaliges
Waschen mit 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7) entfernt. Das Gewebe wurde mit
GUS-Reaktionspuffer (50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7, 5 mM Kalium-
Ferrocyanid, 5 mM Kalium-Ferricyanid, 0,2 % Triton X-100, I mM X-Gluc) bei 37°C
bis zum Erreichen der gewlinschten Férbungsintensitit inkubiert und danach das
Chlorophyll durch mehrmaliges Inkubieren mit 70%igem Ethanol bei 37°C
ausgewaschen. Fiir mikroskopische Analysen wurden optional verbliebene Farbstoffe
durch Inkubation fiir 15 bis 30 Minuten in 0,24 M HCI1 in 20% Ethanol bei 57°C sowie
anschlieBender Inkubation fiir 15 bis 30 Minuten in 7% NaOH in 60% Ethanol bei
Raumtemperatur herausgewaschen (Malamy und Benfey, 1997). AnschlieBend wurde
das Gewebe durch eine Ethanolserie (jeweils fiinf Minuten in 40%, 20%, 10% Ethanol)
bei Raumtemperatur rehydriert und zum Mikroskopieren in eine Ldsung aus 25%
Glycerin und 5% Ethanol iiberfiihrt. Die Lichtmikroskopischen Analysen erfolgten mit
dem Mikroskop Axioskop 2 plus (Zeiss, Jena).

2.14 Bestimmung der CKX Enzymaktivitit in Arabidopsis Proteinextrakten

Die Bestimmung der CKX Enzymaktivitit erfolgte nach einer modifizierten
Endpunktmethode (Galuszka et al., 2007). Aus Arabidopsiskeimlingen wurden fiinf bis
acht Tage nach der Keimung wie im Abschnitt 2.8.1 beschrieben die Proteine extrahiert.
Der 600 pl Reaktionsansatz fiir die Messung der CKX Aktivitdt im Proteinextrakt
bestand aus 50 pl (CKX2) bis 200 pl (CKX1, CKX3) Proteinextrakt, 500 pM
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Elektronenakzeptor (Ferricyanid fiir CKX1 und CKX3, 2,6-Dichloroindophenol fiir
CKX2), 250 uM des jeweiligen Cytokinins geldst in DMSO und 100 mM Mcllvaine
Puffer (pH 5 fir CKX1 und CKX3, pH 6,5 fiir CKX2) (Mcllvaine, 1921). Fiir den
Nullwert der Reaktion wurde in einem Ansatz anstelle des Cytokinins lediglich DMSO
hinzugefiigt. Die Reaktion wurde fiir 1 bis 2 Stunden bei 37°C im Dunkeln unter
Schiitteln inkubiert und im Anschluss durch Zugabe von 0,3 ml 40 %iger
Trichloressigsdure abgestoppt. Die ausgeféllten Proteine wurden durch bei 16000 g fiir
fiinf Minuten abzentrifugiert, 850 pl des Uberstands mit 200 ul 2 % 4-Aminophenol in
6 % Trichloressigsdure versetzt und fiir 2 Minuten reagieren lassen. Die Menge der
entstandenen Schiff’schen Base wurde durch Messen der Absorption bei 352 nm
bestimmt unter Verwendung der Nullkontrolle der Reaktion als Blankwert. Die
Proteinkonzentration im Extrakt wurde wie in Abschnitt 2.8.2 beschrieben bestimmt

und der erhaltene Absorptionswert auf die jeweilige eingesetzte Proteinmenge bezogen.

2.15 Analyse des Cytokininmetabolismus in Arabidopsis mittels tritiummarkierter
Cytokinine

Die Analyse des Metabolismus von exogen applizierten iP bzw. iPR erfolgte in
Zusammenarbeit mit Dr. Luka§ Spichal (Palacky Universitit, Olomouc, Tschechien). Es
wurden 200 mg acht Tage alter Arabidopsis Keimlinge fiir 2 Stunden in 2 MS mit
0,1 % Saccharose mit 39 nM trittummarkiertem iP bzw. iPR (32 Ci/mmol) inkubiert.
Die Keimlinge wurden zweimal mit Wasser gewaschen und in fliissigem Stickstoff
eingefroren.

Die Extraktion der trittummarkierten Metaboliten erfolgte nach Zugabe von 1 ml
eisgekiihlten Bieleski-Losung (60 % Methanol, 25 % Chloroform, 10 % Wasser, 5 %
Formalinsdure) (Bieleski, 1964) durch Schreddern in Gegenwart eines Eisenkiigelchens
mit der MixerMill300 (Retsch, Haan), gefolgt von Sonifizieren fiir drei Minuten auf Eis
und 30 Minuten Rotation im Kiihlschrank. Die Zelltrimmer wurden durch
Zentrifugieren fiir drei Minuten bei 21000 g abgetrennt und der Uberstand gesammelt.
Die pelletierten Zelltriimmer wurden durch Vortexen in 1 ml Bieleski-Losung gefolgt
von 30 Minuten Rotation im Kiihlschrank erneut extrahiert, abzentrifugiert und die
beiden Extrakte vereint.

Die Aufreinigung der Proben erfolgte iiber Festphasenaufreinigung mit einem

Kationenaustauscher. Die verwendete Sdule (Varian Bond Elut-SCX 100 mg 1 ml,
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Agilent, Santa Clara, USA) wurde mit 2 ml 100 % Methanol aktiviert, mit 2 ml 50 %
Methanol mit 2 % Formalinsdure dquilibriert, dann die Extrakte gebunden und im
Anschluss zundchst mit 2 ml Bieleski-Losung und danach mit 2 ml 100 % Methanol
gewaschen. Die Elution erfolgte mit 60 % Methanol mit 40 % 4 M Ammoniak.

Die Probe wurde im Vakuumevaporator bei 40°C eingedampft, in 500 pl 10 %
Methanol geldst und fiir 3 Minuten sonifiziert. 50 pl der Proben wurden mit 50 pl 5 mM
Natriumhydrogencarbonat (pH 9,6) vermischt und mit alkalischer Phosphatase (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) fiir 2 Stunden bei 37°C dephosphoryliert. 5 pl der Proben
wurden mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) mit einem 2695
Separation Module (Waters, Milford, USA) in einem linearen Methanolgradient von 3
% bis 100 % aufgetrennt und jeweils 75 ul Fraktionen mit dem LKB FRAC 100
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) gesammelt. Die Fraktionen wurden jeweils mit 4 ml
Scintillationslosung (Ecolite(+), MP Biomedicals, Solon, USA) versetzt und im
Scintillationszéhler (LS 6500, Beckman Coulter, Brea, USA) gemessen. Die
Radioaktivitdit in den einzelnen Fraktionen wurde durch Vergleich mit dem
Auftrennungsverhalten der Standards Adenosin, Adenin, iP7G, iP9G, iP, iPR diesen
jeweils zugeordnet und die Radioaktivitit in den entsprechenden Fraktionen

aufsummiert.

2.16 Messung des Cytokiningehalts in Pflanzenmaterial

Die Messung des Cytokiningehalts in Pflanzengewebe erfolgte durch Dr. O. Novak
(Palacky Universitit, Olomouc, Tschechien). Die verwendete Methode basierte auf der
Aufreinigung der Cytokinine durch Festphasenextraktion gekoppelt mit einem
Immunoaffinititsaufreinigungsschritt, Auftrennung mittels HPLC und anschlieender

massenspektrometrischer Messung (Novék et al., 2008).

2.17 Messung des Nukleotidzuckergehalts in Pflanzenmaterial

Die Messung des Nukleotidzuckergehalts erfolgte durch Dr. T. Herter (Max-Plank-
Institut fiir Molekulare Pflanzenphysiologie, Golm). Die Messung basierte auf einer
Trennung mit einer Phasenumkehr-HPLC und anschlieender massenspektrometrischen

Messung durch lonenpaarchromatographie (Rautengarten et al., 2011)
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2.18 Messung der Transportaktivitit von ROCKI1 in Hefemikrosomen

Die Messung der Transportaktivitdit von ROCK1 im heterologen System Hefe erfolgte
in Zusammenarbeit mit Dr. Angel Ashikov (Medizinische Hochschule Hannover).
S. cerevisiae (BY4741) wurde mit dem Konstrukt pYEScupFLAGK-ROCK1cDNA
bzw. dem leeren Kontrollvektor transformiert. Die Expression von FLAG bzw. dem
FLAG-ROCK]I Fusionskonstrukt wurde wie zuvor beschrieben induziert und die
mikrosomale Fraktion durch differentielle Ultrazentrifugation isoliert. Die Messung der
Transportaktivitit von ROCKI1 erfolgte durch Inkubation der Mikrosomen mit
tritiummarkierten Nukleotidzuckern, wegwaschen nicht aufgenommener Radioaktivitét,
Abfiltrieren der Vesikel und Bestimmung der aufgenommenen Radioaktivitit mittels

Scintilliationszéhler (Ashikov et al., 2005).

2.19 EMS-Mutagenese von Arabidopsis-Samen

Fiir den Screen auf Suppressormutationen von rockl-1 wurden ca. 50000 Samen der
Linie rockl-1 35S:CKXI mit Ethylmethansulfonat (EMS) mutagenisiert (Kim et al.,
2006). Die Samen wurden zundchst iiber Nacht bei 4°C in 25 ml 100 mM
Phosphatpuffer (pH 7,5) eingeweicht. Am néchsten Tag wurde der Phosphatpuffer
erneuert und die Samen zusammen mit 0,2 % EMS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) bei
Raumtemperatur mit leichtem Schiitteln fiir 14 Stunden inkubiert. Die Samen wurden

im Anschluss zehnmal mit Wasser gewaschen und unmittelbar auf Erde ausgesiit.

2.20 Next-generation sequencing

2.20.1 Extraktion von DNA fiir next-generation sequencing

Fiir die Kartierung des riol Gens wurden die mittels EMS Suppressorscreen isolierten
Linien #261 und #1067 mit rockl-1 35S:CKXI riickgekreuzt, in der F2 Generation
Pflanzen mit rio/ Phinotyp isoliert. Fiir die Kartierung mittels next-generation
sequencing wurde in der aus diesen Pflanzen erzeugten F3 Generation die DNA aus 70
bzw. 59 Pflanzen isoliert. Hierbei wurde von jeder F3 Linie dieselbe Menge
Pflanzenmaterial genommen so dass sich in der Summe 10 g ergeben haben und die
DNA aus allen Linien zusammen extrahiert. Hierzu wurde das Material unter Stickstoff
zu einem feinen Pulver zermorsert, mit 30 ml vorgewidrmten Extraktionspuffer

(100 mM Tris-HCI pH 7,5, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA, 10 mM B-Mercaptoethanol,
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1 % SDS) gemischt und fiir zehn Minuten bei 65°C inkubiert. Es wurden 5 ml 5 M
Kaliumacetat hinzugegeben, die Losung fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert und im
Anschluss fiir 20 Minuten bei 3300 g und 4°C zentrifugiert. Die Nukleinsduren im
Uberstand wurden nach Zugabe von 10 ml Isopropanol fiir zehn Minuten auf Eis gefillt
und fiir 15 Minuten wie zuvor abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet, in
0,5 ml bidestilliertem Wasser resuspendiert und verbliebene RNA durch Zugabe von
100 pg RNase fiir 30 Minuten bei 37°C verdaut. Die DNA wurde aufgereinigt durch
Zugabe von 0,5 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (24:24:1) und anschlieBender
Zentrifugation fiir zehn Minuten bei 16000 g und 4°C. Die obere Phase wurde
abgenommen, mit 0,5 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) gemischt und wie zuvor
zentrifugiert. Zum Fillen der DNA wurde die obere Phase mit 50 pul 3 M Natriumacetat
(pH 4,8) und 350 pl Isopropanol gemischt und wie zuvor fiir 15 Minuten zentrifugiert.
Das DNA Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in bidestilliertem
Wasser gelost. Quantitidt und Qualitdt der extrahierten DNA wurden durch Vergleich
mit dem quantitativen GroBenstandard HyperLadder 1 (Bioline, London, Grof3
Britannien) nach gelelektrophoretischer Auftrennung in einem 0,8 % Agarosegel
tiberpriift. Es wurden DNA-Proben mit einer Konzentration von 150 bzw. 190 ng/ul
DNA und einer Gesamtmenge von 13,7 bzw. 19,6 ng DNA fiir die Sequenzierung

verwendet.

2.20.2 Probenvorbereitung, Sequenzierung und Datenanalyse

Die Erzeugung der beiden Sequenzierungsbibliotheken sowie die Sequenzierungen auf
einer Hiseq2000 Plattform (Illumina, San Diego, USA) erfolgten durch die Firma BGI
(Hong Kong, China). Es wurden jeweils durch Ansequenzierung der Fragmente von
beiden Enden (paired-end) 90 Basen lange Sequenzen erzeugt. Die angeforderte
Mindestdatenmenge je Sequenzierung betrug 8 GB.

Die Zuordnung der Sequenzen in das Arabidopsisgenom sowie die Isolierung der
Einzelnukleotidpolymorphismen  (single nucleotide polymorphism, SNP) und
Bestimmung der Allelhdufigkeit erfolgte durch Dr. K. Schneeberger (Max-Planck-
Institut flir Pflanzenziichtungsforschung, Koln) mittels der Software SHOREmap
(Schneeberger et al., 2009). In die Kopplungsanalyse fiir die Bestimmung des

Kartierungsintervalls wurden alle SNPs einbezogen, die aus einem Austausch von
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Cytosin zu Thymin oder Guanin zu Adenin bestanden, mindestens durch zwanzig

Sequenzen bestdtigt wurden und nur in einer von beiden Mutanten vorkamen.

2.21 Verwendete Datenbanken und Programme

Fir die Suche nach Sequenzinformationen wurden die Datenbanken des National
Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) und der
Arabidopsis Information Resource (TAIR, http://www.arabidopsis.org) (Huala et al.,
2001) verwendet.

Die Schaffung eines Konsens aus Vorhersagen der Anzahl und Lage von TMDs in
ROCKI1 sowie die Berechnung des Hydrophobizitétsplots erfolgte durch das Programm
TmMultiCon der ARAMEMNON-Datenbank (Schwacke et al., 2003). Die graphische
Darstellung dieser Daten erfolgte mit Hilfe des Programms TOPO2 (Sequence Analysis
and Consulting Service, Universitit von Kalifornien, San Francisco, USA;
http://www.sacs.ucsf.edu/TOPO2/). Die Generierung der dCAPS Primer fiir den
Nachweis der cgl//-2 Mutation erfolgte mit Hilfe des Programms dCAPS Finder 2.0

(Neff et al., 2002). Die Messung der Wurzelelongation erfolgte mit Scion Image Beta
4.0.2 (Scion Image, Frederick, USA). Die statistische Datenauswertung erfolgte mittels
Microsoft Office Excel 2003 (Redmond, Washington (USA). Die Auswertung der Bilder
aus der konfokalen Mikroskopie erfolgte mittels der LAS AF Software (Leica
Microsystems, Wetzlar). Die Photographien am Mikroskop wurden mit der Software
AxioVision Release 4.6 und die Photographien am Binokular mit der Software Olympus
DP-Soft 3.2 gemacht. Die Bearbeitung von Bildern erfolgte mit Corel Photo-Paint 12
(Corel Corporation, Ottawa, Kanada).


http://www.sacs.ucsf.edu/TOPO2/
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse der ROCK1 Expression

Die Analyse der Expressionsdoménen eines Gens ist ein zentraler Bestandteil der
molekularen Charakterisierung und liefert womdglich Hinweise auf von dem Gen
beeinflusste Prozesse. Fiir eine erste Anndherung wurden in meiner Diplomarbeit
existierende Microarray-Daten mit Hilfe des electronic Fluorescent Pictograph (eFP)-
Browser (Winter et al., 2007) analysiert. Diese Analyse ergab, dass es sich um ein breit
und mittelstark exprimiertes Gen handelt und dessen Expression durch keinen Stimulus
stark verdndert wird. Die Transkriptabundanz ist im Sprossapex nach der
Bliihinduktion, in der jungen Bliite und dem Pollen ungefahr doppelt so hoch wie in den
Rosettenblittern und wihrend der Samenentwicklung tempordr fast um die Hélfte
verringert. Da diese Daten kaum nédhere Aussagen liber die Expression auf zelluldrer
Ebene zulassen, wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit ein Reportergenkonstrukt
bestehend aus einer eGFP-uidA Fusion unter der Kontrolle von 1,95 kb des ROCK]I
Promotors unmittelbar vor dem ROCK Startcodon kloniert (Niemann, 2008). Entgegen
der Erwartung auf Grund der Microarray-Daten zeigten die untersuchten Linien
allesamt nur eine schwache GUS-Aktivitét.

Aus diesem Grund habe ich im Rahmen meiner Doktorarbeit ein neues
Reportergenkonstrukt bestehend aus 1,83 kb genomischer Sequenz unmittelbar vor dem
ROCK] Startcodon und der gesamten genomischen Sequenz des ROCKI Gens bis zum
Stoppcodon sowie dem uidA Gen kloniert und stabile Arabidopsislinien generiert. In der
T1 Generation wurden elf Pflanzen auf GUS-Aktivitdt hin untersucht und zehn von
diesen zeigten ein dhnliches Expressionsmuster in Bldttern und Bliitenstdnden. Die
Linien 3 und 8 wurden auf Grund der Segregation des Selektionsmarkergens als
Einfachinsertionslinien charakterisiert und fiir die detaillierte Analyse der
Reportergenexpression verwendet. Im Gegensatz zu dem in meiner Diplomarbeit
verwendeten Reporterkonstrukt war in den ROCKI:ROCKI-uidA Pflanzen in den
meisten Geweben eine starke Genexpression detektierbar (Abb. 7). Die ROCKI
Expression begann bereits wéihrend der Keimung und zeigte dabei ein Maximum
entlang der spéteren Leitblindel (Abb. 7A). Kurz nach der Keimung wurde ROCKI
sowohl im Spross als auch in der Wurzel des Keimlings exprimiert (Abb. 7B).

Im weiteren Verlauf der Entwicklung nahm die Expression in den Keimblattern wieder
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Abbildung 7. Nachweis der ROCKI:ROCKI-uidA Expression mittels GUS-Féarbung in
Geweben von Arabidopsis.

(A) Keimling 7 Stunden nach dem Einbetten des Samens in Wasser bei permissiver Temperatur.
(B) Keimling 1 Tage nach der Keimung (TNK).

(C) Keimling 8 TNK.

(D) Wurzelapikalmeristem.

(E) Wurzel mit Seitenwurzelprimordium.

(F) Rosettenbléatter und Bliitenstand kurz nach dem Schossen.

G) Sprossapex mit Bliiten und Schoten.

(H) und (I) Aufsicht auf die Infloreszenzmeristeme von zwei Pflanzen aus derselben Linie. Der
Stern in (H) markiert ein Bliite im Stadium 5 (Smyth ef al., 1990).

(J) und (K) Bliite im Stadium 7 bzw. Stadium 10 (Smyth et al., 1990).

(L) Ausschnitt aus den Antheren mit Pollen.

ab und neu entstehende Blitter zeigten die stirkste GUS-Farbung an den basalen
Réndern (Abb. 7C). Das stirkste Signal konnte zu diesem Zeitpunkt in jungem
Wurzelgewebe detektiert werden mit Maxima in der Zellteilungszone des

Wurzelmeristems von Haupt- und Seitenwurzeln (Abb. 7D) und den auswachsenden
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Wurzelprimordien (Abb. 7E). Zum Zeitpunkt des Schossens war bei jungen Blattern ein
unregelméBiges flachiges GUS-Signal zu sehen, das mit zunehmendem Alter der
Rosettenblitter an die Blattrdnder wanderte (Abb. 7F). Bei den éltesten Bléttern war
lediglich ein Signal entlang der basalen Hélfte des Blattrandes zu erkennen.

Die ROCKI:ROCKI-uid4A Expression konnte auch in verschiedenen Geweben des
generativen Sprosses nachgewiesen werden. Zu diesen gehdrten der apikale Bereich des
Stingels, die Spitzen junger Schoten und die Abszissionszone der Schoten (Abb. 7G).
Auch im Infloreszenzmeristem war die GUS-Aktivitdt nachweisbar. Die Expression war
im Meristem selber sowie den Bliitenprimordien bis zum Stadium 5 (Smyth ef al., 1990)
vorhanden (Abb. 7H). Das Reporterkonstrukt war jedoch nicht in allen Pflanzen gleich
aktiv (Abb. 7I). In Bliiten im Stadium 7 war die GUS-Aktivitét erneut detektierbar, ein
Expressionsmaximum befand sich im Bliitenboden (Abb. 7J). In spéteren Bliitenstadien
war die stiarkste GUS-Farbung an der Spitze des Gynoeceums und in den wachsenden
Petalen vorhanden (Abb. 7K). In den reifen Antheren konnte eine starke GUS-Aktivitdt

in den Pollen nachgewiesen werden (Abb. 7L).

3.2 Die subzellulire Lokalisation von ROCK1 im Endoplasmatischen Retikulum

wird durch ein Dilysinmotiv vermittelt

Bei der Untersuchung der subzelluldren Lokalisation des Fusionsproteins ROCK1-GFP
konnten GFP-Signale im Golgi detektiert werden (Niemann, 2008). Um zu untersuchen,
ob die bei ROCK1 vorhandene C-terminale Reihung an Lysinen im nativen Protein als
ER-Retentionssignal funktioniert (Cosson und Letourneur, 1994), wurde die GFP
Sequenz vor ROCK]1 kloniert und unter die Kontrolle des 35S Promotors gestellt. Bei
transienter Expression in Tabak konnten netzartige GFP-Signale detektiert werden
(Abb. 8A). Der Vergleich mit den Signalen eines kotransformierten Markerproteins fiir
das ER zeigte eine Uberlagerung. Die Signale eines Markerproteins fiir den Golgi
hingegen zeigten fast keine Uberlagerung mit dem GFP-Signal von GFP-ROCKI
(Abb. 8A). Somit ist das Fusionsprotein GFP-ROCKI1 im Gegensatz zu dem
Fusionsprotein ROCK1-GFP im ER lokalisiert, was darauf hinweist, dass das
Dilysinmotiv als ER-Retentionssignal dient.

Sortierungssignale konnen sich sowohl am C-Terminus als auch am N-Terminus eines
Proteins befinden. Um die Maskierung mdglicher N-terminaler Sortierungssignale

ausschlieffen zu konnen und die ER-Lokalisation von ROCK1 zu bestitigen, wurde eine
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Fusion aus ROCKI und einem sich intern befindlichen GFP kloniert. In dem so
entstandenen Fusionsprotein ROCK1-GFPin befindet sich das GFP Protein zwischen
der fiinften und sechsten Transmembrandomidne von ROCKI1 (entsprechend der
Vorhersage gemiB Kapitel 3.3). Um eine Uberladung des Sortierungssystems in Folge
zu starker Expression zu verhindern, wurde das Konstrukt unter die Kontrolle des
nativen ROCKI Promotors gestellt. Die transiente Expression von ROCKI:ROCKI-
GFPin in Tabak ergab sehr schwache netzartige GFP-Signale, die erst sechs Tage nach
der Inokulierung detektierbar waren (Abb. 8B). Das Muster der Signale dhnelte sehr
stark dem Muster des im vorherigen Experiment verwendeten ER-Markerproteins. Um
zu tberpriifen, ob ROCKI1-GFPin auch in Arabidopsis im ER lokalisiert, wurde
ROCKI:ROCKI-GFPin in rockl-1 Pflanzen transformiert. Die Verwendung des
mutanten Genotyps sollte verhindern, dass es in Folge der zusitzlichen Kopie von
ROCK]I zu Uberexpressionsartefakten kommt. Aus den selektierten Pflanzen wurden
stabile Linien mit einer Insertion isoliert und das Wurzelmeristem auf Vorhandensein
des GFP-Signals hin untersucht. Es zeigte sich erneut das netzartige Muster sowie ein
perinukleédres Signal, was typisch fiir eine ER-Lokalisierung ist (Abb. 8C).

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass das Einfiigen des GFP Proteins die
Struktur von ROCKI1 beeinflusste und deshalb das ER-lokalisierte Fusionsprotein nicht
funktional war, wurde versucht, rockl-1 35S:CKXI Pflanzen mit ROCKI:ROCKI-
GFPin zu komplementieren. Alle 23 isolierten T1 Pflanzen zeigten das typische durch
die Uberexpression von CKXI hervorgerufene Cytokinindefizienzsyndrom (Daten nicht
gezeigt). Somit kann davon ausgegangen werden, dass es sich bet ROCK1-GFPin um
ein funktionelles Protein handelt.

Um zu untersuchen, ob das C-terminale Dilysinmotiv fiir die Lokalisierung von ROCK-
GFPin im ER verantwortlich ist, wurden die letzten sechs Aminosduren deletiert. Die
transiente Expression des so entstandenen Konstrukts ROCKI:ROCKI-GFPin™*** KV
in Tabak fiihrte zu einem schwachen GFP-Signal. Dieses befand sich hauptsichlich in
beweglichen kleinen Strukturen (Abb. 8D). Das Muster der Signale dhnelte sehr stark
dem Signalmuster des zuvor verwendeten Golgi-Markerproteins (Abb. 8A). Daneben
waren noch sehr schwache netzartige Signale vorhanden, die dem bekannten Muster des
ER-Markerproteins dhneln. Ein dhnliches Muster wurde auch in mit ROCKI:ROCKI-
GFPin™* X transformierten rockl-1 Arabidopsispflanzen detektiert (Abb. 8E). Die

GFP-Signale deuteten also sowohl bei transienter Expression in Tabak als auch bei
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Abbildung 8. Untersuchung der subzelluldren Lokalisation von ROCK1.

(A) Vergleich der Lokalisation von GFP-ROCK 1 und Markerproteinen in Blattepidermiszellen
nach transienter Expression von 335S:GFP-ROCKI in Tabak; 6 Tage nach der Inokulierung
(TND).

(B) GFP-Signal in  Blattepidermiszellen = nach  transienter = Expression  von
ROCKI:ROCKI-GFPin in Tabak; 6 TNI.

(C) GFP-Signal in Wurzelzellen einer mit ROCKI:ROCKI-GFPin transformierten rockl-1
Arabidopsispflanze.

(D) GFP-Signal in  Blattepidermiszellen  nach  transienter = Expression  von
ROCK1:ROCKI-GFPin™****" in Tabak; 6 TNL

(E) GFP-Signal in Wurzelzellen einer mit ROCKI:ROCKI-GFPin®***** transformierten
rockl-1 Arabidopsispflanze.

(F) Vergleich der Lokalisation von GFP-ROCKI1****V" ynd Markerproteinen in
Blattepidermiszellen nach transienter Expression von 35S:GFP-ROCKI*****” in Tabak; 6
TNI.
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Untersuchung stabiler Linien in Arabidopsis auf eine ER-Lokalisation von ROCK1 und
eine Golgi Lokalisation fiir das C-terminal verkiirzte Protein hin.

Um die subzelluldre Lokalisation des C-terminal verkiirzten ROCK1 genau bestimmen
zu konnen, wurde fiir den besseren Vergleich mit Markerproteinen GFP vor
ROCK I ¥KV \loniert und unter die Kontrolle des 35S Promotors gestellt. Aus den
vorherigen Experimenten war bekannt, dass eine N-terminale Fusion die Lokalisation
von ROCK 1 nicht beeinflusst. Die transiente Expression von 35S:GFP-ROCK *¥¥KKKV
in Tabak fiihrte zu starken GFP-Signalen in punktférmigen beweglichen Strukturen und
zusétzlichen schwachen netzartigen Signalen (Abb. 8F). Die starken punktférmigen
Signale tiberlappten mit den Signalen eines kotransformierten Markerproteins fiir den
Golgi, die schwachen netzartigen Signale mit denen eines kotransformierten
Markerproteins fiir das ER (Abb. 8F). Somit lésst sich sagen, dass es sich bei ROCK1
um ein im ER-lokalisiertes Protein handelt, dessen subzellulire Lokalisation stark,
jedoch nicht ausschlieBlich, von der Funktionsfahigkeit eines C-terminalen
Dilysinmotivs abhingt.

Interessanterweise fiihrte auch die Transformation mit ROCKI:ROCKI-GFPin"*** &V
zu einer Komplementation des Phénotyps von rock-1 35S:CKXI Pflanzen. Alle 15
selektierten T1 Pflanzen zeigten das Cytokinindefizienzsyndrom (Daten nicht gezeigt).
Dies ist entweder ein Hinweis darauf, dass bereits eine geringe Abundanz des
funktionsfahigen ROCK1 Proteins im ER fiir die Komplementation ausreicht oder dass
es fir die Komplementation des Cytokinindefizienzsyndroms unerheblich ist, ob

ROCKI1 im ER oder im Golgi lokalisiert.

3.3 Genetische und phénotypische Analyse der rockl Mutanten
In der TAIR-Datenbank sind fiir den Locus A#5g65000 zwei Genmodelle annotiert

(Abb. 9A). Sie unterscheiden sich dadurch, dass im zweiten Genmodell Intron 5 nicht
rausgespleist wird, wodurch ein sich ein im Intron befindliches Stoppcodon zu einem
verkiirzten Protein mit einem anderen C-Terminus fiihrt. Genmodell 1 wird von vier der
sechs fiir diesen Locus verfiigbaren ¢cDNAs unterstiitzt und Genmodell 2 von den
anderen zwei. Keiner der sechs expressed sequence tags (ESTs), die den sich
unterscheidenden Bereich {iberspannen, unterstiitzt Genmodell 2. Da die mRNA, die
dem Genmodell 1 entspricht, deutlich stirker in der Pflanze vorzukommen scheint,

beziehen sich alle der folgenden Analysen auf Genmodell 425g65000.1. Abbildung 9
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gibt einen Uberblick iiber die zuvor in meiner Diplomarbeit teilweise charakterisierten
Allele rockl-1 und rockl-2 (Niemann, 2008).

Bei rockl-1 handelt es sich um das zunéchst isolierte Suppressorallel von 35S:CKX1
(Bartrina, 2006), welches eine Punktmutation im ersten Exon von ROCK] trigt. Das
durch rockl-1 kodierte Protein hat an Position 29 anstelle eines Glycins ein Arginin.
Entsprechend seiner hypothetischen Funktion als Transportprotein handelt es sich bei
ROCKI1 um ein sehr hydrophobes Protein (Abb. 9B). Ein wichtiges Strukturmerkmal
von Transportproteinen sind Transmembrandomidnen (TMD). Mehrere TMDs
zusammen formen die Transportpore durch die Membran. Um einen Hinweis darauf zu
erhalten, ob der Aminosdureaustausch Auswirkungen auf die Struktur der TMDs von
ROCK1 hat, wurde die Transmembrandoménenstruktur von ROCKI mit
bioinformatischen Methoden vorhergesagt und die Position der verdnderten Aminosdure
darin bestimmt. Die genaue Vorhersage von Lage und Anzahl der TMDs unterscheidet
sich je nach verwendetem Vorhersagealgorithmus und schwankt zwischen sechs und
zehn vorhergesagten TMDs. Deshalb wurde der in der ARAMEMNON-Datenbank
vorhandene TmMultiCon-Algorithmus, der einen Konsens aus dem Ergebnis mehrerer
Programme schafft (Schwacke et al., 2003), verwendet. Dieser sagt fiir ROCK1 zehn
TMDs vorher (Abb. 9B). Dies stimmt mit den wenigen bisher experimentell erhaltenen
Topologieinformationen fiir NSTs iiberein, die von einer geraden Anzahl an TMDs
ausgehen (Handford et al., 2006). Auf Grund des Vorhandenseins eines Dilysin-
Retentionssignals am C-Terminus wird davon ausgegangen, dass dieser sich im Cytosol
befindet (Cosson und Letourneur, 1994). Die Verortung des von der Mutation
betroffenen Gly29 zeigt, dass sich dieses innerhalb der ersten vorhergesagten TMD
befindet (Abb. 9C). Der Austausch des leicht hydrophoben Glycins durch das stark
hydrophile Arginin verringert die Hydrophobizitit dieses sonst 21 Aminosdure langen
hydrophoben Abschnitts des Proteins. Mdglicherweise bildet dieser Bereich des von
rockl-1 kodierten Proteins in der Folge keine TMD mehr aus. Denkbar wire auch, dass
die Funktion als Signalanker fiir die Lokalisation in der ER-Membran gestort ist und es
in der Folge zu einer Fehllokalisation kommt.

Als weitere Mutante am Locus 4t5g65000 wurde die T-DNA Insertionsmutante rockl-2
aus der SALK-Sammlung identifiziert, welche eine T-DNA Insertion im ersten Intron
tragt (Abb. 9A) (Niemann, 2008). Die molekulare Analyse ergab, dass die T-DNA
Insertion herausgespleist wird und eine um das zweite und dritte Exon verkiirzte mRNA

entsteht, ohne dass es zu einer Verschiebung im Leseraster kommt (Niemann, 2008). Es
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kann folglich ein kiirzeres Protein entstehen, dem unter anderen drei TMDs fehlen
(Abb. 9C) und das in Folge dessen womdglich eine andere Orientierung der TMDs in

der Membran besitzt.
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Abbildung 9. Auswirkungen der in den Mutantenallelen rockl-1 und rockl-2 vorkommenden
Mutationen auf die hypothetische Proteinstruktur von ROCKI.

(A) Darstellung der zwei Genmodelle am Locus At5g65000 und der Position des
Basenaustauschs (Stern) bzw. der T-DNA Insertion (Dreieck) in rockl-1 bzw. rockl-2.

(B) Hydrophobizitdtsplot des ROCK1 Proteins basierend auf der Eisenberg-Skala (Eisenberg et
al., 1984). Die Vorhersage der zehn dunkelgrau hinterlegten Transmembrandoménen (TMDs)
erfolgte auf Grundlage der Konsensanalyse durch den TmMultiCon-Algorithmus (Schwacke et
al., 2003).

(C) Darstellung der vorhergesagten Proteinstruktur basierend auf den Hydrophobizititswerten
aus (B) durch das Programm TOPO2 (http://www.sacs.ucsf.edu/TOPO2). Die von der Mutation
in rockl-1 betroffene Aminosdure befindet sich in der ersten vorhergesagten TMD und ist mit
einem Stern markiert. Die zusammenhdngenden schwarz markierten Aminoséuren fehlen im
von rockl-2 kodierten Protein (Niemann, 2008).

3.3.1 rocklI-1 ist eine rezessive Mutation

Pflanzen, die heterozygot fiir rockl-1 und das 35S:CKXI Transgen waren, zeigten einen
intermedidren Phanotyp zwischen dem der homozygoten 35S:CKX] Pflanzen und der
rockl-1 35S5:CKXI Suppressorlinie (Niemann, 2008). Um zu untersuchen, ob dies auf
Grund einer semidominanten Natur der rockl-1 Mutation oder eines Dosiseffekts des
358:CKXI Transgens zustande kommt, wurde die genaue Natur der rock/-I Mutation
bestimmt. Hierfiir wurde die homozygote Linie rockl-1 35S:CKXI mit der
homozygoten Linie 35S:CKXI gekreuzt, so dass letztendlich eine F2 Population
analysiert werden konnte, die nur fiir rockl-1, nicht aber fiir das 35S5:CKXI Transgen

segregierte. Die 49 untersuchten F2 Pflanzen zeigten nur zwei phénotypische Klassen,
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eine bestehend aus 28 kleinen und eine aus 21 groflen Pflanzen. Die Genotypisierung
mittels dCAPS Marker zeigte, dass alle 21 grof3en Pflanzen homozygot fiir rockl-1 und
alle kleinen Pflanzen entweder heterozygot fiir rockl-1 (22 Pflanzen) oder wildtypisch
fiir ROCK1 (6 Pflanzen) waren. Die Bestimmung des Rosettendurchmessers bestitigte,
dass kein signifikanter Unterschied zwischen fiir rockl-1I homozygoten und
heterozygoten Pflanzen vorhanden war (Abb. 10). Folglich handelt es sich bei der
rockl-1 Mutation um ein rezessives Allel. Der zuvor beobachtete Unterschied entstand
vermutlich durch einen Dosiseffekt des 35S:CKXI Transgens, das im hemizygoten
Zustand zu einer schwicheren Ausprigung des 355:CKX1 Phinotyps fiihrte.

rock1-1/rock1-1 ROCK1/rock 1-1 ROCK1/ROCK1
n=21 n=22 n=6

o]

L= ()]
I I

N

Rosettendurchmesser (cm)

o

Abbildung 10. rockl-1 ist eine rezessive Mutation.

Rosettendurchmesser von auf Erde angezogenen Pflanzen der F2 Generation der Kreuzung
rockl-1 35S:CKXI x 35S8:CKXI 30 TNK. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen ROCKI/rockl-1 und ROCKI1/ROCK]I Pflanzen (t-Test, p > 0,05).

3.3.2 Der Aminosiureaustausch in ROCK1"® "¢ fiihrt zu einer verringerten

Proteinabundanz

Der Funktionsverlust von ROCK1 durch den Aminosdureaustausch in rockl-1 kann
mehrere Ursachen haben. Um erste Hinweise zu erhalten, ob diese Mutation den
Transportmechanismus selber oder generelle Eigenschaften des Proteins betrifft, wurde
die Abundanz sowie subzelluldre Lokalisation des mutierten Proteins verglichen. Ein
unmittelbarer Nachweis des ROCK1 Proteins ist auf Grund eines fehlenden AntikSrpers
nicht moglich. Daher wurden Fusionskonstrukte aus ROCKI bzw. rockl-1 und der
Sequenz fiir vier myc-Peptide kloniert und diese transient unter Kontrolle des 35S
Promotors in Tabakbldttern exprimiert. Die Gesamtproteine wurden extrahiert und die
Abundanz von ROCKI-myc und ROCK 1Y myc mittels Immunoblot verglichen.
In beiden Proben wurde ein gleichgrofles Signal bei ca. 45 kDa detektiert (Abb. 11A).
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Dies ist nur sehr geringfiigig groBBer als die theoretisch berechnete Proteingréfle der
Fusionsproteine von 42,5 kDa (35 kDa des ROCK1 + 7,5 kDa des Gateway-
Linkerpeptid und vierfachen myc-Peptids). Die Stiarke des Signals von
ROCK19Y®4%_ mye war deutlich geringer als die des fusionierten Wildtypproteins.
Auch wenn nur ein Drittel der ROCK 1-myc Probe aufgetragen war, ergab dies noch ein

stirkeres Signal als die ROCK19Y*A®.myc Probe (Abb. 11A).
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Abbildung 11. Auswirkungen der rockl-1 Mutation auf die Proteinabundanz und subzelluldre
Lokalisation des mutierten Proteins.

(A) Immunoblotanalyse fiir den Vergleich der Proteinmenge von ROCKI-myc und
ROCK 1Y myc nach transienter Expression in Tabakblittern. Drei Tabakblitter wurden 3
TNI jeweils halbiert und aus den drei Blatthilften zusammen die Proteine extrahiert. Es wurden
50 pg bzw. 17 ng der extrahierten Proteine in einem 10 %igem SDS-Gel aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran geblottet und das myc-Peptid immunologisch mit einem anti-myc Antikorper
nachgewiesen.

(B) Vergleich der Transkriptlevel von ROCKI-myc und rockl-I-myc nach transienter
Expression in Tabakblidttern. Die RNA wurde aus den bei (A) {ibriggebliebenen drei
Blatthélften zusammen extrahiert. Die Bestimmung der Transkriptabundanz erfolgte mittels
quantitativer PCR (qPCR) und die Abundanz der transgenen Transkripte wurde jeweils gegen
die des f-Tubulin Transkripts normalisiert. Gezeigt sind Mittelwert + obere und untere Grenze
der relativen Transkriptabundanz (Applied Biosystems, 2008) basierend auf vier technischen
Replikaten der qPCR.

(C) GFP-Signal in Wurzelzellen einer mit ROCKI:rockl-1-GFPin transformierten rockl-1
Arabidopsis Pflanze.

(D) GFP-Signal in Blattepidermiszellen in Tabak nach transienter Expression von
358:GFP-rockl-1; 3 TNIL
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Um zu untersuchen, inwieweit eine unterschiedliche Abundanz der Transkripte zu
diesem Unterschied in der Proteinabundanz beitrigt, wurde zusétzlich die RNA aus den
transformierten Tabakbldttern isoliert. Der Vergleich der Abundanz der transgenen
Transkripte mittels quantitativer PCR zeigte, dass mehr als doppelt so viel vom rockl-1-
myc Transkript vorhanden war (Abb. 11B). Dies zeigt, dass der in rockl-1 vorliegende
Austausch einer Aminoséure die Abundanz des ROCK1 Proteins stark verringert.

Dies muss jedoch nicht die einzige Ursache fiir die Verringerung der ROCK1 Funktion
in rockl-1 Pflanzen sein. Denkbar wére ebenfalls, dass eine verinderte subzelluldre
Lokalisation einen groBlen Einfluss hat. Um dies zu untersuchen, wurde GFP intern in
rockl-1 einkloniert (siche 3.2) und unter die Kontrolle des nativen ROCKI Promotors
gestellt. Dieses Konstrukt wurde in rockl-1 Arabidopsismutanten transformiert und
stabile Linien isoliert. Die Analyse der subzelluldren Lokalisation zeigte ein sehr
schwaches flachiges GFP-Signal, bei dem es sich moglicherweise um das ER handelte,
sowie ein etwas stirkeres Signal in punktformigen Strukturen (Abb. 11C). Die
punktformigen Strukturen waren bei der Expression von ROCKI:ROCKI-GFPin nicht
aufgetreten. Somit unterscheidet sich die subzellulire Lokalisation von
ROCK1**¢_GFPin teilweise von der von ROCK1-GFPin.

Um ein stirkeres Fluoreszenzsignal zu erhalten, wurde GFP vor rockl-1 kloniert und
unter der Kontrolle des 35S Promotors transient in Tabak exprimiert. Es wurde ein
netzformiges schwaches Fluoreszenzsignal detektiert (Abb. 11D). Diese Struktur dhnelt
dem in einem vorherigen Experiment bei der Verwendung eines ER-Markerproteins
erhaltenen Fluoreszenzsignal. Die stirkeren punktformigen Signale, wie sie bei der
Expression von ROCK :rockl-1-GFPin in Arabidopsis detektiert worden waren, waren

nicht vorhanden.

3.3.3 rockl-3 ist ein transkriptionelles Nullallel von ROCK1

Die bislang isolierten ROCK/ Mutanten tragen entweder eine Punktmutation, die
lediglich zu einer Verringerung der ROCK1 Abundanz fiihrte (rockl-1), oder eine
T-DNA Insertion im Intron, die den Verlust eines Teils des ROCK1 Proteins bewirkte
(Niemann, 2008). Um eine definitive Aussage iiber die Auswirkungen des Verlustes
von ROCK] treffen zu konnen, wurde eine weitere Mutantenlinie isoliert, die mdglichst
ein funktionelles Nullallel von ROCK]1 tragt. Fiir die T-DNA Insertionslinie 901CO01 aus

der GABI-KAT Sammlung (Li et al., 2003) war eine Insertion im zweiten Exon
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annotiert. Es konnte mittels PCR eine T-DNA Insertion im erwarteten Bereich des
ROCK]I Locus bestitigt und homozygote Pflanzen isoliert werden. Die homozygoten
rockl-3 Pflanzen zeigten einen mit rockl-2 vergleichbaren Phédnotyp, welcher aus
keinen offensichtlichen morphologischen Verdnderungen in der vegetativen Phase,
jedoch einer erhohten Infloreszenzmeristemaktivitit (Kapitel 3.3.4) bestand.

Der genaue Insertionsort der T-DNA wurde mittels Sequenzierung analysiert. (Abb.
12A). Durch PCR Amplifikation ausgehend von einem vorwértsgerichteten Primer im
ersten Exon von ROCK/ und einem Primer in der linken Grenze der T-DNA wurde der
Ubergangsbereich zwischen T-DNA und genomischer DNA amplifiziert, sequenziert
und die Insertion der T-DNA im zweiten Exon von ROCK]I bestétigt. Zwischen der
genomischen Sequenz von ROCK! und dem Beginn der T-DNA befinden sich
14 zusidtzliche Basen unbekannten Ursprungs (Abb. 12A). Bei der Amplifikation des
mutmaBlichen Ubergangsbereichs hinter dem Insertionsort mit Primern, die in der
rechten Grenze der T-DNA und im dritten Exon von ROCKI bindeten, wurde ein
Amplifikat erhalten, dass ca. 1,7 kb groBer als erwartet war (nicht gezeigt). Die
Sequenzierung des Amplifikats ausgehend von einem ROCK]! spezifischen Primer
zeigte, dass die genomische Sequenz von ROCKI! direkt hinter dem Insertionsort
unverandert war. In der inserierten Sequenz schlieBt sich auf dieser Seite des
Insertionsortes zundchst eine um 2 Basen verkiirzte linke T-DNA Grenze an. Danach
folgen ca. 700 weitere Basen der T-DNA und darauf dann mindestens 400 Basen eines
anderen Bereichs der T-DNA in umgedrehter Orientierung. Die weitere Struktur der
zusdtzlichen T-DNA ist nicht bekannt, auf Grund der erhaltenen Grof8e des Amplifikats
wird jedoch nach 1,7 kb die rechte Grenze der anderen T-DNA erwartet.

Um zu untersuchen, ob die Insertion der T-DNAs im zweiten Exon zu dem erwarteten
Verlust des vollstindigen ROCK Transkripts fiihrte, wurde der Bereich vor, {iber und
nach der Insertionsstelle aus Wildtyp und rockl-3 RNA mittels RT-PCR amplifiziert.
Diese Analyse ergab, dass der Bereich des ROCKI Transkripts vor der Insertionsstelle
in Wildtyp und rockl-3 vorhanden war, wihrend ein Abschnitt, der {ber die
Insertionsstelle reichte, nur im Wildtyp amplifiziert wurde (Abb. 12B). Somit
unterbricht die inserierte T-DNA entsprechend der Erwartung die Bildung des ROCK1
Transkripts. Eine schwache Amplifikation des ROCKI Transkriptabschnitts hinter der
Insertionsstelle konnte detektiert werden. Mdglicherweise handelte es sich hierbei um
ein chimdres Transkript, welches aus der inserierten T-DNA in den ROCK! Locus

hinein abgelesen wird. Somit lésst sich sagen, dass die T-DNA Insertion in der rockl-3
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Mutante die Bildung des ROCKI Transkriptes unterbricht und es sich somit um ein
funktionelles Nullallel von ROCKI handelt. Da die rockl-3 Mutante erst spdt im
Verlauf dieser Arbeit isoliert wurde, wurde sie in die meisten weiteren Analysen nicht

mit einbezogen.
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Abbildung 12. Charakterisierung der rockl-3 Mutation.

(A) Ubersicht iiber die Lage der T-DNA Insertion in der Linie rockl-3 und der fiir die
molekulare Charakterisierung verwendeten Primer (nummerierte Pfeile). Fiir die genaue
Bestimmung des Insertionsortes der T-DNA wurde der Ubergangsbereich 5° und 3’ des
vermuteten Insertionsortes mit den Primerpaar 1 und 2 bzw. 3 und 4 amplifiziert und die
Amplifikate ansequenziert. Die unterstrichenen Bereiche innerhalb der angegebenen Sequenz
sind die sich an den Insertionsort anschlieBenden kodierenden Bereiche von ROCK1, die nicht
unterstrichenen Basen sind unbekannten Ursprungs.

(B) Nachweis des Vorhandenseins von Bereichen des ROCKI Transkripts in Wildtyp und
rockl-3 mittels RT-PCR. Die Lage der verwendeten Primern ist in (A) dargestellt. Als Kontrolle
wurde das Transkript des Actin7 Gens amplifiziert.

3.3.4 Der Verlust von ROCK] fiihrt zu einem aktiveren Infloreszenzmeristem

Die genaue Untersuchung der Auswirkungen der rockl Mutationen auf das
Pflanzenwachstum unter Standardbedingungen ergab, dass die Anzahl der wéhrend des
Lebenszyklus am Hauptspross gebildeten Schoten hoher war als beim Wildtyp
(Niemann, 2008). Um eine Aussage liber die Bedeutung von ROCK bei der Regulation
der Infloreszenzmeristemaktivitit treffen zu konnen, wurde die Frequenz der

Bliitenbildung in den rockl Mutanten untersucht. Hierzu wurde die Anzahl der
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gebildeten Schoten und Bliiten fiinf, sechs und sieben Wochen nach der Keimung
(WNK) bestimmt. Die rockl Mutanten trugen am Beginn des Messzeitraums zwischen
15 % und 35 % und zum Ende des Messzeitraums zwischen 45 % und 55 % mehr
Schoten als der Wildtyp (Abb. 13A). Zwischen fiinf und sechs WNK betrug die
Zunahme der Bliiten pro Tag durchschnittlich beim Wildtyp 3,2 und bei den rockl
Mutanten 4,2. Somit fiihrte der Verlust von ROCKI zu einer um ca. 32 % erhohten
Frequenz der Bliitenbildung. Um zu untersuchen, ob ROCKI neben der Initiation von
Bliitenprimordien auch an der Regulation des Wachstums des Hauptsprosses beteiligt
ist, wurde die Wachstumsrate des Hauptsprosses bestimmt. Das Langenwachstum
konnte ein weiterer Hinweis auf ein aktiveres Meristem sein. Zu Beginn des
Messzeitraums fiinf WNK hatten die rockl Pflanzen entweder einen gleichlangen oder
um 5 % lédngeren Hauptspross als der Wildtyp (Abb. 13B). Sieben WNK war der
Hauptspross zwischen 17 % und 23 % lédnger als beim Wildtyp.
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Abbildung 13. Bestimmung der Infloreszenzmeristemaktivitit von rock! Mutanten.

(A) Anzahl der Bliiten und Schoten im Zeitverlauf. Es wurden jeweils alle Bliiten zwischen
Stadium 13 und 18 (Smyth et al., 1990) und Schoten des Hauptsprosses gezéhlt.

(B) Hohe des Hauptsprosses im Zeitverlauf.

(C) Der Anteil nicht vollstindig entwickelter Schoten an der Gesamtzahl der Bliiten und
Schoten des Hauptsprosses.

Es sind Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben, n > 20. Alle Werte der rockl
Mutanten unterscheiden sich signifikant vom Wildtyp, mit Ausnahme der Werte von rockl-1
und rockl-3 in (B) 5 WNK (t-Test, p <0,05).
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Durchschnittlich wuchs der Hauptspross des Wildtyps im Zeitraum zwischen fiinf und
sechs WNK tdglich um 1,39 cm, der der rockl Mutanten zwischen 1,51 und 1,77 cm.
Hieraus ergibt sich eine zwischen 9 % und 27 % erhohte Rate des Lingenwachstums in
den rockl Mutanten. Sowohl die Anzahl neu gebildeter Bliiten als auch das
Langenwachstum des Hauptsprosses nahmen ab dem Zeitpunkt 6 WNK ab. Diese
Abnahmen fielen beim Wildtyp deutlich stirker aus als bei den rockl Linien.
Zusammenfassend lésst sich somit sagen, dass der Verlust von ROCKI sowohl zu einer
erhohten Initiation von Bliitenprimordien als auch einem groBeren Lingenwachstum
fiihrte, wobei die Auswirkungen auf ersteren Prozess stirker waren.

Bei den rockl Mutanten traten vermehrt Bliiten auf, deren Gynoeceum sich nicht {iber
das Stadium zum Zeitpunkt der Pollinierung hinaus entwickelte. Wahrend beim Wildtyp
weniger als 1 % der Bliiten eine abgebrochene Entwicklung zeigten, waren dies in den

rockl Mutanten zwischen 19 % und 34 % (Abb. 13C).

3.3.5 Der Verlust von ROCK]! fiihrte zu einem geringfiigig verinderten

Cytokininstatus aber keiner verianderten Cytokininsensitivitat

3.3.5.1 Analyse der Auswirkungen von rockl auf die Cytokininantwort

rockl-1  revertierte das durch CKXI  Uberexpression  hervorgerufene
Cytokinindefizienzsyndrom im Spross fast vollstindig. Die morphologischen
Auswirkungen auf den Wildtypphidnotyp waren jedoch nur sehr schwach und
beschrinkten sich auf die Aktivitdt des generativen Sprossmeristems. Deshalb stellt sich
die Frage, wie hoch die Beteiligung von ROCK/ an der Regulation Cytokinin-
abhiingiger Entwicklungsprozesse ohne gleichzeitige Uberexpression von CKXI ist.
Eine Moglichkeit, die Cytokininsensitivitit in Pflanzen zu untersuchen, ist die Reaktion
des Wurzelwachstums auf die exogene Gabe von Cytokinin zu vergleichen. Cytokinin
hemmt das Lingenwachstum der Hauptwurzel und die Entstehung von Seitenwurzeln
(Werner et al., 2001). Bei den Mutanten rockl-1 und rockl-2 und dem Wildtyp wurde
das AusmalBl der Beeinflussung dieser beiden Entwicklungsprozesse durch exogen
hinzugefiigtes Cytokinin verglichen. In allen drei Linien fiihrte eine steigende
Konzentration exogenen Cytokinins zu einem verringerten Wachstum der Hauptwurzel
und weniger Seitenwurzeln (Abb. 14A und B), wobei kein Unterschied im Ausmal} der

Sensitivitidt bei den drei Linien festzustellen war. Somit ldsst sich sagen, dass der
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Verlust von ROCKI keine Auswirkungen auf die generelle Regulation des

Wurzelwachstums durch Cytokinin in Arabidopsis hatte.
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Da die Reversion des Cytokinindefizienzsyndroms durch rockl-1 in der Wurzel
deutlich schwicher als im Spross war (Niemann, 2008), wurden der Cytokininstatus der
rockl Pflanzen mit einer Methode untersucht, die auch Aussagen iiber den Status im
Spross  zulieB. Diese basierte auf der Analyse der Expression von
Cytokininreportergenen, deren Expression durch Cyotkinin induziert wird. Zunichst
wurde als Reporter ein uid4 Gen verwendet, welches unter der Kontrolle des Promotors
von ARRS5, einem zur Gruppe der A-Typ ARR Regulatoren gehdrenden Gens, steht
(D'Agostino et al., 2000). Die rockl-I Mutation wurde in die ARRS5:uidA
Arabidopsislinie eingekreuzt und doppelt homozygote Pflanzen isoliert. Fiir den
Vergleich der ARR5:uidA Expression wurde eine Reihe histologischer GUS-Farbungen
durchgefiihrt, um Zeitpunkte zu finden, an denen es noch zu keiner Sittigung des
Signals gekommen war. Es zeigten sich bei rockl-1 in Spross- und Wurzelapex des
Keimlings sowie im Bliitenstand eine deutlich stirkere GUS-Féarbung als im
Wildtyphintergrund (Abb. 14C, D und E).

Eine unmittelbarere Methode, die Expression cytokininregulierter Gene zu untersuchen,

ist die Messung der Transkriptmenge durch quantitative PCR (qPCR). Zundchst wurde

Zu Abbildung 14.

(A) Reaktion der Hauptwurzel auf exogen appliziertes tZ zwischen Tag 2 und Tag 9 nach der
Keimung und (B) Anzahl der Seitenwurzeln 9 TNK. n > 25. Bei keiner Cytokininkonzentration
ist ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und rockl Mutanten vorhanden (t-Test,
p <0,05).

(C) und (D) Vergleich der GUS-Aktivitit in ARRS5.:uidA und rockl-1 ARRS5:uidA Keimlingen
2 TNK. Am Sprossapex (C) und im Leitbiindel der Wurzel (D) sind im rockl-1 Hintergrund
nach 1 Stunde Farbung eine stirkere GUS-Aktivitdt detektierbar.

(E) Vergleich der GUS-Aktivitdt in Infloreszenzen von ARRS5:uidA und rockl-1 ARR5:uidA
Pflanzen. Im rockl-1 Hintergrund ist im Stidngel, jungen Bliiten und Bliitenbdden nach
3 Stunden Férbung eine stidrkere GUS-Aktivitat detektierbar.

(F) gPCR Analyse der Auswirkungen von rockl-1 auf die Transkriptabundanz von A-Typ ARR
Genen in Spross und Wurzel von Keimlingen 9 TNK. Angegeben ist die relative
Transkriptabundanz + obere und untere Grenze der relativen Transkriptabundanz in rockl-1
bezogen auf den Wildtyp basierend auf drei technischen Replikaten der qPCR-Reaktion
(Applied Biosystems, 2008).

(G) qPCR Analyse des Expressionsniveaus verschiedener Gene der priméren Cytokininantwort
und des Cytokininmetabolismus in Sprossen von rock! und Wildtyp 9 TNK. Es wurden je
Genotyp vier biologische Replikate einbezogen und S-Tubulin als Referenztranskript verwendet.
Angegeben sind die relative Transkriptabundanz + obere und untere Grenze der relativen
Transkriptabundanz (Applied Biosystems, 2008). Die Sterne markieren signifikante
Unterschiede (t-Test, p < 0,05).

(H) Vergleich der ARR7 Expression nach Induktion mit 500 nM Benzyladenin in Sprossen von
Wildtyp und rocki-1 9 TNK. Es wurden je Genotyp drei biologische Replikate einbezogen und
[-Tubulin als Referenztranskript verwendet. Angegeben sind die relative Transkriptabundanz +
obere und untere Grenze der relativen Transkriptabundanz (Applied Biosystems, 2008).
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in rockl-1 und Wildtypkeimlingen die Transkriptmenge von A-Typ ARR Genen in
Spross und Wurzel getrennt voneinander verglichen. Es zeigte sich, dass die rockl-1
Mutation im Spross zu einer Erhohung der Transkriptmenge von ARRS bis ARR9 um
40 % bis 100 % verglichen mit dem Wildtyp fiihrte (Abb. 14F). Die von ARR4 war
unverindert. In der Wurzel hatten ARR5, ARR6 und ARR9Y ein um 20 % bis 40 %
erhohtes Transkriptlevel, ARR4, ARR7 und ARRS blieben unverdndert. Dies zeigte, dass
rockl-1 in Spross und Wurzel den Cytokininstatus erhoht, der Einfluss auf den Spross
jedoch grofer ist. Aus diesem Grund wurde sich im Folgenden auf die Analyse der
Auswirkungen von rockl auf den Spross fokussiert. Eine unabhidngige Bestimmung der
Transkriptmengen im Spross von rockl-1 und rockl-2 Keimlingen bestétigte die
Zunahme der Transkriptabundanz von ARRS5, ARR6 und ARR7 um 30 % bis 100 % des
Wildtypwerts (Abb. 14G). Um zu untersuchen, ob Mechanismen der
Cytokininhomdoostase aktiviert worden waren, wurde auch die Expression von
Vertretern von Genen, die an der Synthese (/P73), dem Abbau (CKXI), der
Glykosylierung (UGT76C2) und der Signalweiterleitung (ARRI) von Cytokininen
beteiligt sind, untersucht. Lediglich CKX/ zeigte in den Mutanten ein um 30 % bis 60 %
hoheres Transkriptlevel, die Abundanz der Transkripte der anderen Gene war
unverandert.

Um zu untersuchen, ob rockl neben dem Einfluss auf den Cytokininstatus des Sprosses
auch Auswirkungen auf die Cytokininsensitivitidt hat, wurde die Induzierbarkeit von
ARR?7 durch Cytokinin im Spross mittels gPCR untersucht. In nicht induzierten rocki-1
Sprossen war die Transkriptabundanz von ARR7 34 % hoher als im Wildtyp. Nach der
Induktion mit 500 nM Benzyladenin war sie um 42 % hoher als im Wildtyp (Abb. 14H).
Dies ergibt eine nicht signifikante leicht erhohte Zunahme um das 9,6-fache in rockl-1

verglichen mit dem 9,1-fachen im Wildtyp.

3.3.5.2 Analyse der Auswirkungen von rockl auf den Cytokiningehalt

Die Uberexpression von CKXI fithrte zu einer starken Verringerung des
Cytokiningehaltes (Werner et al., 2003). Die rockl-1 355:CKXI Pflanzen, die eine
starke phénotypische Reversion des Sprossphénotyps hin zum Wildtypphénotyp
zeigten, enthielten iiberraschenderweise in einer ersten Messung lediglich 11 % mehr
Cytokinin als die 355:CKX1 Pflanzen, was weniger als ein Drittel des Cytokiningehalts
des Wildtyps war (Tab. 15, Experiment 1; Niemann, 2008). Auch eine zweite Messung
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des Cytokiningehalts ergab &dhnlich schwache Auswirkungen von rockl-I auf den
Gesamtcytokiningehalt. Wihrend in den 355:CKX/ Keimlingen 44 9% des
Gesamtcytokiningehaltes des Wildtyps vorlagen, betrug dieser in rockl-1 35S:CKXI
Keimlingen mit 46 % des Wildtypgehalts lediglich 4 % mehr (Tab. 15, Experiment 2).
Da rockl moglicherweise stiarkere Auswirkungen auf den Cytokininstatus im Spross als
in der Wurzel hat (Kapitel 3.3.5.1), wurde der Cytokiningehalt im Spross von
Keimlingen verglichen. Es zeigte sich, dass dieser in den 355:CKXI/ Sprossen noch
starker verringert war als bei Messung des gesamten Keimlings und lediglich 4 % des
Wildtyps betrug (Tab. 15, Experiment 3). Im Vergleich dazu war der Cytokiningehalt in
den rockl-1 355:CKXI Sprossen mit 19 % des Wildtypwertes fast flinfmal héher. Diese
Messungen bestitigten also, dass der Cytokiningehalt in rockl-1 35S:CKXI Pflanzen
weiterhin stark reduziert ist. Gleichzeitig zeigte sich aber, dass rockl-1 im 35S:CKX1
Hintergrund zu einer starken Erhohung des Cytokiningehalts im Spross filihrte, wiahrend
diese Erhohung im ganzen Keimling deutlich schwécher ausfiel. Da rockl zu einer
erhohten Aktivitdt des generativen Sprossmeristems flihrte (Kapitel 3.3.4), wurde auch
im Sprossapex der Cytokiningehalt verglichen. Dieser war in den 355:CKX/ Pflanzen
auf 21 % des Wildtypgehalts verringert. rockl-1 fiihrte dazu, dass der Cytokiningehalt
sich in 355:CKXI mehr als verdoppelt und 45 % des Wildtypgehalts erreichte. Somit
lasst sich sagen, dass rockl-1 im Spross der Pflanze stirkere Auswirkungen auf den in
Folge der Uberexpression von CKX/ reduzierten Cytokiningehalt hat als in der Wurzel.
Bei Vorliegen von rockl ohne die gleichzeitige Uberexpression von CKX/ war der
Cytokiningehalt in allen vier Experimenten zwischen 8 % und 44 % hoher als beim
Wildtyp, ohne dass klare gewebeabhingige Unterschiede zu erkennen gewesen wiren

(Tab. 15).

Tabelle 15. Auswirkung von Mutationen in ROCK/ auf den Cytokiningehalt.

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3 Experiment 4

358:CKX1 27 44 4 21
rockl-1 35S:CKX1 30 46 19 45
rockl-1 119 144 117 113
rockl-2 138 139 108 135

Angegeben ist der relative Anteil der Summe aller gemessenen Cytokininmetaboliten vom
tZ-, cZ- und iP-Typ bezogen auf den Wildtyp (in Prozent).

Verwendetes Material: Experiment 1, ganze Keimlinge 7 TNK; Experiment 2 ganze
Keimlinge 9 TNK; Experiment 3, Sprosse von Keimlingen 10 TNK; Experiment 4,
Bliitenstéinde vier Wochen alter Pflanzen inklusive Bliiten bis Stadium 15 (nach Smyth et
al., 1990).
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Die genauere Analyse der Verdnderungen bei den verschiedenen Cytokininmetaboliten
ergab, dass die Zunahme des Gesamtcytokiningehaltes nicht auf Grund der gestiegenen
Konzentration von einigen wenigen Metaboliten oder Gruppen von Metaboliten bewirkt
wurde, sondern dass es bei den meisten Metaboliten zu einem Anstieg kam (Abb. 15).
Am hidufigsten wurden Zunahmen bei den Ribosiden, N9-Glukosiden und
Cytokininnukleotiden gemessen. Ein weiterer beobachteter Trend ist eine stirkere
Zunahme bei den tZ- und iP-Metaboliten als bei den cZ-Metaboliten. Beispielsweise
war die Konzentration von cZOG im 35S:CKX! Hintergrund durch rockl-1 nicht erhoht
und im Wildtyphintergrund sogar durch rockl verringert worden (Abb. 15).

Die biologisch aktiven freien Cytokininbasen zeigten hingegen geringere
Verdnderungen. Wéhrend der Vergleich der Messung der Infloreszenzen von 35S:CKX1
und rockl-1 35S:CKX1I bei allen Cytokininbasen eine Steigerung bedingt durch rockl

zeigte, waren diese beim Vergleich von rockl mit dem Wildtyp unverdndert. Im Spross

rookt-1  rocki-1 £ SEFFEE
35S:CKX1 35S:CKX1 35S:Ckx1 L€ & L LLee
VS. VS. VS. VS.
Wildtyp  35S:CKX1  Wildtyp Wildtyp
.. Experiment Experiment Experiment Experiment
Metabolit 12 34 1234 1234 11223344
tz BEE © B EElEE [ | | relative Veranderung
cZ L ] [ ] B+ 100 %
iP 1 | || +60 %
tZR HEEE B | | | +30 %
cZR + 30 % bis - 30 %
iPR HEE B -30%
tZOG | | B-60%
cZ0G I - 20 % oder
tZROG . unterhalb der Detektionsgrenze
czrocG H B
tZ9G HER B W nicht bestimmt
cZ9G [ | [ | |
iP9G
tZRP [ |
czRP  HH [ | |
iPRP NN |

Abbildung 15. Auswirkungen der rockl Mutation auf den Cytokiningehalt in
Arabidopsispflanzen.

Der Cytokiningehalt von Mutantenpflanzen wurde in unabhéngigen Experimenten bestimmt
und mit dem in Wildtyppflanzen bzw. 35S:CKXI Pflanzen verglichen. Es wurden verschiedene
Gewebe analysiert: Experiment 1, ganze Keimlinge 7 TNK; Experiment 2 ganze Keimlinge
9 TNK; Experiment 3, Sprosse von Keimlingen 10 TNK; Experiment 4, Bliitensténde vier
Wochen alter Pflanzen einschlieflich Bliiten im Stadium 15. Es handelt sich jeweils um die
relative Darstellung des Mittelwerts von jeweils drei technischen Replikaten der
Cytokininmessungen bezogen auf Wildtyp oder 35S:CKXI (in Prozent). Die vollstindigen
Namen der Cytokininmetabolite konnen dem Abkiirzungsverzeichnis am Beginn der Arbeit
entnommen werden.
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war von den Cytokininbasen tZ sowohl beim Vergleich von 35S:CKXI mit rockl-1
358:CKXI als auch beim Vergleich von Wildtyp mit rockl erhdht. iP hingegen blieb
unverdndert oder war geringfiigig verringert (Abb. 15).

Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass der gesteigerte tZ Gehalt ursdchlich fiir den
gesteigerten Cytokininstatus im Spross und mdglicherweise die Suppression des

Cytokinindefizienzsyndroms durch rockl-1 ist.

3.3.6 Untersuchung der Spezifitit der Suppression des

Cytokinindefizienzsyndroms durch rockl

Der Verlust von ROCKI revertiert das durch Uberexpression von CKXI bewirkte
Cytokinindefizienzsyndrom. Mit Hilfe eines genetischen Ansatzes wurde untersucht, an
welcher Stelle der Regulation und Vermittlung der Cytokininaktivitit ROCK beteiligt
ist. Hierzu wurde rockl in Pflanzenlinien -eingekreuzt, die auf Grund von
Verdnderungen bei Abbau, Wahrnehmung oder Synthese von Cytokininen ein

Cytokinindefizienzsyndrom zeigen, und untersucht, ob dieses revertiert wird.

3.3.6.1 Der Verlust von ROCK] fiihrt zu einem Verlust der Aktivitit von CKXI1,
CKX2 und CKXa3, nicht jedoch von CKX7

Es existieren sieben Isoformen der CKX Enzyme in Arabidopsis mit Unterschieden in
den Expressionsdomidnen, der Substratspezifitit und der subzelluldren Lokalisation
(Werner et al., 2003; Galuszka et al., 2007; Kollmer, 2009). CKX1 bis CKX6 haben
gemein, dass fiir sie eine Lokalisation oder ein Transport durch das sekretorische
System vorhergesagt und gezeigt worden ist (Werner et al., 2003). Die Ausnahme bildet
CKX7, welches im Cytosol lokalisiert (Kollmer, 2009). Letzteres unterscheidet sich
zudem von den anderen Isoformen darin, dass die Uberexpression einen kontriren
Einfluss auf das Wurzelwachstum hat. Bei der Auswahl der Isoformen, bei denen die
Konsequenzen der rockl Mutation auf den Uberexpressionsphinotyp untersucht
wurden, sollte ein moglichst breites Spektrum an unterschiedlichen Eigenschaften
abgedeckt werden. CKX2 lokalisiert im Apoplasten (Werner et al., 2003), hat bei in
vitro Messungen eine sehr hohe Enzymaktivitit (Galuszka et al., 2007), 35S:CKX2
Pflanzen zeigen jedoch einen vergleichsweise milden Cytokinindefizienzphidnotyp

(Werner et al., 2003). CKX1 und CKX3 hingegen lokalisieren im ER und der Vakuole
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(Werner et al., 2003), sie zeigen nur eine niedrige Aktivitit in vitro (Galuszka et al.,
2007), die Uberexpression der Gene fiihrt jedoch zu einem starken
Cytokinindefizienzphénotyp (Werner ef al., 2003). Zudem wurde CKX7 auf Grund der
oben erwihnten Eigenschaften untersucht.

In allen Féllen wurde das Allel rockl-I in die verschiedenen CKX
Uberexpressionslinien eingekreuzt und doppelt homozygote Linien isoliert. Es zeigte
sich, dass rockl-1 die Auswirkungen der Uberexpression von CKX2 und CKX3 auf den
Spross fast vollstindig revertiert (Abb. 16A und B). Der durch CKX7 Uberexpression
bewirkte Wurzelphdnotyp wird jedoch nicht revertiert (Abb. 16C und D). Um
auszuschlieBen, dass in den untersuchten Linien die phédnotypische Reversion durch
eine verringerte Expression des 355:CKX1, 355:CKX2 bzw. 35S:CKX3 Transgens nach
Einkreuzung von rockl-1 zustande kommt, wurde die Transkriptmenge des jeweiligen
Transgens mittels qPCR verglichen. Es zeigte sich, dass hierbei keine signifikanten
Unterschiede existieren (Abb. 16E). Es konnte bereits gezeigt werden, dass rockl-1 die
CKX Aktivitdt im Rohextrakt von 35S:CKXI Pflanzen verringert (Niemann, 2008). Der
verwendete CKX Enzymassay wurde optimiert und die Abhéngigkeit der CKX
Aktivitit von der rockl-1 Mutation in allen drei revertierten Linien untersucht. Es zeigte
sich, dass rockl-1 in allen drei Linien zu einer stark verringerten CKX Aktivitét flihrt.
Das Ausmal} der Reduktion unterschied sich zwischen den Isoformen, CKX1 und

CKX3 wurden fast bis bzw. bis zum Wildtypniveau reduziert (Abb. 16F).

Zu Abbildung 16.

(A) und (B) rockl-1 fiihrt zu einer phinotypischen Reversion des durch CKX2 oder CKX3
Uberexpression hervorgerufenen Cytokinindefizienzsyndroms. (A) Phinotyp und (B)
Quantifizierung des Rosettendurchmessers von auf Erde angezogenen homozygoten Linien
17 TNK. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung, n > 15. Die Sterne markieren
signifikante Unterschiede zum Wildtyp, t-Test, p < 0,05.

(C) und (D) Die rockl-1 Mutation revertiert den durch CKX7-GFP Uberexpression
hervorgerufenen Wurzelphénotyp nicht. (C) Phinotyp von in vitro angezogenen
Arabidopsiskeimlingen 9 TNK. (D) Messung des Wachstums der Hauptwurzel zwischen Tag 2
und 9 nach der Keimung. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung, n > 9.

(E) Die Transkriptmenge des jeweiligen CKX Transgens wird durch die rockl-1 Mutation nicht
beeinflusst. Die Bestimmung der Transkriptabundanz erfolgte mittels qPCR und wurde gegen
die  Transkriptmenge von fS-Tubulin normalisiert. Gezeigt sind die relative
Transkriptabundanz+obere und untere Grenze basierend auf dem Mittelwert von drei
technischen Replikaten der gPCR-Reaktion.

(F) Die relativen CKX Aktivitiiten sind in allen drei revertierten CKX Uberexpressionslinien im
Vergleich zur jeweiligen Ausgangslinie reduziert. Es wurde die CKX Aktivitdt in
Proteinextrakten von Keimlingen unter Verwendung von iP9G (CKX1) bzw. iP (CKX2 und
CKX3) als Substrat bestimmt. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung relativ zum
Wildtyp, n = 3.
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Abbildung 16. Auswirkungen der rockl Mutation auf die Aktivitdt unterschiedlicher CKX

Isoformen.
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Bei CKX2 hingegen war noch ein Drittel der erhdhten Aktivitit der Ausgangslinie
vorhanden.

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass die Konsequenzen des Ausfalls von ROCKI auf
CKX1, CKX2 und CKX3 dhnlich sind. Es kommt zum Verlust der erhohten CKX
Aktivitdt, was einhergeht mit der Reversion des Cytokinindefizienzphdnotyps. Der

CKX7 Uberexpressionsphinotyp hingegen wird nicht revertiert.

3.3.6.2 rockl bendétigt fiir die Suppression des Cytokinindefizienzsyndroms eine

funktionierende Cytokininsignalweiterleitung

Die vorherigen Ergebnisse deuten auf eine direkte Beteiligung von ROCK1 an der
Regulation der CKX Enzyme, die sich im sekretorischen System befinden, hin. Die
Lokalisierung der Cytokininrezeptoren innerhalb des ERs und der Plasmamembran
weist auf die Bedeutung dieser Kompartimente fiir die Cytokininsignalverarbeitung hin
(Wulfetange et al., 2011). Unterschiedliche Kombinationen an Mutantenallelen von
Cytokininrezeptorgenen  fiihren zu  unterschiedlichen = Ausprdgungen  des
Cytokinindefizienzsyndroms (Riefler et al., 2006). Um herauszufinden, ob ROCK]I
einen iliber die Regulation bestimmter CKX Isoformen hinausgehenden Einfluss auf die
Cytokininwirkung hat, wurde untersucht, ob rockl auch das Cytokinindefizienzsyndrom
im Spross der Rezeptormutanten revertiert. rockl-2 wurde in den ahk2 ahk3
Hintergrund (Riefler et al., 2006) eingekreuzt. Pflanzen mit dieser Allelkombination der
Rezeptormutationen entwickeln auf Grund von verringerter Zellteilung kleinere
Rosettenblétter, haben aber ein unverdndertes Plastochron und blithen zur selben Zeit
wie Wildtyppflanzen. Zusétzlich wurde rockl-2 in den ahk2 ahk3 crel Hintergrund
eingekreuzt, welcher ein stirkeres Cytokinindefizienzsyndrom sowohl in Form einer
noch kleineren Rosette als auch einer verspiteten Blithinduktion zeigt. Homozygote
Linien wurden isoliert und der Sprossphénotyp untersucht. Es zeigte sich, dass die
rockl Mutation im ahk2 ahk3 Hintergrund zu sich schneller entwickelnden Pflanzen
fiihrte (Abb. 17A), die im Vergleich mit den ahk2 ahk3 Pflanzen ein um 39 % erhohtes
Frischgewicht besaBen (Abb. 17B). Dennoch besalen die ahk2 ahk3 rockl-2 Pflanzen
weiterhin nur die Hailfte des Frischgewichtes des Wildtyps. Im ahk2 ahk3 crel
Hintergrund fiihrte rockl-2 zu keiner sichtbaren Verdnderung des Sprossphénotyps
(Abb. 17C) und die Messung des Frischgewichts ergab keine Verdnderung zur
Ausgangslinie ahk2 ahk3 crel-2 (Abb. 17D).
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Der Verlust von ROCK]1 revertierte teilweise die Auswirkungen des Verlusts von zwei
Cytokininrezeptoren auf den Sprossphdnotyp, bei Abwesenheit aller drei
Cytokininrezeptoren hatte rockl-2 jedoch keinen Effekt. Die Auswirkungen des
Verlustes von ROCK]I traten also nur auf, wenn zumindest eine rudimentire
Cytokininsignalweiterleitung vorhanden war. Dies deutet darauf hin, dass rockl durch

diese und nicht nach der Perzeption des Cytokininsignals wirkt.
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Abbildung 17. Auswirkungen des Verlustes von ROCK! in Pflanzen mit verringerter
Cytokininsignalweiterleitung.

(A) und (B) Untersuchung der Auswirkung des Verlustes von ROCKI im ahk2 ahk3
Hintergrund. (A) Vergleich des Phénotyps und (B) Bestimmung des Frischgewichtes der
Rosette von auf Erde angezogenen Pflanzen 21 TNK.

(C) und (D) Untersuchung der Auswirkung des Verlustes von ROCKI im ahk2 ahk3 crel
Hintergrund. (C) Vergleich des Phénotyps und (D) Bestimmung des Frischgewichtes der
Rosette von auf Erde angezogenen Pflanzen 20 TNK.

Angegeben sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung, n > 12. Der Stern markiert einen
signifikanten Unterschied zwischen den mutanten Linien (t-Test, p < 0,05).

3.3.6.3 Der Verlust von ROCK]1 revertiert nicht die durch Verlust der Biosynthese

bewirkte Cytokinindefizienz

Die vorherigen Experimente haben gezeigt, dass der Verlust von ROCKI vor der
Perzeption des Cytokininsignals wirkt und dass eine mogliche Ursache fiir den erhdhten
Cytokininstatus die Verringerung der Aktivitdt von CKX Enzymen ist. Der gleichzeitige
Verlust mehrerer Cytokininsynthesegene (IPT) fiihrte wie die Uberexpression von CKX
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Genen zu einem verringerten Cytokiningehalt und zu Pflanzen, die das
Cytokinindefizienzsyndrom zeigen. ipt3 ipt5 ipt7 Pflanzen haben unter anderem den
typischen kleinen Rosettendurchmesser und ein verldngertes Plastochron (Miyawaki et
al., 2006). Der zusitzliche Verlust von /PT1 verstérkt diese phianotypische Veranderung
(Miyawaki et al., 2006). Es wurden die Auswirkungen von rockl auf das
Cytokinindefizienzsyndrom der ip# Mutanten untersucht, um weitere Hinweise auf die

Wirkungsweise von ROCK1 bei der Modifikation des Cytokininstatus zu erhalten.
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Abbildung 18. Der Verlust von ROCK]/ fiihrt zu einer schwachen Suppression des durch
Verlust der Cytokininbiosynthese bewirkten Cytokinindefizienzsyndroms.

(A) Vergleich des Phénotyps von Pflanzen des Wildtyps mit dem von ipt Mehrfachmutanten mit
oder ohne zusétzlicher rockl-1 Mutation 26 TNK. Fiir die Bestimmung des Anteils der CKX
Aktivitdt am Phénotyp von ipt3 ipt5 ip7 rockl-1 wurde ipt3 ipt5 ipt7 mit INCYDE, einem
chemischen Inhibitor der CKX Aktivitit, behandelt.

(B) Bestimmung des Frischgewichtes des Sprosses von auf Erde angezogenen Pflanzen 26
TNK, n > 9. Der Stern markiert signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen ipt Linien
mit und ohne rockl-1 bzw. mit INCYDE Behandlung (t-Test, p < 0,05).
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rockl-1 wurde in die iptl ipt3 ipt5 ipt7 Vierfachmutante eingekreuzt und mittels
Genotypisierung die stabile Vierfachmutante ipt3 ipt5 ipt7 rockl-1 und die
Fiinffachmutante ipt! ipt3 ipt5 ipt7 rockl-1 isoliert. Der Vergleich des Phénotyps von
Pflanzen dieser Linien mit dem der entsprechenden Ausgangslinien und des Wildtyps
zeigte eine VergroBerung des Sprosses durch rockl-1 (Abb. 18A).

Obwohl rockl-1 das Frischgewicht des Sprosses von ipt! ipt3 ipt5 ipt7 um 155 % und
von ipt3 ipt5 ipt7 um 91 % erhohte (Abb. 18B), war der Spross viel kleiner als beim
Wildtyp. Die Suppression des Cytokinindefizienzsyndroms war deutlich schwicher als
in den 35S:CKX Linien und somit scheint rockl primir Auswirkungen auf die Aktivitéit
der CKX Enzyme zu haben. Um zu analysieren, ob die teilweise Suppression des ipt
Mutantenphinotyps durch eine verringerte CKX Aktivitdt verursacht werden konnte,
wurden die ipt3 ipt5 ipt7 Pflanzen mit INCYDE, einem chemischen Inhibitor der CKX
Aktivitit (Zatloukal et al., 2008), behandelt. Dies fiihrte zu Pflanzen mit groferen
Rosettenbléttern (Abb. 18A) und einer signifikanten Zunahme des Frischgewichtes
(Abb. 18B). Die Auswirkungen von INCYDE und rockl-1 auf ipt3 ipt5 ipt7
unterschieden sich nicht signifikant (Abb. 18B). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die
beobachtete Zunahme des Frischgewichtes in der Linie ipt3 ipt5 ipt7 rockl-1 zum
grofiten Teil durch eine Verringerung der CKX Aktivitit bewirkt wurde.

3.4 Die Uberexpression von ROCK1 beeinflusst die pflanzliche Entwicklung und

teilweise auch die Cytokininsensitivitat

Die Analyse von Funktionsverlustmutanten kann Hinweise auf die Bedeutung eines
Gens fiir physiologischen Prozesse und die pflanzliche Entwicklung liefern. Das
Vorhandensein von Genen mit teilweise redundanter Funktion begrenzt diese
Erkenntnismoglichkeit jedoch. Dieses Problem der Funktionsmaskierung spielt bei der
Analyse der Konsequenzen einer gezielten Uberexpression eines Gens keine Rolle.
Somit kann dieser komplementédre Ansatz Hinweise auf die biochemische Aktivitét des
Genproduktes liefern, ldsst gleichzeitig jedoch nur eingeschrinkte Aussagen iiber die

Entwicklungsprozesse zu, an denen das Gen selber beteiligt ist.
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3.4.1 Morphologische Beschreibung der 355:ROCK]1 Pflanzen

Die Uberexpression des ROCKI Gens unter der Kontrolle des starken 35S Promotors
des Tabakmosaikvirus fithrte zu Pflanzen mit verringertem Wachstum der
Rosettenblétter, verfritht einsetzender Blattseneszenz und in den stidrksten Linien zu
einer dosisabhéngigen Letalitdt im friilhen Keimlingsstadium (Niemann, 2008). Um
untersuchen zu kénnen, inwieweit der ROCKI Uberexpressionsphinotyp mit einem
veridnderten Cytokininstatus zusammenhiingt, wurden stabile Uberexpressionslinien
etabliert. Die Linien 35S:ROCKI-10 und 35S:ROCKI-17 zeigten die stirksten
phénotypischen Verdnderungen ohne Ausbildung einer dosisabhéngigen Letalitét. Der
Vergleich der Abundanz des ROCKI Transkripts in Wildtyp und 35S:ROCKI-10
mittels JPCR zeigte eine ca. 300-fache Erhohung in der transgenen Linie (Abb. 19A).
Die Uberexpression von ROCK1 hatte Auswirkungen auf die Entwicklung von Spross
und Wurzel. Beide 35S:ROCKI Linien zeigten ein geringeres Wachstum der
Rosettenblitter sowie eine verfriiht einsetzende Blattseneszenz (Abb. 19B). Die
Erscheinungsform des Sprosses war verdndert, da im Vergleich zum Wildtyp weniger
als ein Drittel der axillairen Seitensprosse gebildet wurden (Abb. 19C). Die
Auswirkungen der ROCKI Uberexpression auf die Zahl der vom Hauptspross
abzweigenden Seitensprosse waren deutlich geringer (Abb. 19D). Die Sprosse wuchsen
langsamer (Abb. 19B) und bildeten bis zum Bliihzeitende ein Drittel weniger Bliiten als
der Wildtyp (Abb. 19E). In vitro war das Wachstum der Hauptwurzel um ca. 10 %
verringert (Abb. 19F) und es wurden ca. 15 % weniger Seitenwurzeln gebildet (Abb.
19G).

3.4.2 Der 355:ROCKI Sprossphinotyp wird nicht durch einen verringerten
Cytokininstatus bewirkt

Die in Kapitel 3.3.6 beschriebenen Experimente deuten darauf hin, dass der Verlust von
ROCK] zu einer Verringerung der CKX Aktivitét fiihrt. Es ist folglich denkbar, dass ein
Teil des mutanten Phénotyp von 355:ROCKI Pflanzen durch eine erhohte CKX
Aktivitdit und eine dadurch bedingte Cytokinindefizienz bewirkt wird. Um dies zu
untersuchen, wurden die 35S:ROCKI Pflanzen mit INCYDE, einem chemischen
Inhibitor der CKX Aktivitét (Zatloukal et al., 2008), behandelt und die Auswirkungen
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Abbildung 19. Morphologische Analyse der Auswirkungen der ROCKI Uberexpression.

(A) Vergleich der Abundanz des ROCKI Transkriptes in der Linie 35S:ROCKI-10 mit dem
Wildtyp mittels qPCR. Es wurden je Genotyp vier biologische Replikate einbezogen und
S-Tubulin als Referenztranskript verwendet. Angegeben sind der Mittelwert + obere und untere
Grenze der relativen Transkriptabundanz (Applied Biosystems, 2008).

(B) Sprossphinotyp von auf Erde angezogenen Pflanzen des Wildtyps und der Linien
358:ROCKI-10und -17 32 TNK.

(C) und (D) Anzahl der bis zum Bliithzeitende gebildeten axilliren Seitensprosse (C) bzw. vom
Hauptspross abzweigenden Seitensprosse (D) bei Wildtyp und den beiden 35S:ROCK] Linien.
n>12.

(E) Anzahl gebildeter Bliiten und Schoten zum Bliihzeitende bei Wildtyp und 35S:ROCKI-17.
n=>12.

(F) Wachstum der Hauptwurzel bei Wildtyp und den beiden 35S:ROCK]I Linien zwischen dem
4.und dem 14. TNK. n > 20.

(G) Anzahl an von der Hauptwurzel abgehenden Seitenwurzeln bei Wildtyp und den
358:ROCKI Linien 14 TNK. n > 20.

In (C) bis (D) sind Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Die Sterne in (C) bis (D)
markieren signifikante Unterschiede zum Wildtyp (t-Test, p < 0,05).
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auf den mutanten Sprossphénotyp untersucht. Wiahrend der Cytokinindefizienzphénotyp
im Spross der als Kontrolle mit untersuchten 35S:CKX/ Pflanzen durch die Behandlung
fast vollstindig unterdriickt wurde, waren die phinotypischen Verdnderungen der
35S:ROCK]1 Pflanzen unverdndert vorhanden (Abb. 20A). Dies deutet darauf hin, dass
der Sprossphinotyp der 35S:ROCKI Pflanzen nicht durch eine erhohte CKX Aktivitdt

bewirkt wird.

>

35S:ROCK1-
Wildtyp 35S:CKX1 -10 -17

Kontrolle
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Abbildung 20. Der Sprossphdnotyp von 35S:ROCKI Pflanzen wird nicht durch einen
verringerten Cytokininstatus bewirkt.

(A) Untersuchung der Auswirkungen von INCYDE, einem chemischen Inhibitors der CKX
Aktivitét, auf die Ausbildung des 355:ROCK Phénotyps. Die behandelten Pflanzen wurden ab
5 TNK alle zwei Tage bis zum Beginn des Sprossens mit 10 uM INCYDE gespriiht.

(B) Auswirkungen von rock2 bzw. rock3 auf den 355S:ROCKI Phinotyp. Gezeigt sind
homozygote Pflanzen 32 TNK.

(C) Vergleich des Rosettenfrischgewichtes von auf Erde angezogenen Pflanzen 32 TNK.
Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen, n = 14. Der Stern markiert einen
signifikanten Unterschied zwischen den Linien, die ein 35S:ROCKI Transgen tragen (t-Test,
p <0,05).

Auf Grund des vorherigen Ergebnisses kann nicht komplett ausgeschlossen werden,
dass der 35S:ROCK] Phinotyp durch Cytokinindefizienz hervorgerufen wird. Deshalb

wurde genetisch untersucht, ob Suppressormutationen der Cytokinindefizienz Einfluss
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auf den 35S:ROCKI Phéanotyp haben. Die dominant aktiven Formen rock2 und rock3
der Cytokininrezeptoren AHK2 bzw. AHK3 unterdriicken effektiv das durch CKXI
Uberexpression  hervorgerufene  Cytokinindefizienzsyndrom  (Bartrina,  2006;
personliche Mitteilung Dr. 1. Bartina und H. Jensen). 35S:ROCK] Pflanzen wurden mit
rock2 bzw. rock3 Pflanzen gekreuzt und der Phénotyp von doppelt homozygoten Linien
untersucht. Die beiden Linien 35S:ROCK]I rock2 und 355:ROCKI rock3 zeigten einen
sich deutlich vom Wildtyp unterscheidenden Phéinotyp, der anndhernd identisch mit
dem der 35S:ROCK] Linie in Bezug auf verfrilhte Seneszenz sowie Rosettengrole war
(Abb. 20B). Die Messung des Rosettenfrischgewichts ergab fiir rock2 keinerlei Einfluss
auf den 35S:ROCK]I Phinotyp, wihrend rock3 zu einer geringen jedoch signifikanten
Zunahme fiihrte (Abb. 20C). Dennoch lag das Rosettenfrischgewicht der 355:ROCK]
rock3 Pflanzen weiterhin deutlich ndher an dem der 35S:ROCK] Linie als an dem des
Wildtyps. Dies deutet darauf hin, dass der Sprossphanotyp der 35S:ROCK] Linien nicht

auf Grund eines verringerten Cytokininstatus hervorgerufen wurde.

3.4.3 355:ROCKI Pflanzen haben einen erhohten Cytokiningehalt und eine

teilweise erhohte Cytokininsensitivitit

Komplementdr zu der Analyse, ob der 35S:ROCK! Phinotyp durch einen verringerten
Cytokininstatus hervorgerufen wird, wurde der Cytokiningehalt in den 35S:ROCK]I
Pflanzen bestimmt. Der Gesamtgehalt an Cytokininmetaboliten des tZ-, cZ- und iP-
Typs betrug bei Messung im gesamten Keimling in den 355:ROCK]! Linien zwischen
97 % und 119 % des Wildtypniveaus und war tendenziell leicht erhoht (Tab. 16,
Experiment 1 und 2). Da die stirksten beobachteten phianotypischen Verdnderungen den
Spross betrafen, wurde der Cytokiningehalt im Spross von Keimlingen verglichen. Dies
zeigte ebenfalls eine leichte Erhohung des Cytokiningehaltes gegeniiber dem Wildtyp
(Tab. 16, Experiment 3). Es ist bekannt, dass rock/ Mutationen die Aktivitit des
Infloreszenzmeristems erhoht, die 35S:ROCKI Pflanzen besitzen hingegen weniger
Schoten am Ende ihres Lebenszyklus. Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob bei
diesem Aspekt des 355:ROCKI Phinotyps Cytokinin eine Rolle spielen konnte, wurde
der Cytokiningehalt in den Bliitenstdnden von 355:ROCKI Pflanzen gemessen. Die
Messung ergab, dass in den Bliitenstdnden der 355:ROCK Pflanzen ein um 29 % bis
61 % hoherer Cytokiningehalt als beim Wildtyp vorhanden war (Tab. 16,
Experiment 4).
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Tabelle 16. Cytokiningehalt in 35S:ROCK1 Pflanzen.

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3 Experiment 4
358:ROCKI-10 97 107 114 129
358:ROCKI-17 118 119 120 161

Angegeben ist der relative Anteil der Summe aller gemessenen Cytokininmetaboliten vom
tZ-, cZ- und iP-Typ bezogen auf den Wildtyp (in Prozent).

Verwendetes Material: Experiment 1, ganze Keimlinge 7 TNK; Experiment 2 ganze
Keimlinge 9 TNK; Experiment 3, Sprosse von Keimlingen 10 TNK; Experiment 4,
Bliitenstéinde vier Wochen alter Pflanzen inklusive Bliiten bis Stadium 15 (nach Smyth et
al., 1990).

Die Uberexpression von ROCKI hatte unterschiedliche Auswirkungen auf die
verschiedenen Cytokininmetabolite. Das Nukleosid und Nukleotid von iP lag in den
355:ROCK]1 Pflanzen bei sechs bzw. fiinf von acht Messungen in einer um mindestens
30 % hoheren Konzentration als beim Wildtyp vor (Abb. 21A). Bei iPR zeigten flinf der
Messungen sogar eine Steigerung von iiber 60 %. Andere Metabolite, wie die freien
Basen tZ, ¢Z und iP sowie das Ribosid cZR zeigten lediglich bei der Halfte der
Messungen einen um mindestens 30 % hoheren Wert als der Wildtyp. Auffillig ist die

deutliche Erhohung der Konzentration an Ribosiden in den Bliitenstinden der

Zu Abbildung 21.

(A) Auswirkungen der ROCKI Uberexpression auf den Cytokiningehalt in
Arabidopsispflanzen. Der Cytokiningehalt von Mutantenpflanzen wurde in unabhingigen
Experimenten bestimmt und mit dem in Wildtyppflanzen verglichen. Es wurden verschiedene
Gewebe analysiert: Experiment 1, ganze Keimlinge 7 TNK; Experiment 2 ganze Keimlinge
9 TNK; Experiment 3, Sprosse von Keimlingen 10 TNK; Experiment 4, Bliitenstdnde vier
Wochen alter Pflanzen einschlieBlich Bliiten im Stadium 15. Es handelt sich jeweils um die
relative Darstellung des Mittelwerts von jeweils drei technischen Replikaten der
Cytokininmessungen bezogen auf den Wildtyp (in Prozent). Die vollstindigen Namen der
Cytokininmetabolite konnen dem Abkiirzungsverzeichnis am Beginn der Arbeit entnommen
werden.

(B) gPCR Analyse des Expressionsniveaus verschiedener Gene der primiren Cytokininantwort
und des Cytokininmetabolismus in Sprossen von 35S:ROCKI und Wildtyp 9 TNK. Es wurden
je Genotyp vier biologische Replikate einbezogen und p-Tubulin als Referenztranskript
verwendet. Angegeben sind die relative Transkriptabundanz + obere und untere Grenze der
relativen Transkriptabundanz (Applied Biosystems, 2008). Die Sterne markieren signifikante
Unterschiede (t-Test, p < 0,05).

(C) Auswirkungen exogen applizierten Cytokinins auf das Sprosswachstum von 35S:ROCK]I
und Wildtyppflanzen. Mittelwert und Standardabweichung des Frischgewicht des Sprosses von
in vitro angezogenen Pflanzen 10 TNK. Es wurde jeweils das Gewicht einer Gruppe aus
mindestens sechs Pflanzen zusammen bestimmt, n > 8 Gruppen.

(D) Reaktion der Hauptwurzel auf exogen appliziertes tZ zwischen Tag 4 und Tag 14 nach der
Keimung und (E) Anzahl der Seitenwurzeln 14 TNK. n > 17. Die Sterne markieren signifikante
Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den 35S:ROCK1 Linien (t-Test, p < 0,05).
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358:ROCKI1 Pflanzen (Abb. 21A). Interessanterweise sind anders als bei rockl die
meisten O- und N-Glukoside fast unverdndert.
Um zu untersuchen, ob der erhohte Cytokiningehalt zu einem erhdhten Cytokininstatus

im Spross fiihrt, wurde das Expressionslevel von Genen der priméren Cytokininantwort
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Abbildung 21. Auswirkungen der Uberexpression von ROCK auf den Cytokiningehalt und die
Cytokininsensitivitit.
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und am Cytokininmetabolismus beteiligter Gene im Spross mittels qPCR bestimmt.
Keines der untersuchten Gene zeigte in den 35S:ROCK Pflanzen ein um mehr als 50 %
vom Wildtyp abweichendes Expressionsniveau (Abb. 21B). Der grofite signifikante
Unterschied wurde bei dem Gen UGT76C2 mit einer Verringerung um 32 % gemessen.
Dieses kodiert fiir eine UDP-Glukose Glykosyltransferase, die an der N-Glukosylierung
von Cytokininen beteiligt ist. Der einzige weitere signifikante Unterschied in der
Transkriptabundanz wurde fiir ARR6 gemessen, welche in der Linie 355:ROCKI-10 um
20 % verringert war. Dies deutet darauf hin, dass im Keimlingsstadium der leicht
erhohte Cytokiningehalt zu keinem erhdhten Cytokininstatus im Spross der 35S:ROCK 1
Pflanzen fiihrt.

Ergidnzend wurde die Reaktion des Sprosswachstums auf exogenes Cytokinin
untersucht. Es zeigte sich, dass auch wenn die 35S:ROCKI Pflanzen unter
Kontrollbedingungen bereits nur ungefihr die Halfte des Frischgewichtes des Wildtyps
besalen, dennoch beide Genotypen gleichermaflen durch Cytokinin im Wachstum des
Sprosses gehemmt wurden (Abb. 21C). Der Spross von 355:ROCK Pflanzen hatte also
eine mit dem Wildtyp vergleichbare Cytokininsensitvitét. Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass der Sprossphidnotyp nicht durch einen erhdhten Cytokininstatus bewirkt
wurde.

Das verringerte Wurzelwachstum in den 35S:ROCK] Linien konnte bedeuten, dass in
den Wurzeln ein hoherer Cytokininstatus vorliegt. Deshalb wurde die Reaktion des
Wachstums der Hauptwurzel und der Bildung von Lateralwurzeln auf die Gabe
exogenen Cytokinins bei den 35S:ROCKI Linien und dem Wildtyp verglichen. Es
zeigte sich, dass bei 35S:ROCK1 Pflanzen beide untersuchten Prozesse starker als beim
Wildtyp durch exogenes Cytokinin gehemmt wurden (Abb. 21D und E). Uber den
gesamten getesteten Bereich an Cytokininkonzentrationen reagierten die 35S:ROCK]
Pflanzen beim Wachstum der Hauptwurzel fast doppelt so stark wie der Wildtyp. Bei
der hochsten verwendeten Konzentration von 100 nM tZ ist das Wachstum der
Hauptwurzel in den 35S:ROCK]1 Linien um 59 % reduziert, beim Wildtyp lediglich um
30 %. Die 355:ROCK]1 Pflanzen bildeten bei 100 nM tZ fast keine Seitenwurzeln mehr
aus, der Wildtyp noch 63 % verglichen mit der unbehandelten Kontrolle. Bei beiden
untersuchten Entwicklungsprozessen sind 355:CKX1 Pflanzen resistenter gegeniiber der
Gabe exogenen Cytokinins (Werner et al., 2001). Dies konnte ein Hinweis auf einen
erhohten Cytokininstatus in der Wurzel sein, der bei den 35S:ROCK Pflanzen zu dem
verdnderten Wurzelphénotyp fiihrte.
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Der durch das Konstrukt 35S:ROCK1 hervorgerufene Phénotyp trat interessanterweise
ebenfalls in 355:ROCK1-GFP Pflanzen auf (Daten nicht gezeigt). Die Maskierung des
C-terminalen Dilysinmotivs von ROCKI fiihrt zu einer hauptséchlichen Lokalisierung
des Fusionsproteins im Golgi. Auch in den 35S:ROCKI-GFP Pflanzen konnte
entsprechend der Erwartung ein GFP-Signal in sehr beweglichen punktférmigen
Strukturen, wie sie von Golgi-lokalisierten Proteinen bekannt sind, detektiert werden.
Dies konnte ein moglicher Hinweis darauf sein, dass es fiir die Ausbildung des
Uberexpressionsphinotyps unwichtig ist, ob die erhdhte Abundanz an ROCKI1

Proteinen im ER oder Golgi vorliegt.

3.5 Analyse des Cytokininmetabolismus nach Zugabe von tritiummarkiertem

Cytokinin in rockl und 35S:ROCKI Mutanten

rockl hat einen negativen Einfluss auf die Aktivitdt verschiedener CKX Proteine und
rockl Pflanzen hatten einen erhohten Cytokiningehalt. Im Gegensatz dazu scheint der
durch die Uberexpression von ROCKI hervorgerufene Phiinotyp nicht mit einem
Cytokininmangel in Folge einer erhohten CKX Aktivitdt in Zusammenhang zu stehen.
Die 35S:ROCKI Pflanzen hatten stattdessen sogar ebenfalls einen leicht erhdhten
Cytokiningehalt. Aus diesem Grund wurde verglichen, ob in den Mutanten
verschiedene an der Umwandlung von Cytokininen beteiligte Aktivitidten auf dieselbe
Weise verdndert oder unterschiedlich stark waren. Dies geschah iiber den Vergleich der
Umwandlungsrate von exogen zugegebenem Cytokinin in  verschiedene
Cytokininmetabolite und Abbauprodukte.

Hierzu wurden Keimlinge des Wildtyps und der Linien rock/-2 und 35S:ROCK]I mit
trittummarkiertem iP und iPR fiir zwei Stunden inkubiert und der Anteil der
verschiedenen radioaktiv markierten Cytokininmetabolite und Abbauprodukte an der
Gesamtheit der extrahierten Radioaktivitit gemessen. Um eine bessere Auftrennung zu
erreichen, wurden die Proben zuvor dephosphoryliert. Bei Gabe von iP war bereits nach
zwel Stunden 56 % bzw. 58 % der aus dem Wildtyp und den 35S:ROCKI Pflanzen
extrahierten Radioaktivitit in die Abbauprodukte Adenin und Adenosin iiberfiihrt
worden (Abb. 22A). Auch in den rockl-2 Pflanzen war mit 40 % bereits ein groBer
Anteil des iP abgebaut worden, jedoch ist dies deutlich weniger als in den anderen
Genotypen. Beim Wildtyp waren 26 % der extrahierten Radioaktivitdit N7- und
N9-Glukoside von iP. Bei rockl-2 war dieser Anteil mit 36 % signifikant mehr und in
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den 355:ROCK]1 Pflanzen mit 18 % signifikant weniger. Beim Wildtyp machten iP, iPR
und die iPRP lediglich 6 % der Radioaktivitit aus, wihrend dies in rockl-2 und
35S8:ROCKI mit 11 % bzw. 12 % doppelt so viel war (Abb. 22A). Es ldsst sich also
zusammenfassend sagen, dass in rockl-2 weniger Abbau vorhanden war, dafiir aber
eine erhohte N-Glukosylierung, die jedoch am Ende den verringerten Abbau nicht
vollstindig kompensieren konnte. In den 355:ROCK1 Pflanzen hingegen war der Abbau
unverdndert, jedoch die N-Glukosylierung verringert, was in der Summe zu ebenfalls
mehr freier Cytokininbase, -ribosid oder -nukleotid fiihrte.

Der Vergleich der Umwandlung von iPR zwischen den Mutanten fiihrte zu einem
teilweise anderen Ergebnis. Abbau und N-Glukosylierung waren geringer als bei iP. Der
Anteil der Abbauprodukte an der extrahierten Radioaktivitidt unterschied sich nicht
zwischen den drei Genotypen und machte ca. 40 % aus (Abb. 22B). Bei den
N-Glukosiden war derselbe Trend zwischen den Genotypen wie bei iP zu beobachten.
In rockl-2 wurde ein signifikant héherer Anteil in N-Glukoside umgewandelt als im
Wildtyp und in 355:ROCK] ein signifikant niedrigerer. Dies fiihrte jedoch bei iP, iPR
und die iPRP zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den Genotypen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass in den rockl/-2 und 35S:ROCKI Pflanzen

unterschiedliche Mechanismen zu der Erhohung des Cytokiningehalts fiihren.
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Abbildung 22. Vergleich des Metabolismus von iP und iPR bei Verlust und Uberexpression
von ROCK].

Keimlinge wurden fiir 2 Stunden mit tritiummarkiertem iP (A) bzw. iPR (B) inkubiert und im
Anschluss die Cytokinine extrahiert, fiir bessere Auftrennung dephosphoryliert, mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie aufgetrennt und die Radioaktivitdt in den einzelnen
Fraktionen gemessen. Durch Vergleich der Retentionszeit mit Cytokininstandards wurde die
Radioaktivitit den Metaboliten zugeordnet. Angegeben sind Mittelwerte und
Standardabweichungen basierend auf drei technischen Replikaten. Die Sterne markieren
signifikante Unterschiede zum Wildtyp (t-Test, p < 0,05).
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3.6 ROCK1 transportiert im heterologen Hefesystem UDP-GIcNAc und
UDP-GalNAc

Da ROCKI1 eine hohe Sequenzdhnlichkeit mit Nukleotidzuckern besitzt, wurde die
Fahigkeit von ROCKI1 getestet, verschiedene Nukleotidzucker im heterologen System
Hefe zu transportieren. Hierfiir wurde eine transkriptionelle Fusion aus der 5° gelegenen
Sequenz fiir das FLAG-Peptid und der ROCKI cDNA kloniert und in einem
Hefeexpressionsvektor unter die Kontrolle eines kupferinduzierbaren Promotors gestellt
(Ashikov et al., 2005). Das Fusionskonstrukt wurde in Hefe exprimiert, die
mikrosomale Fraktion bestehend aus ER- und Golgi-Vesikeln isoliert und die Messung
der Aufnahme von trittummarkierten Nukleotidzuckern in diese Vesikel durchgefiihrt.
Beim Test von acht kommerziell erhéltlichen und chemisch stabilen Nukleotidzuckern
zeigte sich, dass sowohl die Aufnahme von UDP-GIcNAc als auch von UDP-GalNAc in
die Hefemikrosomen bei Expression von ROCKI um das Dreifache bzw. mehr als
Siebenfache zunimmt (Abb. 23). Eine Zunahme von 26 % besteht auch bei UDP-Glc,
doch ist diese verglichen mit den anderen Substraten sehr gering. Die beiden GDP-
Zucker GDP-Fukose und GDP-Mannose zeigen bei Uberexpression von ROCKI eine
um 47 % bzw. 30 % verringerte Aufnahme. Zusammen deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass es sich bei UDP-GalNAc und UDP-GIcNAc um die nativen Substrate von
ROCKI1 in der Pflanze handelt.
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Abbildung 23. Die Expression von ROCK]I fiihrt zu einer erhdhten Aufnahme von UDP-
GalNAc und UDP-GIcNAc in Hefemikrosomen.

Aufnahme von verschiedenen trittummarkierten Nukleotidzucker in mikrosomale Vesikel von
Hefe nach Induktion der Expression von FLAG bzw. FLAG-ROCKI. Angegeben sind
Mittelwert und Standardfehler. n > 3. Die Sterne markieren signifikante Unterschiede (t-Test, p
<0,05).
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3.7 Die rockl Mutation fiihrt zu Verinderungen im Nukleotidzuckergehalt

Da ROCKI1 die beiden Nukleotidzucker UDP-GlcNAc und UDP-GalNAc transportieren
kann, wurde der Gehalt der Nukleotidzucker in Geweben von rockl und 35S:ROCKI
Pflanzen bestimmt. Dies kdnnte Hinweise darauf liefern, ob ROCK1 in planta dieselben
Substrate transportiert. Bei dieser Messung kann nicht zwischen der cytosolischen und
der lumenalen Fraktion der Nukleotidzucker unterschieden werden. Einige Autoren
gehen jedoch davon aus, dass der lumenale Anteil der Nukleotidzucker am
Gesamtgehalt eher gering ist, da der Zuckeranteil des Nukleotidzuckers direkt nach dem
Transport in das Lumen auf die Zielstruktur iibertragen werden wiirde (Toma et al.,
1996). Somit reflektieren die gemessenen Werte hochstwahrscheinlich die cytosolische
Nukleotidzuckerkonzentration.

Die Messung der Nukleotidzucker, fiir die chemisch stabile Standards kommerziell
erhdltlich waren, basierte auf einer Ionenpaarchromatographie (ion pair
chromatography, 1PC)-gekoppelter Massenspektrometrie (MS)-Analyse. Neben dem
gesamten Keimling wurden die Nukleotidzuckergehalte im Spross des Keimlings sowie
den Bliitenstinden gemessen.

Viele der Nukleotidzucker waren im Sprossgewebe von rockl Pflanzen leicht erhoht.
Der nicht unterscheidbare Gehalt an UDP-GalNAc und UDP-GIcNAc war in den
verschiedenen Geweben zwischen 30 % und 97 % hoher als im Wildtyp (Abb. 24A).
Die grofiten Verdanderungen traten jedoch mit Zunahmen um 49 % bis 116 % bei GDP-
Fuc und um 20 % bis 104 % bei UDP-GalA auf. Es zeigte sich deutlich, dass rockl
Auswirkungen auf die Zusammensetzung des Nukleotidzuckergehalts der Zelle hat.

Die Messung des Gehalts der einzelnen Nukleotidzucker in den gleichen Geweben in
35S8:ROCK] Pflanzen zeigte ebenfalls Verdnderungen im Vergleich zum Wildtyp (Abb.
24B). Wihrend viele der Nukleotidzucker im Spross leicht erh6ht waren, waren sie in
den Infloreszenzen leicht verringert. Die stirksten Unterschiede kamen in diesen
Mutanten in Form einer Erhohung bei ADP-Glc bei vier von fiinf Messungen vor (bis
zu + 91 %). Der relative Gehalt an UDP-GIcNAc und UDP-GalNac war hingegen kaum
verdndert.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Verdnderungen bei ROCK! zu unterschiedlich
starken Verdnderungen im endogenen Gehalt verschiedener Nukleotidzucker fiihren.
Dies konnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass es sich bei dem von ROCKI1
transportiertem Substrat um ein Nukleotidzucker handeln konnte. Der Gehalt an UDP-
GlcNAc/UDP-GalNAc war neben anderen Nukleotidzuckern in Geweben von rockl
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Pflanzen erhoht, was darauf hindeutet, dass der ROCKI1 vermittelte Transport dieser

Metaboliten eingeschréinkt sein kdnnte.
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Abbildung 24. Vergleich der Auswirkungen von rockl bzw. der Uberexpression von ROCK]
auf den endogenen Nukleotidzuckergehalt.

(A) Vergleich der rockl Mutanten mit dem Wildtyp.

(B) Vergleich der ROCK1 Uberexpressionslinien mit dem Wildtyp.

In Experiment 1 wurden ganze Keimlingen 10 TNK, in Experiment 2 Sprosse 10 TNK und in
Experiment 3 Bliitenstidnde bis einschlieBlich Bliiten im Stadium 18 analysiert. Es ist jeweils der
Mittelwert des Gehalts relativ zum Wildtyp angegeben. Der Mittelwert basiert in Experiment 1
auf vier technischen Wiederholungen der Extraktion, Auftrennung und Messung einer
biologischen Probe und in den Experimenten 2 und 3 auf zwei technischen Wiederholungen der
Extraktion, Auftrennung und Messung einer biologischen Probe. Die vollstandigen Namen der
Nukleotidzucker konnen dem Abkiirzungsverzeichnis am Beginn der Arbeit entnommen
werden.
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3.8 Untersuchung der Auswirkung von rockl auf die Protein N-Glykosylierung im

Allgemeinen und die von CKX1 im Besonderen

Die eigenen experimentellen Daten zeigen zum einen eine Abhédngigkeit der CKX
Aktivitdt von einem intakten ROCK! Gen (Kapitel 3.3.6.1) und zum anderen eine
Aktivitdt fiir ROCKI1 als Nukleotidzuckertransporter (Kapitel 3.7). Diese deuten
zusammen mit publizierten Hinweisen auf eine Bedeutung der Proteinglykosylierung
fiir die CKX Aktivitit (Motyka et al., 1996; Franc et al., 2012) auf eine mogliche
Funktion von ROCKI bei der Glykosylierung von CKX hin. Aus diesem Grund sollte
zundchst untersucht werden, ob es sich bei CKX1 tatsdchlich um ein Glykoprotein
handelt, und ob die rockl Mutation direkte Auswirkungen auf die N-Glykosylierung
oder auf die Proteinabundanz von CKX1 hat. Fiir die Synthese der mannosereichen
Glykane werden keine Nukleotidzucker im ER-Lumen benétigt und fiir das bei der
Reglukosylierung im Rahmen der Faltungskontrolle benétigte UDP-Glc sind
Transporter bekannt. Da jedoch fiir die Modifizierung zu hybriden und komplexen
Glykanen Nukleotidzucker benétigt werden, wurde mit genetischen Mitteln analysiert,
in wie fern das Vorhandensein hybrider oder komplexer N-Glykane eine

Vorraussetzung fiir die Aktivitdt von CKX1 ist.

3.8.1 rockl verindert nicht die Abundanz und N-Glykosylierung von CKX1

Um den Glykosylierungsstatus und die Proteinabundanz von CKXI1 analysieren zu
konnen, wurde zunichst eine neue transgene Pflanzenlinie, in der ein Fusionskonstrukt
aus CKXI und einem immunologisch nachweisbaren myc-Epitop exprimiert wird,
etabliert. In der T1 Generation konnte eine 35S:myc-CKXI Pflanze isoliert werden, die
eine leicht verzogerte Entwicklung und ein geringfiigig verringertes Rosettenwachstum
verglichen mit dem Wildtyp zeigte (nicht gezeigt). Es wurde rockl-1 eingekreuzt,
stabile Linien etabliert und das Sprossfrischgewicht verglichen. Dieses war in der Linie
358:myc-CKX1 um 24 % geringer und unterschied sich damit signifikant vom Wildtyp
(Abb. 25A). Durch rockl-1 wurde dieser signifikante Unterschied zum Wildtyp
supprimiert. Dies deutet darauf hin, dass die beobachteten phénotypischen
Verdanderungen in den 35S:myc-CKXI1 Pflanzen durch eine erhohte CKX1 Aktivitdt
bewirkt werden, die durch rockl-1 supprimiert wird.

Um Hinweise auf die Ursache der Reduzierung der CKX1 Aktivitdt durch rockl-1 zu

erhalten, wurde das myc-CKX1 Fusionsprotein in Keimlingen beider Linien mittels
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Immunoblot nachgewiesen und die Abundanz verglichen. In beiden Linien war ein
gleich starkes Signal bei etwas unter 100 kDa detektierbar (Abb. 25B), was deutlich
groBer als die erwartete GroBe von ca. 67 kDa (64,9 kDa CKX1 + 2 kDa myc-Peptid
und Linker) war. Dies deutet darauf hin, dass rockl-1 keinen Einfluss auf die Abundanz
von CKX1 hat.

Um zu untersuchen, ob es sich bei CKX1 um ein N-glykosyliertes Protein handelt und
ob rockl-1 einen Einfluss auf die Form der N-Glykosylierung hat, wurde der
Gesamtproteinextrakt aus 35S:myc-CKXI und 35S:myc-CKXI rockl-1 Keimlingen mit
den Enzymen Endoglycosidase H (Endo H) bzw. Peptid-N-Glycosidase F (PNGase F)
verdaut und die GroBle von myc-CKX1 mittels Immunoblot analysiert. Endo H
schneidet spezifisch zwischen den ersten beiden GIcNAc Molekiillen von
mannosereichen und einigen hybriden Glykanen und PNGase F schneidet zwischen der
Asparaginseitenkette des Proteins und dem ersten GIcNAc von mannosereichen,
hybriden und komplexen Glykanen (Maley et al, 1989). PNGase F kann nicht
schneiden, wenn das erste GIcNAc des Glykans tiber eine al-3 Verbindung mit Fucose
verknliipft ist. Es zeigte sich, dass in beiden Linien beide Endoglykosidasen zu einer
identischen Verringerung der detektierten ProteingroBe von myc-CKX1 um ca. 6 kDa
fiihrten (Abb. 25C). Somit lédsst sich schlussfolgern, dass es sich bei CKX1 um ein
N-glykosyliertes Protein handelte. Da die Behandlung bei beiden Endoglykosidasen zu
einer identischen Verringerung der Proteingrof3e fithrte, musste es sich dabei entweder
um mannosereiche oder hybride Glykane handeln, nicht jedoch um komplexe Glykane.
Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass dariiber hinaus noch fukosylierte
komplexe Glykane auf CKX1 vorhanden waren, die durch die verwendeten Enzyme
nicht abgetrennt werden konnten.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass rockl-1 keinen Einfluss auf die Abundanz von
CKXI1 hatte und zu keiner Verdnderung bei der Modifikation von CKX1 mit

mannosereichen oder hybriden Glykanen fiihrte.
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Abbildung 25. Analyse der Auswirkungen von rockl-I auf Proteinabundanz und
Glykosylierung von CKX1.

(A) Etablierung einer stabilen 35S:myc-CKX1 Linie sowie Suppression des Phénotyps durch
rockl-1. Das Sprossfrischgewicht wurde 32 TNK gemessen. Angegeben sind Mittelwert und
Standardabweichung, n > 9. Der Stern markiert einen signifikanten Unterschied zum Wildtyp
(t-Test, p < 0,05).

(B) Immunoblotanalyse fiir den Vergleich der Abundanz von myc-CKX1 im Wildtyp und
rockl-1 Hintergrund. Es wurden jeweils 30 pg der extrahierten Proteine in einem 10 %igen
SDS-Gel aufgetrennt, auf PVDF-Membran geblottet und das myc-CKX1 mit einem anti-myc
Antikorper nachgewiesen. Als Belandungskontrolle ist die Farbung der groBen Untereinheit von
RuBisCo mit Ponceau S nach Blotten der Proteine auf die PVDF-Membran gezeigt.

(C) Immunoblotanalyse fiir den Vergleich der GroBe von aus 35S:myc-CKXI und
358:myc-CKX1 rockl-1 Keimlingen isoliertem myc-CKX1 nach Verdau mit EndoH bzw.
PNGase F. Nach dem Verdau wurden jeweils 30 pg der extrahierten Proteine in einem 8 %igen
SDS Gel aufgetrennt, auf PVDF-Membran geblottet und das myc-CKX1 immunologisch mit
einem anti-myc Antikorper nachgewiesen.

3.8.2 Die CKX1 Aktivitit ist nicht abhingig von hybrider oder komplexer
N-Glykosylierung

Die Ergebnisse der im vorherigen Kapitel dargestellten Experimente deuteten darauf
hin, dass CKX1 im Wildtyp und rockl Hintergrund entweder mannosereiche Glykane
oder hybride Glykane trigt. Fiir die Umformung von mannosereiche in hybride Glykane
bedarf es unter anderem der Aktivitit des Enyzms N-Acetylglucosaminyltransferase I
(GnTI), welches UDP-GIcNAc als Substrat verwendet. Da zuvor gezeigt worden war,
dass ROCKI1 auch UDP-GIcNAc transportieren kann (Kapitel 3.6), wurde die
Bedeutung von hybriden Glykanen oder eventuellen komplexen Glykanen fiir die
CKXI1 Aktivitdt genetisch untersucht.

Hierzu wurde die 35S:CKXI Linie mit der complex glycan lessi-2 (cgli-2) Mutante
gekreuzt, welche eine Mutation im Gen fiir die GnTI trdgt, die zu einem vollstindigem
Funktionsverlust des Proteins fiihrt. In cg//-2 Pflanzen konnen folglich keine hybride
und komplexe Glykane entstehen (von Schaewen et al., 1993). Die F2 Generation

wurde auf Vorhandensein des 35S:CKX/ Transgens auf Grundlage der
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Hygromycinresistenz vorselektiert. Alle 39 Pflanzen der Kreuzungspopulation besallen
den Cytokinindefizienzphénotyp. Unter Verwendung eines dCAPS Markers konnte das
Vorhandensein homozygoter cg//-2 Pflanzen in dieser Population bestétigt werden
(Daten nicht gezeigt) und es wurde eine fiir die cg//-2 Mutation sowie das 355:CKX1
Transgen doppelt homozygote Linie fiir den direkten Vergleich des Phianotyps mit der
Ausgangslinie isoliert. Sowohl die Linie 35S:CKX1 als auch die Linie 35S:CKX1 cgll-2
zeigten den identischen Cytokinindefizienzphédnotyp (Abb. 26). Dies ldsst den Schluss
zu, dass die Aktivitdt von CKX1 nicht von der Existenz von hybriden oder komplexen

Glykanen in der Pflanze abhingt. Dies deutet darauf hin, dass ROCKI keine

funktionsrelevante Rolle bei der N-Glykosylierung von CKX1 spielt.

Abbildung 26. Analyse der Abhéngigkeit der CKX1 Aktivitit von dem Vorhandensein
hybrider oder komplexer N-Glykosylierung auf Proteinen.

Es sind die Phénotypen des Wildtyps, der Linien 35S:CKXI, 35S:CKXI cgli-2 sowie cgll-2
von links nach rechts 38 TNK zu sehen.

3.9 Versuch der Komplementation von rockl durch heterologe UDP-GIcNAc

Transporter

ROCKI transportiert im heterologen System Hefe sowohl UDP-GIcNAc als auch UDP-
GalNAc. Beide Nukleotidzucker kommen in Pflanzen vor, jedoch sind bislang nur fiir
UDP-GIcNAc Prozesse bekannt, bei denen dieses als Substrat verwendet wird. Deshalb
sollte zunéchst fiir UDP-GIcNAc untersucht werden, ob im rockl/-1 Hintergrund der
Verlust der Transportaktivitit ins ER die Ursache fiir die Suppression des

Cytokinindefizienzphénotyps ist. Hierbei konnte darauf zuriickgegriffen werden, dass
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mit SLC35A3 und Yeadp aus Mensch bzw. Hefe bereits zwei NSTs mit UDP-GIcNAc
Transportaktivitit beschrieben worden waren (Ishida ef al., 1999; Roy et al., 2000).
Wihrend Yeadp im ER von Hefe lokalisiert, handelt es sich bei SLC35A3 um ein
Golgiprotein. Es wurden fiir beide Gene jeweils Fusionskonstrukte aus dem 5’
gelegenen GFP Gen und der cDNA des jeweiligen Transporters kloniert und unter die
Kontrolle des konstitutiven UBQI10 Promotors von A. thaliana gestellt. Fiir die
Lokalisation im ER wurde an die SLC3543 ¢cDNA noch das Dilysin-Retentionssignal
von ROCKI angefiigt. Als Kontrolle wurde ein UBQI10:GFP-ROCKI Konstrukt
kloniert.

Diese Konstrukte wurden zundchst transient in Tabak exprimiert. Sowohl bei
Expression von GFP-ROCK1 als auch von GFP-SLC35A43, nicht aber von GFP-Yea4p
konnte mittels konfokaler Mikroskopie zwei Tage nach der Inokulierung ein
GFP-Signal im ER detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Dieses war bei
GFP-SLC35A43 schwécher als bet GFP-ROCK . Auch vier Tage nach der Inokulierung
konnte bei der Expression von GFP-Yea4p kein Signal detektiert werden.

Alle drei Konstrukte wurden in rockl-1 35S:CKXI Arabidopsispflanzen transformiert.
Sechs von neun auf Erde selektierten T1 Pflanzen der Transformation mit UBQ10:GFP-
ROCKI zeigten eine vollstindige Komplementation zum 35S:CKXI/ Phénotyp
(Abb. 27A). Dies zeigte die Eignung des verwendeten Promotors und der N-terminalen
Fusion mit GFP fiir die Komplementation. Im Gegensatz dazu zeigte keine von jeweils
50 bzw. 20 untersuchten T1 Pflanzen der Linien UBQI0:GFP-SLC3543 und
UBQI10:GFP-Yea4p Ansitze einer phinotypischen Komplementation (Daten nicht
gezeigt). Auch die Untersuchung der T2 Generation ausgesuchter Pflanzen fiihrte zu
keinem Hinweis auf eine phdnotypische Komplementation. Wihrend sich das GFP-
ROCKI1 Fusionsprotein in den komplementierten Pflanzen sowohl mittels konfokaler
Mikroskopie (Abb. 27C) als auch durch Immunoblot Analyse (Daten nicht gezeigt)
nachweisen lie3, war dies fiir GFP-SLC35A3 und GFP-Yea4p in keiner der getesteten
Linien mdglich.

Auf Grundlage des vorherigen Ergebnisses konnte nicht unterschieden werden, ob die
Komplementation ausgeblieben war, weil in rockl Pflanzen eine andere
Transportaktivitit als die fiir UDP-GIcNAc fehlt oder aber weil die heterologen
Transporter nicht ausreichend vorhanden waren. Um die Proteinexpression zu
verbessern, wurde die Codonzusammensetzung der Sequenz von SLC3543 fir die

Translation in Arabidopsis optimiert (Streatfield, 2007). Die codonoptimierte cDNA
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Sequenz SLC35430pt wurde mitsamt dem kodierenden Bereich fiir das Dilysinmotiv
von ROCK] synthetisiert und das Konstrukt UBQ10:GFP-SCL35A430pt kloniert. Nach
transienter Expression von UBQ10:GFP-SLC35A430pt in Tabakblittern konnte ein GFP-
Signal im ER detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Das Konstrukt wurde in rockl-1
358:CKX1 Arabidopsispflanzen transformiert und die selektierten T1 Pflanzen auf
Vorhandensein der phinotypischen Komplementation hin untersucht. Keine von 90
untersuchten T1 Pflanzen zeigte den 35S:CKXI Phanotyp. Einige Pflanzen wiesen eine
leicht verzogerte Entwicklung und ein geringfiigig verringertes Wachstum der
Rosettenblitter auf (beispielhafte Linien 2 bis 4, Abb. 27B). Eine Pflanze zeigte ein
deutlich verringertes Rosettenwachstums (Linie 1, Abb. 27B), wédhrend der weiteren
Entwicklung unterschied sich jedoch der Phénotyp der Pflanze deutlich vom 35S5:CKX1
Phénotyp.

Um herauszufinden, ob das GFP-SCL35A30pt Protein in den Pflanzen nachweisbar war
und ob die beobachteten phénotypischen Verdnderungen bei den T1 Pflanzen mit der
Proteinabundanz korrelierten, wurden die Rosettenblitter mit dem konfokalen
Mikroskop auf Vorhandensein des GFP-Signals hin untersucht. Die meisten der
untersuchten Pflanzen zeigten ein deutliches GFP-Signal (Abb. 27C). Die Stirke des
GFP-Signals korrelierte nicht mit der Stirke der phdnotypischen Verdnderungen. So
zeigten die Linien 2 und 4, welche ein verringertes Rosettenwachstum besal3en, nur ein
sehr schwaches GFP-Signal. Die Linie 41 hingegen, die von der Ausgangslinie
phénotypisch nicht zu unterscheiden war, hatte ein deutlich stirkeres GFP-Signal. Die
Linie 1, welches die stirksten phénotypischen Abweichungen zeigte, hatte ein deutlich
schwicheres Signal als Linie 3, welche viel geringere phénotypische Verdnderungen
zeigte. Das GFP-Signal war bei einigen Linien deutlich stérker als bei einer durch das
Konstrukt UBQ10:GFP-ROCK]I vollstindig phédnotypisch komplementierten Pflanze
(Abb. 27C). Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass der menschliche UDP-GIcNAc
Transporter SLC35A3 nach der Codonoptimierung im ER von stabil transformierten
rockl-1 35S:CKXI Pflanzen detektiert werden konnte. Das Vorhandensein fiihrte
jedoch zu keiner Komplementation der rockl-1 Mutation. Dies deutet darauf hin, dass
das mogliche Fehlen einer UDP-GIcNAc Transportaktivitidt ins ER nicht die primére
Ursache fiir den rockl Phénotyp ist.
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Abbildung 27. Versuch der Komplementation der rock/-1 Mutation durch den menschlichen
UDP-GIcNAc Transporter SLC35A3.

(A) Das Konstrukt UBQ10:GFP-ROCK]I komplementiert die rockl-1 Mutation im 35S:CKX1
Hintergrund.

(B) Reprisentative Auswahl von Phinotypen von auf Erde selektierten T1 Pflanzen der
Transformation von UBQ10:GFP-SLC35A430pt in rockl-1 355:CKX1.

(C) Vergleich der GFP-Signalstirke in Blittern der in (A) und (B) gezeigten Pflanzen. Die
Aufnahmen erfolgten mittels konfokaler Mikroskopie bei gleicher Anregungs- und
Aufnahmestirke und identischer Vergrofierung.




ERGEBNISSE 111

3.10 Isolierung von Suppressormutationen der durch rockI-1 bewirkten Reversion

des CKX1 Uberexpressionsphénotyps

3.10.1 Screen und genetische Charakterisierung von Suppressormutanten von

rockl-1

Die Analyse der rockl Mutanten zeigte einen Einfluss von ROCK auf die Aktivitdt der
CKX-Enzyme ohne Hinweise auf den molekularen Mechanismus zu liefern. Aus
diesem Grund wurde ein genetischer Screen durchgefiihrt, um Gene zu isolieren, die in
einem Wirkungsgefiige mit ROCK]! stehen. Ziel war es, Mutanten zu isolieren, bei
denen die Suppressoraktivitit von rockl-1 verloren gegangen ist und die in Folge
dessen den 35S:CKXI Cytokinindefizienzphédnotyp zeigen. Hierfiir wurden ca. 25000
Samen der Linie rockl-1 35S:CKXI mit EMS mutagenisiert, in der M1 Generation
ca. 5000 Pflanzen auf Erde angezogen und die Phénotypen auf dominante Mutationen
hin untersucht, ohne dass geeignete Kandidaten gefunden worden sind. Fiir die
Bestimmung der Mutagenesefrequenz wurde das Auftreten embryoletaler Mutationen in
den Schoten der M1 Pflanzen gezéhlt (Weigel und Glazebrook, 2006). In lediglich 9
von 50 Schoten von jeweils verschiedenen Pflanzen war keine rezessive embryoletale
Mutation aufgetreten. Statistisch ergibt sich so eine Frequenz von 1,7 embryoletalen
Mutationen je mutagenisiertem diploiden Genom. Dies entspricht einer ausreichenden
Mutagenesefrequenz fiir einen genetischen Screen (Weigel und Glazebrook, 2006).

Die Samen von 1500 M1 Pflanzen wurden gesammelt. Bei ca. 1000 Linien wurden in
der M2 Generation jeweils mindestens 20 Pflanzen auf das Vorkommen des
Cytokinindefizienzsyndroms hin untersucht. In Kandidatenlinien wurde der verénderte
Phéinotyp sowohl in der M2 Generation erneut getestet und auch bei den isolierten
Mutantenpflanzen in der M3 Generation bestdtigt. Um auszuschlieen, dass bei den
Mutanten nicht in Folge von Fremdpollinierung oder Samenkontaminierung das
ROCK]I Wildtypallel vorhanden war, wurden potentielle Kandidaten mittels des dCAPS
Markers auf rockl-1 Homozygotie getestet. Es konnten sechs unabhéngige Linien
isoliert werden, in denen die Auswirkungen von rockl-1 auf die Auspriagung des
358:CKXI Transgens vollstdndig oder in den meisten Teilaspekten revertiert waren und
die im Folgenden als rock is over (rio) Mutanten bezeichnet werden. Alle sechs Linien
zeigten den kleinen Rosettendurchmesser mit der typischen abgerundeten Blattform der
358:CKXI1 Linie (Abb. 28A und B). Die Linien 261 und 1067 zeigten beziiglich

Rosettenentwicklung, Blattform, Bliihzeitpunkt und GrdéBe der Infloreszenz einen von
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der 35S:CKXI Linie fast nicht zu unterscheidenden Phinotyp. Die phénotpischen
Verdnderungen der Linie 1045 beinhalteten dieselben Aspekte, wie sie von 35S:CKX/
Pflanzen bekannt sind, diese waren jedoch zum Teil stirker ausgebildet, so dass die
Pflanzen eine deutlich kleinere Rosette und noch weniger Bliiten hatten (Abb. 28B). Die
Linien 142, 1134 und 1213 zeigten ebenfalls die fiir 35S:CKXI/ Pflanzen typische
Rosettenentwicklung bis zur Blithinduktion. Die Linien 142 und 1134 bildeten jedoch
stabilere Stingel und mehr Bliiten aus und zeigten zusétzlich in der spéteren
Entwicklung eine starke Anthocyanbildung in den Rosettenblittern. Die Linie 1213
hatte ebenfalls eine etwas groBBere Infloreszenz.

Fir eine rezessive Mutation wird erwartet, dass eine aus acht M2 Pflanzen den
revertierten Mutantenphénotyp zeigt. Eine dominante Mutation wiirde in der M2 in drei
von acht Pflanzen das Auftreten der phéanotypischen Reversion bewirken. Die
Haufigkeit des Auftretens des revertierten 35S:CKX1 Phanotyps war bei drei isolierten
Linien deutlich geringer als es fiir eine rezessive Mutation mit 1:7 erwartet werden
wiirde (Tab. 17). Die Ursache hierfiir war moglicherweise die hohe Sterblichkeit der
revertierten  Pflanzen  bei suboptimalen =~ Wachstumsbedingungen. Das

Segregationsverhiltnis weist auf die rezessive Natur aller isolierten Mutationen hin.

Tabelle 17. Héaufigkeit des Auftretens des revertierten 35S:CKXI Phinotyps in der M2
Generation der im EMS Screen isolierten Suppressorlinien von rockl-1 355:CKX1.

Linie  Anzahl Pflanzen mit 35S:CKX/ Phénotyp / Segregationsverhéltnis
Gesamtzahl untersuchte Pflanzen

142 2/33 1:15,5
261 2/45 1:21,5
1045 4/38 1:8,5
1067 4/36 1:8

1134 2/28 1:13
1213 5/36 1:6,2

Fiir die Linien 261, 1045 und 1067, welche eindeutig den 35S:CKX1 Phénotyp zeigten,
erfolgte eine genaue Bestimmung der Natur der Mutation. Hierfiir wurde jeweils eine
M3 Pflanze mit revertiertem Phadnotyp mit der Ausgangslinie rockl-1 35S:CKXI
riickgekreuzt und der Phénotyp der F1 Generation bestimmt. In allen drei Linien zeigten
die F1 Pflanzen den rockl-1 35S:CKXI Phénotyp (nicht gezeigt), was bestdtigte, dass es

sich jeweils um rezessive Mutationen handelte.
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Abbildung 28. Ubersicht iiber die im EMS-Mutagense Screen identifizierten Suppressoren von
rockl-1 358:CKX1I.

(A) Vergleich des Phinotyps von auf Erde gewachsenen Suppressorlinien in der M4 Generation
mit der Ausgangslinie rockl-1 35S5:CKXI, dem gesuchten Phénotyp der 35S:CKXI Linie und
dem Wildtyp 32 TNK.

(B) Vergleich der iiber den bekannten Cytokinindefizienzphinotyp hinausgehenden Linie 1045
mit der Ausgangslinie rockl-1 355:CKXI und dem Cytokinindefizienzphinotyp von 35S:CKX1
28 TNK.

(C) und (D) Vergleich des Phinotyps der F1 Pflanzen aus der Kreuzung Linien 1067 und 261
bzw. 1067 und 1045 jeweils mit dem des Wildtyps und dem der 35S:CKXI Linie.
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Fiir die weitere Charakterisierung der Suppressorlinien 261, 1045 und 1067 wurde ein
Komplementationstest durchgefiihrt, um herauszufinden, ob die wursédchlichen
Mutationen dasselbe Gen betreffen. Alle sechs analysierten F1 Pflanzen der Kreuzung
der Linie 261 mit der Linie 1067 zeigten den Cytokinindefizienzphinotyp (Abb. 28C),
so dass geschlussfolgert werden kann, dass es sich hierbei um allelische Mutationen
handelt. Das Einkreuzen der Linie 1045 in die Linie 1067 fiihrte ebenfalls zu Pflanzen
mit Cytokinindefizienzphédnotyp. Interessanterweise entsprach dies jedoch nicht dem
Phénotyp der 35S:CKXI Linie bzw. der Linie 1067, sondern dem stirkeren Phanotyp
der Linie 1045 (Abb. 28D). Somit ist die Mutation in Linie 1045 dominant iiber die
Mutation in Linie 1067. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die urséchliche
Suppressormutation in allen drei Linien dasselbe Gen betrifft. Da diese drei Mutanten
derselben Komplementationsgruppe angehdren, wird Linie 261 als riol-1, Linie 1067
als riol-2 und Linie 1045 als riol-3 bezeichnet.

Um sicherzugehen, dass es sich bei den rio/ Mutanten nicht um eine weitere Mutation
in rockl-1 oder dem 35S:CKXI Transgen handelte, wurden diese beiden Loci in riol-1

und riol-2 sequenziert. Es wurden keine weiteren Mutationen festgestellt.

3.10.2 Kartierung der Suppressormutationen in riol-1 und riol-2

Fiir die Identifizierung des rio/ Gens wurde kein klassischer Kartierungsgestiitzter
Klonierungsansatz basierend auf der Kreuzung mit einem anderen Okotyp gewihlt. Der
Grund hierfiir war, dass dieser Ansatz sehr umstindlich wire, da fiir die
Kartierungspopulation zunéchst Pflanzen ausgewihlt werden miissten, die sowohl das
35S:CKXI1 Transgen als auch die rockl-1 Mutation tragen und zudem noch den rio
Phanotyp  zeigen.  Letzteres ist auf Grund der Maskierung des
Cytokinindefizienzsyndroms durch den Heterosiseffekt zusidtzlich problematisch.
Stattdessen ~wurde ein Ansatz gewdhlt, der das Vorhandensein von
Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNP) zwischen der
Suppressorlinie und der Ausgangslinie in Folge der EMS Mutagenese ausnutzte. Die
Identifizierung von neuen SNPs, Kopplungsanalyse und Isolierung potentieller
Kandidatenmutationen erfolgte durch Resequenzierung der mutierten Genome mittels
der next-generation sequencing (NGS) Technologie (Abe et al., 2012).

Um die Kartierungspopulation zu erzeugen, wurden die beiden Mutanten zundchst mit

der Ausgangslinie rockl-1 35S:CKXI zuriickgekreuzt und in der F2 Population die
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Pflanzen mit rio Phénotyp isoliert. Im Falle von rio/-1 wurden 70 und von riol-2 59
dieser Pflanzen in die F3 Generation gebracht und jeweils in einem Ansatz aus allen
Keimlingen gleichzeitig die DNA isoliert. Es wurde eine Sequenzierungsbibliothek
erstellt und die Genome unter Verwendung der Illumina HiSeq2000 Plattform
sequenziert. Um das Annotieren entlang des Arabidopsisgenoms zu vereinfachen,
wurden die kurzen Genomabschnitte der Sequenzierungsbibliothek von beiden Seiten
ansequenziert. Es wurden fiir rio/-1 103,6 Millionen und fiir rio/-2 102,9 Millionen
jeweils 90 Basen lange Sequenzen erzeugt. Das Zusammentfiigen dieser Sequenzen zum
Arabidopsisgenom ergab eine durchschnittliche Anzahl an Sequenzen je Base von
ca. 53 fur riol-1 und ca. 55 fiir riol-2. Fiir die Kopplungsanalyse von riol mit SNPs
wurden mittels der Software SHOREmap (Schneeberger et al., 2009) alle SNPs
ermittelt, die durch einen Cytosin zu Thymin oder Guanin zu Adenin Basenaustausch
entstanden waren, nur in einem von beiden Genomen vorkamen und eine
Mindestabdeckung von 20 Sequenzen hatten. Mit Hilfe dieser SNPs konnte in beiden
Genomsequenzierungen ein genomischer Bereich identifiziert werden, in dem bei jedem
SNP in mehr als 90 % der Sequenzen die mutierte Base auftrat. Entsprechend der
Erwartung an allelische Mutationen iiberlappte dieses Kartierungsinterval in beiden
Genomsequenzierungen und lag jeweils auf Chromosom 1 zwischen ca. 10 Mb und

ca. 12,5 Mb vom Beginn des Chromosoms entfernt (Abb. 29).
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Abbildung 29. Identifizierung der Kartierungsintervalle fiir die Mutationen riol-1 und riol-2
auf Chromosom 1.

Dargestellt ist die Haufigkeit des Auftretens der durch die EMS-Mutagenese erzeugten und
mittels NGS identifizierten SNPs auf Chromosom 1 in riol-1 (A) und riol-2 (B). Bei den als
Punkte dargestellten SNPs handelt es sich um C zu T oder G zu A Basenaustausche, die nur in
jeweils einer der beiden Mutanten vorkamen und die durch mindestens 20 Sequenzierungen
abgedeckt waren.
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In dem so identifizierten Kartierungsintervall befinden sich ca. 600 Genloci. Die
ursichliche Mutation musste in allen fiir die Sequenzierung verwendeten Pflanzen
homozygot vorliegen und es ist am wahrscheinlichsten, dass die Mutationen in beiden
Mutanten an unterschiedlichen Positionen innerhalb desselben Genlocus liegen.
Deshalb wurden zunidchst alle Positionen, an denen nur in einer Mutante ein
Basenaustausch vorlag, untersucht. Auf Grund von moglichen Fehlern bei der
Sequenzierung, wurden alle neuen SNPs mit einer Frequenz von mehr als 90 %
miteinbezogen. Solche traten in rio/-1 an elf und in rio/-2 an sieben Genloci auf. Vier
der Basenaustausche fiithrten in rio/-I zu einem Aminosdureaustausch in kodierten
Proteinen, jedoch keiner in riol-2. Entgegen der Erwartung an allelische Mutationen
konnte kein Locus identifiziert werden, der in beiden Mutanten einen SNP trégt.

Auch wenn die hohe durchschnittliche Anzahl an Sequenzierungsldufen je Position von
tiber 50 fiir eine generell hohe Abdeckung spricht, konnen dennoch Bereiche des
Genoms auf Grund der Sequenzzusammensetzung vollkommen unsequenziert bleiben
(Dohm et al., 2008). In riol-1 kommen zwolf und in riol-2 vier solche Bereiche
innerhalb der Sequenzierung des 10 Mb bis 12,5 Mb Intervalls von Chromsom 1 vor.
Um zu untersuchen, ob diese die gesuchten Mutationen verbergen kdnnten, wurde
untersucht, ob am selben Locus in der einen Mutante ein SNP und in der anderen
Mutante eine Sequenzierungsliicke auftraten. Dies war nicht der Fall. Es fielen bei
dieser Analyse jedoch zwei kodierende Bereiche auf, die in beiden Mutanten nicht
sequenziert worden waren. Dies betrifft zum einen den Locus At/g27780, der fiir ein
Transposables Element kodiert und zum anderen den Locus A¢/g32670, der flir ein
Protein mit unbekannter Funktion kodiert. Fiir letzteres Genmodell lag keine
Bestétigung in Form von cDNA oder EST Daten vor, so dass es sich bei beiden Loci um
unwahrscheinliche Kandidaten fiir 7io/ handelte.

In beiden Mutanten kamen viele gemeinsame SNPs vor. Die naheliegende Erkldrung
hierfiir ist die Tatsache, dass die in diesem EMS Screen verwendete Ausgangslinie
rockl-1 35S:CKXI aus einem vorherigen EMS Screen hervorgegangen war. Da jedoch
Fille bekannt sind, wo es in zwei unabhéngigen Mutanten zu einem Basenaustausch an
derselben Position kam (Cuperus et al., 2010), kann ein identischer SNP nicht als
ursidchliche Mutation ausgeschlossen werden. Die Loci, die in riol-/ und riol-2
identische zu Aminosiureaustauschen fithrende Mutationen innerhalb der kodierenden

Bereiche tragen, sind in Tabelle 18 zusammengefasst.
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Tabelle 18. Loci innerhalb des 10 Mb bis 12,5 Mb Abschnitts von Chromosom 1, die in riol-1
und riol-2 identische zu Aminosdureaustauschen fiihrende Mutationen tragen.

Locus Annotierte Genfunktion®
Atlg27240 Paired amphipathic helix (PAH2) superfamily protein
Atl1g29025 Calcium-binding EF-hand family protein
Atl1g29820 Magnesium transporter CorA-like family protein
At1g29940 Encodes a subunit of RNA polymerase 1 (aka RNA polymerase A)
Atig30820 CTP synthase family protein
Atig30870 Peroxidase superfamily protein
Atlg31770 ATP-binding cassette 14 (ABCG14)
Atlg33612 Leucine-rich repeat (LRR) family protein
Atlg34560 Protein of unknown function (DUF1184)

* die Genfunktion entspricht der Bezeichung in der TAIR Datenbank.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass mittels Identifizierung von neuen SNPs durch
NGS und Kopplungsanalyse ein ca.2,5Mb grofles Kartierungsintervall fiir riol
identifiziert werden konnte. Die Suche nach der ursdchlichen Mutation innerhalb dieses
Intervalls ergab mogliche Kandidaten, jedoch keinen starken Hinweis auf die Identitét

des riol Gens.
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4. Diskussion

4.1 ROCK1 ist ein positiver Regulator der CKX Aktivitat

4.1.1 Die Suppression des 35S:CKX1 Phéanotyps durch rockl-1 wirkt tber die
Reduzierung der CKX1 Aktivitat

Die Mutation rockl-1 wurde isoliert in einem EMS-Mutagenese Screen nach
Suppressormutanten des durch CKX1 Uberexpression bewirkten
Cytokinindefizienzph&notyps. Im Spross wurde das Cytokinindefizienzsyndrom fast
vollstandig revertiert, in der Wurzel zum Teil (Niemann, 2008). Es stellte sich die Frage
nach der Rolle des mutmaRlichen Nukleotidzuckertransporters ROCK1 bei der
Modifikation des Cytokininstatus in Pflanzen. Die Messung des Cytokiningehalts in
ganzen Keimlingen hatte ergeben, dass der Verlust von ROCK1 in 35S:CKX1 Pflanzen
nur zu einer geringen Steigerung fiihrte (Kapitel 3.3.5.2; Niemann, 2008). Kann so eine
geringe Steigerung bereits zu einer Reversion des Cytokinindefizienzphénotyps fihren?
Da die Suppression durch rock1-1 im Spross deutlich starker war als in der Wurzel,
wurde untersucht, wie stark sich der Cytokiningehalt im Spross durch rockl-1
verandert. Zum einen ergab dies, dass die Uberexpression von CKX1 zu einer deutlich
starkeren Verringerung des Cytokiningehalts im Spross als in der Wurzel flhrte
(Kapitel 3.3.5.2). Vor allem zeigte diese Untersuchung jedoch, dass der Cytokiningehalt
im Spross von 35S:CKX1 Keimlingen durch rockl-1 von 5 % auf 19 % des
Wildtypgehalts fast verfinffacht wurde. Die Uberexpression von CKX3 unter der
Kontrolle eines wurzelspezifischen Promotors PYK10 fihrt zur Ausbildung des
Cytokinindefizienzsphanotyps in der Wurzel ohne jedoch signifikante Veranderungen
im Spross hervorzurufen (Werner et al., 2010). Gleichzeitig haben diese Pflanzen
jedoch im Spross einen im Vergleich zum Wildtyp um 70 % verringerten
Cytokiningehalt. Im Spross von 35S:CKX3 Pflanzen, der die typischen Merkmale des
Cytokinindefizienzsyndroms tragt, war der Gehalt um 88 % verringert (Werner et al.,
2010). Dies deutet auf die Existenz eines niedrigen Grenzwertes an Cytokinin, das fur
eine unverdanderte Entwicklung des Sprosses bendtigt wird, hin. Dadurch kénnte die
Suppression des Cytokinindefizienzsyndroms im Spross der 35S:CXK1 Pflanzen durch
rockl trotz im Vergleich mit dem Wildtyp weiterhin verringertem Cytokiningehalt

erklart ~ werden.  Somit geht das  Ausmall der  Suppression  des
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Cytokinindefizienzphénotyps in Spross und Wurzel mit dem Ausmal} der Steigerung
des Cytokiningehalts durch rock1-1 in dem jeweiligen Gewebe einher.

Auch die Ergebnisse der weiteren Untersuchungen beziglich des Cytokininstatus in
Spross und Wurzel der rockl Mutanten unterstiitzen die Einschatzung, dass die Rolle
von ROCK1 bei der Modifikation des Cytokininstatus im Spross grofer ist als in der
Wurzel. Der Vergleich der Cytokininsensitivitdt der Wurzelentwicklung ergab keine
Unterschiede zwischen rockl Mutanten und Wildtyp (Kapitel 3.3.5.1). Im Spross
hingegen wurde eine wenn auch nur geringe Erhohung der Transkriptabundanz der
Cytokininantwortgene gemessen (Kapitel 3.3.5.1). In der Wurzel fiel diese Erhéhung
geringer aus.

Mehrere Hinweise deuten darauf hin, dass die Erhéhung des Cytokininstatus durch
einen verringerten Abbau von Cytokininen durch CKX Enzyme zu Stande kommt.
Zunachst zeigte sich bei der direkten Messung der CKX Aktivitat, dass diese in
35S:CKX1 Pflanzen durch rockl verringert worden war (Niemann, 2008 und Kapitel
3.3.6.1). Zweitens zeigte die Analyse der Umwandlung exogen applizierten iPs, dass
auch in rock1-2 Keimlingen ohne 35S:CKX1 Transgen eine verringerte CKX Aktivitat
verglichen mit dem Wildtyp vorliegt (Kapitel 3.5). Drittens ist das Ausmafl der
Reversion der Cytokinindefizienz durch rockl, wenn diese auf andere Weise bewirkt
ist, nur sehr gering. Die Kreuzung mit Cytokininrezeptormutanten zeigte, dass rockl die
Cytokinindefizienz in Folge der verringerten Cytokininsignalweiterleitung kaum
supprimiert (Kapitel 3.3.6.2). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass rockl einen
Einfluss auf die Cytokininrezeptoren hat, jedoch ware dieser dann sehr viel schwécher
als der Einfluss auf CKX Enzyme. Dass rockl zu gar keinen Veranderungen beim
Sprossphanotyp der Rezeptortriplemutanten fuhrte, ist ein weiterer Hinweis darauf, dass
die Ursache fir die supprimierende Wirkung von rockl auf das
Cytokinindefizienzsyndrom beim Cytokiningehalt angesiedelt ist. ROCK1 kdnnte ein
Cytokinintransporter sein und die Suppression des Cytokinindefizienzphanotyps durch
eine Verdanderung bei der subzelluldren Verteilung von Cytokininen innerhalb der Zelle
bewirkt werden. Entsprechend wirden auch andere Mutationen, die zu einem
reduzierten Cytokiningehalt fihren, supprimiert werden. Dass rockl Mutationen, die zu
einer verringerten Biosynthese fuhren, nicht supprimiert (Kapitel 3.3.6.3), deutet darauf
hin, dass rockl keinen Einfluss auf einen allgemein reduzierten Cytokiningehalt hat.
Folglich ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei ROCK1 um einen
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Cytokinintransporter handelt. Stattdessen scheint rockl zum groRten Teil direkt durch
die Reduktion der CKX Aktivitat zu wirken.

4.1.2 ROCK1 beeinflusst die Aktivitat unterschiedlicher CKX Isoformen

Die Verringerung der CKX Aktivitdt durch rockl ist nicht spezifisch fur CKX1,
sondern beeinflusst mindestens auch die Aktivitdt von CKX2 und CKX3 (Kapitel
3.3.6.1). Diese drei Isoformen haben gemein, dass sie alle Proteine des sekretorischen
Weges der Zelle sind (Werner et al., 2003). Im Gegensatz dazu wird die Aktivitat des
cytosolischen CKX7 (Kdéllmer, 2009) wahrscheinlich nicht durch rockl reduziert. Dies
spricht daflr, dass die Beeinflussung der CKX Aktivitdt im Lumen des
Endomembranraums stattfindet, auf Grund der subzelluléren Lokalisation von ROCK1
womdglich bereits im ER (Kapitel 3.2).

Ein weiterer Hinweis darauf, dass ROCK1 uber diese drei untersuchten Isoformen
hinaus Einfluss auf die Aktivitat weiterer CKX Isoformen haben kénnte, kommt von der
Analyse des rockl Phanotyps. rockl Pflanzen besalRen nach 7 Wochen ca. 40 % mehr
Bluten und Schoten als der Wildtyp (Kapitel 3.3.4). Auch ckx Mutanten zeigen unter
anderen eine gesteigerte Bildung von Bluten und Schoten, wobei die starkste Zunahme
bei ckx3 ckx5 Pflanzen mit einer Steigerung um 40 % auftrat (Bartrina et al., 2011). Die
Abhangigkeit der Aktivitdt von CKX3 von ROCK1 wurde in dieser Arbeit gezeigt, die
von CKX5 nicht untersucht. Die vergleichbaren quantitativen Auswirkungen von
rock1l-2 bzw. ckx3 ckx5 auf die Aktivitadt des generativen Sprossmeristems sprechen
jedoch dafiir, dass ROCK1 auch die Aktivitat von CKX5 beeinflusst. Entsprechend war
der Cytokiningehalt in Blitenstdnden von rockl Pflanzen erhoht (Kapitel 3.3.5.2).
Wahrend jedoch ckx3 ckx5 zu fast einer Versechsfachung des Gehaltes an tZ- und iP-
Typ Cytokininen fiihrt (Bartrina et al., 2011), ist der Gehalt dieser Cytokinine durch
rockl lediglich um maximal 45 % erhoht (Kapitel 3.3.5.2). Dies lasst entweder den
Schluss zu, dass die Zunahme um 45 % bereits fur die Ausbildung des
Infloreszenzphanotyps ausreichend ist, oder aber, dass rockl die Meristemaktivitét Gber
einen von CKX unabhangigen Weg kontrolliert. Gleichzeitig deuten die Unterschiede
im Cytokiningehalt auf die Existenz einer ROCK1-unabhé&ngigen CKX Aktivitat von
CKX3 und CKX5 hin. Daneben existieren weitere Hinweise auf die ROCKI-
unabhéngige CKX Aktivitdat. Zum einen fihrte rockl-1 in den 35S:CKX1 bzw.
35S:CKX2 Pflanzen zwar zu einer deutlichen Verringerung der CKX Aktivitat, dennoch
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war diese weiterhin noch um 60 % bzw. sogar sechszigfach erhoht gegentiber dem
Wildtyp (Kapitel 3.3.6.1). Zum anderen war der Abbau von exogen appliziertem iP in
rockl1l-2 Keimlingen im Vergleich zum Wildtyp reduziert, dennoch wurden noch immer
fast 40 % des applizierten iP innerhalb von zwei Stunden abgebaut (Kapitel 3.5). Es ist
nicht vollig auszuschlieRen, jedoch sehr unwahrscheinlich, dass die CKX Aktivitat in

den rock1-2 Keimlingen nur von CKX7 stammte.

4.2 ROCK1 transportiert das Substrat fur eine bislang in Pflanzen nicht

beschriebene Proteinmodifikation

Die Messung des Transports von Nukleotidzuckern durch ROCK1 im heterologen
System Hefe hat ergeben, dass ROCKZ1 eine starke Transportaktivitat fur UDP-GICNAC
und UDP-GalNAc besitzt, wobei der relative Transport verglichen mit dem Hintergrund
fir UDP-GalNAc deutlich hoher war (Kapitel 3.6). Daneben wurde noch eine schwache
Transportaktivitdt fur UDP-Glc detektiert. Der Golgi UDP-GICcNAc Transporter
SLC35A3 des Menschen (Ishida et al., 1999) zeigt die grélten Sequenzéhnlichkeit mit
ROCK1, wenn man den Sequenzvergleich auf Proteine mit beschriebener Funktion
begrenzt. Der Ausfall des homologen Gens in Rindern verursacht eine Fehlentwicklung
der Wirbel (Thomsen et al., 2006), moglicherweise wegen verdnderter O- und
N-Glykosylierung von Proteinen. Obwohl die Vorhersage des von einem NST
transportierten Substrats auf Basis von Sequenzahnlichkeiten als nur sehr begrenzt
mdoglich gilt (Freeze und Elbein, 2009), scheinen in diesem Fall die Transporter mit der
ahnlichsten Sequenz auch eine dhnliche Substratspezifitat zu besitzen.

In Pflanzen wurde bislang fir keines der beiden Substrate ein Transporter beschrieben.
Wie in der Einleitung dargelegt, besteht in Pflanzen ein bekannter lumenaler Bedarf an
UDP-GIcNAc fur die Bildung komplexer N-Glykane und einfacher N-GIcNAc-
Modifikationen auf Proteinen (Schoberer und Strasser, 2011; Kim et al., 2013) und ein
vermuteter Bedarf fir die Bildung von GIPCs (Sperling et al., 2004). Die am besten
untersuchte Verwendung von UDP-GIcNac stellt die Modifikation von N-Glykanen mit
GIcNAc dar. Die Verwendung von UDP-GalNAc in pflanzlichen Glykanen ist nicht
bekannt, obwohl das Vorkommen des Nukleotidzuckers belegt ist (Alonso et al., 2010)
und die Existenz einer Transportaktivitdt fur UDP-GalNAc in Pflanzenzellen

nachgewiesen worden ist (Castilho et al., 2012).
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Da der Verlust von ROCK1 zu einer Verringerung der CKX Aktivitat fuhrte (Kapitel
3.3.6.1), war die naheliegende Vermutung, dass das von ROCK1 transportierte UDP-
GIcNACc bzw. UDP-GalNAc fir die Modifizierung von CKX Proteinen verwendet wird.
Fur CKX Proteine wurde gezeigt, dass diese sowohl bei Expression in heterologen
Systemen (Malito et al., 2004; Kopecny et al., 2005; Franc et al., 2012) als auch in
Pflanzen (Chatfield und Armstrong, 1988; Burch und Horgan, 1989; Kaminek und
Armstrong, 1990; Motyka et al., 1996; Motyka et al., 2003) zum Teil N-glykosyliert
sind. Zudem wurde von Motyka et al. (2003) eine mdogliche regulatorische Rolle der
N-Glykosylierung bei der subzelluldren Lokalisation und Enzymaktivitdt von CKX
Proteinen in Tabak diskutiert. Dies basierte auf dem Ergebnis, dass nach Induktion mit
Cytokinin der groBte Anteil der gestiegenen CKX Aktivitdt mit sekretierten
Concanavalin A (Con A)-bindenden Formen von CKX assoziiert war (Motyka et al.,
2003). Con A bindet vor allem mannosereiche und hybride Glykane und mit sehr
geringer Affinitat auch komplexe Glykane (Brewer und Bhattacharyya, 1988). Der
Anstieg von Con A-gebundenen sekretierten CKX Proteinen ist jedoch tberraschend, da
erwartet werden wirde, dass die N-Glykane auf den sekretierten Formen von CKX bei
der Passage durch den sekretorischen Weg in komplexe N-Glykane umgebaut werden
wirden. Diese wirden dann kaum mehr von Con A gebunden werden. Zudem wurde
gezeigt, dass auch innerhalb der Zellen die CKX Aktivitat in Folge erhohter
Cytokininbiosynthese stieg, der Anteil der intrazellularen Con A-bindenden CKX
Formen jedoch unverandert blieb (Motyka et al., 2003).

Daher wurde die mogliche Rolle der N-Glykosylierung bei der Regulation der Aktivitat
von CKX1 genauer untersucht. Zunéachst wurde getestet, ob es sich auch bei CKX1 um
ein Glykoprotein handelt und ob rockl-1 die N-Glykosylierung verandert. Die Analyse
von myc-CKX1 mit Endoglycosidase H und Peptid-N-Glycosidase F zeigte die Existenz
von N-Glykosylierungen (Kapitel 3.8.1). Dies stimmt mit der bioinformatischen
Vorhersage von potentiellen N-Glykosylierungsstellen auf CKX1 Gberein (Schmilling
et al., 2003). Bei der Analyse waren jedoch zwischen Wildtyp und rock1-1 Hintergrund
keine Unterschiede bezuglich Glykosylierungsstatus und Proteinabundanz von myc-
CKX1 zu erkennen. In beiden Hintergriinden kam es bei beiden verwendeten Enzymen
zu einer identischen Verringerung der Grofle von myc-CKX1. Dies weist auf das
Vorhandensein von mannosereichen oder hybriden Glykanen hin. Eine genaue
Unterscheidung zwischen diesen war jedoch mit dieser Methode nicht mdglich, so dass

es sein kann, dass myc-CKX1 im Wildtyphintergrund, nicht aber im rockl Hintergrund,
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hybride Glykane tragt und diese eine Rolle bei der Regulation der CKX Aktivitét
spielen. Bei einem Gewicht von ca. 2 kDa flr ein typisches mannsosereiches Glykan
deutet die Verringerung um ca. 6 kDa auf drei besetzte N-Glykosylierungsstellen
anstelle der funf flir CKX1 vorhergesagten N-Glykosylierungsstellen hin. Der erste
Schritt bei der Umwandlung von mannosereiche in hybride oder komplexe N-Glykane
ist das Anfugen von GIcNAc durch das Enzym GnTI unter Verwendung von UDP-
GIcNACc (von Schaewen et al., 1993). Zwar hat in Arabidopsis der Ausfall von GnTI
(cgll) und der damit einhergehende Verlust von hybriden und komplexen N-Glykanen
unter physiologischen Bedingungen keine offensichtlichen morphologischen
Konsequenzen (von Schaewen et al., 1993). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Abwesenheit komplexer N-Glykane die Fahigkeit der Pflanze, auf Salzstress zu
reagieren, einschrénkt (Kang et al., 2008). Als mdogliche Ursache wird die fehlende
N-Glykosylierung mit hybriden oder komplexen Glykanen von Proteinen, die an der
Zellwandsynthese beteiligt sind, diskutiert. Untersuchungen in Reis haben zudem
ergeben, dass das Vorhandensein hybrider oder komplexer Glykane in dieser Pflanze
auch unter physiologischen Bedingungen nétig ist (Fanata et al., 2013). Daher wurde
untersucht, ob das vollstandige Fehlen von hybriden und komplexen N-Glykanen
Auswirkungen auf die Ausbildung des 35S:CKX1 Phénotyps hat. Es zeigte sich, dass
die cgll Mutation keine Auswirkungen auf den 35S:CKX1 Phénotyp hatte (Kapitel
3.8.2). Somit lasst sich schlussfolgern, dass es sich bei der Modifikation von CKX1, an
der ROCK1 beteiligt ist, nicht um hybride oder komplexe N-Glykane handelt.
Gleichzeitig schliefit dieses Ergebnis aus, dass andere Proteine, die eventuell an der
Regulation der CKX Aktivitat beteiligt sind, diese N-Glykane fur ihre Aktivitét
benétigen. Zudem erweitert dieses Ergebnis zuvor publizierte Ergebnisse, die zeigten,
dass ZmCKX1, eine apoplastische CKX Isoform von Mais (Galuszka et al., 2005), die
die hochste Sequenzahnlichkeit mit CKX2 aus Arabidopsis zeigt, trotz gezielter
Mislokalisation in das Cytosol weiterhin aktiv ist (Kopecny et al., 2006). Ob die
Aktivitat des cytosolischen und apoplastischen ZmCKX1 identisch war, konnte dabei
jedoch nicht direkt verglichen werden.

Dass keine GroRenunterschiede bei der Immunoblotanalyse von myc-CKX1 im Wildtyp
und rockl1-1 Hintergrund detektiert worden waren (Kapitel 3.8.1), spricht dafiir, dass die
mdogliche Modifikation nur ein geringes Molekulargewicht hat. Kirzlich wurde eine
Form von lumenaler Proteinglykosylierung in Arabidopsis beschrieben, die aus nur

einem UDP-GIcNAc besteht und damit dieser Erwartung entsprechen wirde (Kim et
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al., 2013). Eine nahere Analyse der Funktion dieser Modifikation liegt bisher nicht vor.
Bei Tieren wurden mit der lumenalen O-Fucosylierung (Wang et al., 2007) sowie
O-GalNAcylierung (Hang und Bertozzi, 2005) vieler Proteine und der
O-Glukosylierung sowie O-GIcNAcylierung von Notch (Sakaidani et al., 2011;
Takeuchi et al., 2012) bislang eine deutlich groRere Vielfalt an Formen der
O-Glykosylierung von Proteinen entdeckt als in Pflanzen. Diese haben Auswirkungen
auf die subzelluldire  Lokalisation, Proteinstabilitit, Enzymaktivitit und
Proteininteraktion (Naim und Lentze, 1992; Hang und Bertozzi, 2005; Wang et al.,
2007; Sakaidani et al., 2011; Takeuchi et al., 2012). Es ist deshalb denkbar, dass auch in
Pflanzen weitere bislang nicht beschriebene Proteinmodifikationen vorkommen, zumal
auch in Organismen mit intensiver untersuchter O-Glykosylierung als bei Pflanzen
weiterhin neue Formen der O-Glykosylierung gefunden werden, so beispielsweise bei
Drosophila und Maus das Anfligen von GIcNAc im ER Lumen auf eine extrazelluldre
Proteindoméne (Sakaidani et al., 2011; Sakaidani et al., 2012). Zudem ist die Funktion
vieler Glykosyltransferasen in Pflanzen noch nicht geklért. Die hypothetische kleine
Modifikation von CKX1 besteht vermutlich aus nur einem oder einigen wenigen
Zuckern und enthalt mindestens GIcNAc oder GalNAc. Im tierischen System haufig fur
den indirekten Nachweis von Glykosylierungen verwendete Methoden, wie Lektin-
Blotanalyse (Gravel, 2002) oder der Nachweis von Zuckerepitopen mit Antikérpern
(Liu et al., 2004), sind mit Ausnahme der bereits gut charakterisierten und hdufig
verwendeten Bindung an die Lektine Con A und wheat germ agglutinin (WGA) in
Pflanzen bislang nicht etabliert oder anfallig fir falschpositive Ergebnisse (Zeleny et
al., 2006; Reaves et al., 2011). Stattdessen sollte fir die Isolierung der Modifikation, fur
die ROCK1 das Substrat transportiert, der direkte Nachweis mittels
Massenspektrometrie erfolgen. Hierzu konnte das myc-CKX1 Fusionsprotein aus
Pflanzen aufgereinigt werden und zum einen der Peptidfingerabdruck aus Wildtyp und
rockl Hintergrund verglichen werden, um moglicherweise den Ort der Modifikation auf
dem Protein identifizieren zu kénnen (Wilson et al., 2009). Zum anderen konnte die
Zusammensetzung der jeweils auf dem Protein vorkommenden N- und O-Glykane
direkt analysiert werden (Morelle und Michalski, 2007).

Die gesuchte Modifikation konnte auf verschiedene Arten Einfluss auf die CKX
Aktivitat haben. Zum einen kann sie die effiziente Ausbildung der Struktur der CKX
Proteine beeinflussen, wobei nicht korrekt gefaltete Proteine inaktiv waren und

letztendlich im Rahmen der ER-assoziierten Proteindegradation abgebaut werden
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wirden (Huttner et al., 2012). Zwar hat die Bestimmung der Proteinabundanz von myc-
CKX1 im rockl Hintergrund keine Unterschiede zum Wildtyp gezeigt (Kapitel 3.8.1),
es konnte bei dieser Analyse jedoch mdoglicherweise nicht zwischen richtig gefalteten
aktiven und ungefalteten inaktiven Proteinen unterschieden werden.

Da keine genaueren Daten fiir die drei identifizierten Substrate von ROCK1 beziglich
der Kinetik des Transports vorhanden sind, wére es auch denkbar, dass der gemessene
niedrige Transport von UDP-Glc eine Bedeutung fur die CKX Aktivitat hat. Es ist
bekannt, dass UDP-GIc im ER eine Rolle als Substrat bei der Reglukosylierung von
Proteinen im Rahmen der Proteinfaltung spielt (Jin et al., 2007). Die unvollstandige
Faltung in Folge eines Mangels an Substrat wirde zur Ausschleusung und Degradation
des Proteins fuhren. Bislang sind zwei Transporter fur UDP-Glc, UTrl und UTr3,
identifiziert worden, deren gleichzeitiger Ausfall pollenletal ist (Reyes et al., 2010). Da
ROCK1 im Pollen exprimiert wird (Kapitel 3.1), konnte es redundant wirken. Es stellt
sich die Frage, ob das Auftreten eines letalen Pollenphénotyps in utrl utr3 Mutanten
gegen eine Rolle von ROCK1 bei der Bereitstellung von UDP-Glc fur die
Proteinfaltung spricht. Um die Beteiligung von ROCKZ1 an der Proteinqualitatskontrolle
im ER experimentell zu tberpriifen, sollte zum einen untersucht werden, ob ER-Stress
in rockl Pflanzen vorliegt. Dies kdnnte entweder durch die Analyse der Expression von
Genen flir ER-Chaperone oder durch die Analyse des Wuzelwachstums von rockl oder
utrl rockl Pflanzen unter Salzstressbedingungen untersucht werden (Kang et al., 2008).
Zusatzlich sollte untersucht werden, ob myc-CKX1 im rockl Hintergrund eine
verringerte Proteinstabilitat aufweist und schneller abgebaut wird.

Ein anderer denkbarer Einfluss waren Auswirkungen der Modifikation auf die
enzymatische Aktivitdt. Von CKX Enzymen ist bekannt, dass die Substratbindung in
einer trichterformigen Vertiefung erfolgt (Malito et al., 2004) und die Bedeutung
kleinerer Unterschiede in der Struktur des Trichters bezuglich der Substratbindung wird
als mogliche Ursache fur die unterschiedliche Substratspezifitaten der verschiedenen
CKX Isoformen diskutiert (Galuszka et al., 2007). Es ist denkbar, dass die unbekannte
Modifikation Einfluss auf die Ladungsstruktur des Bindetrichters von CKX1 hat und
das Fehlen zu einer schwécheren Bindung des Cytokinins fiihrt. Das Gleiche gilt fur die
Bindung des bislang nicht identifizierten sekundéaren Elektronenakzeptors der
katalytischen Reaktion wvon CKX Enzymen. Der mdgliche Einfluss von
Glykosylierungen auf die Substratbindung (Boraston et al., 2001; Le Roy et al., 2007)
und enzymatische Aktivitat (Naim und Lentze, 1992; Miller et al., 1996; Nagai et al.,
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1997) ist lange bekannt. Es konnte sein, dass diese Modifikation im Falle von CKX
Enzymen der Feinregulation der CKX Aktivitdt in bestimmten Geweben wie
beispielsweise dem Infloreszenzmeristem dient.

Auch wenn es nur wenig wahrscheinlich ist, kann die Mdéglichkeit nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich bei der Modifikation, fur die das von ROCK1 transportierte
Substrat verwendet wird, um eine Lipidmodifikation anstelle einer Proteinmodifikation
handelt. Die CKX Aktivitdt wére dann von dem Vorhandensein bestimmter
Lipidmetaboliten beeinflusst. Von Untersuchungen aus Tieren ist bekannt, dass die
Zusammensetzung von Membranbereichen aus unterschiedlichen Lipidmetaboliten
Einfluss auf die Aktivitdt von Enzymen hat, die sich in diesen Bereichen befinden
(Brignac-Huber et al., 2011) und auch in Arabidopsis existieren Hinweise auf die
Bedeutung bestimmter Lipidmetaboliten fir die Funktion von Proteinen (Chao et al.,
2011). Von GIPCs ist bekannt, dass sie GIcNAc enthalten kdnnen (Sperling et al.,
2004).

Fur ROCK1 konnte ein fur die Lokalisation im ER verantwortliches Dilysinmotiv
identifiziert werden (Kapitel 3.2). Die zuvor beschriebene Lokalisation von ROCK1-
GFP im Golgi (Niemann, 2008) kam vermutlich durch eine Maskierung dieses Motivs
durch das GFP. Ahnliche Falle sind aus der Literatur bekannt (Kabuss et al., 2005; Lee
und Cooley, 2007). Einen weiteren Hinweis auf die Funktion des C-Terminus von
ROCK1 als ER-Retentionssignal lieferte die ER-Lokalisation eines Fusionsproteins aus
dem menschlichen Golgitransporter SLC35A3 und dem C-Terminus von ROCK1. Es
kann an dieser Stelle jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass dieses menschliche
Protein in Pflanzen nicht auch von alleine im ER lokalisieren wirde. Im Gegensatz zu
ROCKT1 befinden sich die meisten anderen bislang charakterisierten NSTs von Pflanzen
im Golgi (Baldwin et al., 2001; Handford et al., 2004; Bakker et al., 2005; Rollwitz et
al., 2006; Handford et al., 2012). Das Vorhandensein einer speziellen Doméne zur
Vermittlung der ER Lokalisation macht es wahrscheinlich, dass die mutmalliche
Proteinmodifikation im ER stattfindet. Dartber hinaus ist es denkbar, dass in einigen
Geweben von Arabidopsis ein ROCK1 Protein vorkommt, welches dem Genmodell
At5g65000.2 entspricht. Dieses hétte einen anderen C-Terminus und kein erkennbares

ER-Retentionssignal, so dass dieses womadglich im Golgi lokalisiert wére.
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4.3 Funktionelle Nullallele von ROCK1 fuhren nur zu geringfigigen

morphologischen Veranderungen

Um Hinweise auf Entwicklungsprozesse zu erhalten, an denen ROCK1 beteiligt ist,
bedurfte es funktionellen Nullallelen von ROCK1. Die Analyse der Auswirkungen der
rockl-1 Mutation ergab, dass diese zu einer Verringerung der ROCK1 Proteinabundanz
und einer teilweise veranderten subzelluléren Lokalisation flhrte (Kapitel 3.3.2). Es ist
bekannt, dass die Lange der ersten TMD fir den effizienten Einbau der zweiten TMD
von Bedeutung ist (Ota et al., 2000). Da das durch die Mutation eingefligte Arginin eine
stark hydrophile Aminosaure ist, konnte es sein, dass der korrekte Einbau der ersten und
womaglich auch zweiten TMD in die Membran gestort ist. Die falsche Faltung und
darauf folgende Degradation kdnnten die Ursache flr die geringere Proteinabundanz des
mutierten Proteins sein. Auch wenn die beobachtete verringerte Proteinabundanz als
Ursache fiir die verringerte Funktion naheliegt, kdnnen weitere andere Ursachen nicht
ausgeschlossen werden. Es ist von anderen Typ-1l Transmembranproteinen bekannt,
dass bei diesen die ersten TMD als Signalsequenz fur die Fortflihrung der
Proteinsynthese an der ER-Membran dient (Goder und Spiess, 2001). Mdglicherweise
ist diese Funktion der ersten TMD bei ROCK1®Y?A" gestért, so dass ein Teil der
Proteine nicht die ER-Membran erreicht. ROCK1Y?*A_GFPin zeigte Veranderungen
bei der subzelluldren Lokalisation (Kapitel 3.3.2). Eine weitere Moglichkeit wére der
Verlust von Interaktionen von ROCK1 mit anderen Proteinen. VVor allem die Bedeutung
einer mogliche Interaktion von NSTs mit Glykosyltransferasen wird als Grundlage fur
die Kanalisierung bestimmter Glykosylierungsreaktionen diskutiert (Seifert et al., 2002;
Sprong et al., 2003; Nguema-Ona et al., 2006; Rosti et al., 2007; Handford et al., 2012).
Diese Untersuchungen lassen keine abschlielende Aussage dariber zu, ob die
verringerte Proteinabundanz, eine teilweise veranderte subzellulare Lokalisation oder
ein kompletter Verlust der Transportaktivitat des ROCK1®Y?A proteins ursachlich fur
die Suppression des Cytokinindefizienzsyndroms in 35S:CKX1 Pflanzen war.

Durch die Isolierung des transkriptionellen Nullallels rock1-3 war die Analyse der
Konsequenzen eines sicheren vollstdndigen ROCK1 Verlusts moglich (Kapitel 3.3.3).
rock1-3 Pflanzen zeigten keine phé&notypischen Veranderungen im Spross, die tber die
bei rockl-1 und rockl-2 vorhandenen hinausgingen (Kapitel 3.3.4). Wéhrend der
Anfertigung dieser Arbeit wurde ein Screen publiziert, in dem in der SALK T-DNA
Insertionssammlung nach Mutanten mit veranderter Pollenentwicklung gesucht worden
war (Dobritsa et al., 2011). Fir die hierbei isolierte Mutante thin-exine 2-1 (tex2-1)
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wurde eine Deletion von sieben Basenpaaren in ROCK1, die zum Abbruch der
Translation nach 29 Aminosduren fiihrt, als ursachlich identifiziert. Uber den
Pollenphénotyp hinaus wurden keine weiteren phanotypischen Verénderungen bei den
tex2-1 Pflanzen beschrieben. Dies unterstutzt die Annahme, dass die bei rock1-2 und
rockl-3 beobachteten milden phanotypischen Konsequenzen nicht durch eine
verbleibende Restaktivitat von ROCK1 bedingt werden, sondern es sich auch bei diesen
beiden Allelen um vollstdndige Funktionsverluste handelt. Da alle drei in der
vorliegenden Arbeit untersuchten rockl Allele quantitativ vergleichbare Auswirkungen
auf die Aktivitit des Infloreszenzmeristems hatten (Kapitel 3.3.4), kann
geschlussfolgert werden, dass auch rockl1-1 ein starkes Mutantenallel ist.

ROCK1 spielt folglich also keine zentrale Rolle bei der vegetativen Entwicklung der
Pflanze unter physiologischen Bedingungen. Da es unwahrscheinlich ist, dass es eine
spezielle Modifikation fur die ausschliel3liche Regulation der CKX Enzyme gibt, stellt
sich zum einen die Frage, ob es Hinweise auf weitere Proteine gibt, die die fragliche
Modifikation tragen und zum anderen, warum ein teilweiser Funktionsverlust bei diesen
Proteinen nicht zu phanotypischen Veranderungen fuhrt.

Grundsatzlich besteht die Mdglichkeit, dass regulierende Mechanismen existieren, die
Veranderungen an durch ROCK1 beeinflussten Proteinen kompensieren. Im Fall der
verringerten Aktivitdit der CKX Enzyme dirfte das die Existenz eines zweiten
Deaktivierungsmechanismus fur biologisch aktive Cytokinine in Form der
N-Glykosylierung sein (Mok und Mok, 2001). Tatsachlich war der Anteil an
N-glukosylierten Cytokininen in rockl Pflanzen héher als im Wildtyp (Kapitel 3.3.5.2)
und es wurde bei Gabe von exogenem iP in den rockl-2 Pflanzen ein signifikant
groRerer Teil als beim Wildtyp in N-glukosylierte Formen umgewandelt (Kapitel 3.5).
Unterstutzt wird die Annahme, dass die Verringerung der CKX Aktivitat durch andere
Regulatoren der Cytokininhomdéostase kompensiert werden kann, dadurch, dass der
gleichzeitige Verlust von CKX2 bis CKX7, auBer den erwéhnten Veranderungen bei
generativem Sprossmeristem und Blitenentwicklung, zu keinen dramatischen
morphologischen  Verdnderungen im Spross fuhrt (personliche Mitteilung
Dr. I. Bartrina).

Die Auswirkungen auf andere Proteine, die durch das Substrat von ROCK1 modifiziert
sind, konnten zudem dadurch geringer Ausfallen, da weitere Transporter mit
uberschneidender Substratspezifitat in ER oder Golgi existieren und somit den Verlust

von ROCK1 zum Teil kompensieren kénnten. Ein Transporter fiir UDP-GIcCNACc oder
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UDP-GalNAc im Golgi ist bisher zwar nicht identifiziert worden, der Bedarf zumindest
fir UDP-GIcNACc besteht jedoch auf Grund der Lokalisation von GnTIl und GnTIl im
Golgi (Schoberer und Strasser, 2011). Grundsétzlich ist zudem ein retrograder
Austausch von Nukleotidzuckern mit dem Golgi denkbar, so dass der Verlust des
Substrates in einem der Kompartimenten dadurch ausgeglichen werden kdnnte. Dieser
Vorgang wurde in Drosophila gezeigt, wo es jeweils einen GDP-Fuc Transporter in ER
und Golgi gibt, die Einzelmutanten nur schwache Konsequenzen haben, die
Doppelmutante beider Transporter jedoch den Verlust der GDP-Fuc Synthese
phanokopiert (Ishikawa et al., 2010). Die vorhandene basale lumenale Menge des
Substrates von ROCK1 kann dann, wenn die anderen betroffenen Proteine bessere
Substrate fiir die Glykosyltransferase darstellen als die CKX Enzyme, fir die
Modifikation dieser Proteine auch in Abwesenheit von ROCKZ1 ausreichend sein. Dies
ware vergleichbar mit den bei verschiedenen Proteinen unterschiedlich stark
auftretenden Auswirkungen auf die N-Glykosylierung in Folge der Verringerung der
UDP-GIcNACc Biosynthese (Nozaki et al., 2012) oder des Ausfalls einer Untereinheit
des Oligosaccharyltransferasekomplexes (Lerouxel et al., 2005). Daruber hinaus kdnnte
die rockl Mutation unter Stressbedingungen zusétzlich limitierend wirken, wie es fur
die cgll Mutation gezeigt worden war (Kang et al., 2008). Die Analyse des rockl
Phanotyps unter verschiedenen Stressbedingungen konnte Hinweise auf weitere
Proteine liefern, die mit dem von ROCKZ1 transportierten Substrat modifiziert werden.
Kirzlich wurde berichtet, dass der Ausfall von hybriden und komplexen Glykanen in
Reis zu einer verringerten Cytokininsensitivitat fihrt und die Autoren mutmalien, dass
die Cytokininrezeptoren negativ beeinflusst werden (Fanata et al., 2013). Es ist von
anderen Rezeptoren bekannt, dass N-Glykosylierungen sowohl bei der korrekten
Faltung von Rezeptorproteinen als auch bei der Interaktion von Rezeptor und Substrat
eine Rolle spielen (Mgller et al., 1993; Jin et al., 2007). Es ist nicht davon auszugehen,
dass rockl auf ahnliche Weise wie cgll Auswirkungen auf die Cytokininrezeptoren hat,
da der Cytokininstatus durch rockl in Arabidopsis erh6ht und nicht wie durch cgll in
Reis verringert wird. Unabh&ngig davon kommt es zu einer geringfiigigen Suppression
des ahk2 ahk3 Phanotyps durch rockl (Kapitel 3.3.6.2). Obwohl vieles darauf hindeutet,
dass rockl primér durch die Verringerung der CKX Aktivitdt wirkt, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass ROCK1 auch die Cytokininrezeptoren beeinflusst. Die
betroffene Modifikation wére jedoch eine andere als die in cgll Reismutanten.
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4.4 ROCK1 ist an der Pollenentwicklung beteiligt

Die Isolierung des tex2-1 Allels, welches zu einer dunneren Exinschicht auf dem Pollen
und einem Verlust des geordneten Exinmusters fuhrt, deutet auf eine Rolle von ROCK1
bei der Pollenentwicklung hin (Dobritsa et al., 2011). Die Expressionsanalyse hatte
gezeigt, dass ROCK1 auch in Pollen exprimiert wurde (Kapitel 3.1). Auch bei rockl1-1,
rockl-2 und rockl-3 Pflanzen wurden Verdnderungen bei der Pollenentwicklung
beobachtet, diese jedoch nicht weiter untersucht. Die Exinschicht ist die &ullere
Schutzhille des Pollens und besteht aus einer bislang nicht vollstandig bekannten
Mischung aus Phenolen, Fettsdauren und Alkanen (Ariizumi und Toriyama, 2011). Fur
die geordnete Synthese ist die vorherige Ausbildung der sogenannten Primexinschicht
notig, welche vor allem aus Polysacchariden besteht. Cytokinin spielt eine Rolle bei der
Entwicklung von Pollen und der Ausfall der Cytokininsignalweiterleitung fuhrt zu
weniger und schlechter keimenden Pollen (Kinoshita-Tsujimura und Kakimoto, 2011).
Die Auswirkungen eines erhéhten Cytokininstatus auf die Pollenentwicklung, wie er in
rockl Pflanzen vorliegt, wurden bislang nicht untersucht. Es ist mdglich, dass die
Auswirkungen von rockl auf die Pollenentwicklung ein Hinweis auf weitere durch
ROCK1 beeinflusste Proteine ist. Da ROCK1 Nukleotidzucker transportiert, kdnnte
ROCKT1 jedoch auch direkt an der Bereitstellung von Substraten fiir die Synthese der
Primexinschicht beteiligt sein (Dobritsa et al., 2011). Die Messung der Nukleotidzucker
hatte ergeben, dass in rockl Keimlingen der Gehalt vieler Nukleotidzucker verandert
war (Kapitel 3.7). Die Veranderung des Gehaltes an Nukleotidzuckern kann negative
Auswirkungen auf die Pollenentwicklung haben (Geserick und Tenhaken, 2013).
Interessanterweise existieren zwischen verschiedenen Okotypen von Arabidopsis
Unterschiede bezuglich der Auspragung des tex2 Phanotyps. Dobritsa et al. (2011)
fanden bei der Analyse eines weiteren im Okotyp Landsberg erecta vorliegenden tex2
Allels, dass dieses drastischere Konsequenzen auf die Pollenentwicklung hat. Es kommt
in Folge eines Zusammenziehens des Cytoplasmas in den Mikrosporen zu einer
kompletten Unterbrechung der Pollenentwicklung, was zu sterilen Pflanzen fiihrt. Was
genau in diesem Okotyp die Ursache fiir den Abbruch der Pollenentwicklung ist, ist

nicht bekannt.
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4.5 rockl-1 wird nicht durch einen menschlichen UDP-GIcNAc Transporter

komplementiert

Im heterologen System Hefe wurde gezeigt, dass ROCKL1 eine Transportaktivitat fur
UDP-GIcNAc und UDP-GalNAc sowie eine schwache Transportaktivitat fir UDP-Glc
besitzt (Kapitel 3.6). Um zu uberpriifen, ob Verdnderungen beim Transport von UDP-
GIcNAc urséchlich fur die Auswirkungen der rockl-1 Mutation sind, wurde zuerst
versucht, die rockl-1 35S:CKX1 Pflanzen mit einem UDP-GIcNAc Transporter zu
komplementieren. Der menschliche Transporter SLC35A3 zeigte nach Optimierung der
Codons fur die Expression in Arabidopsis eine hohe Proteinabundanz. Der rockl-1
35S:CKX1 Phénotyp wurde jedoch nicht durch diesen UDP-GICcNAc Transporter
komplementiert (Kapitel 3.9).

Dies kann verschiedene Grunde haben. Die naheliegende Erklarung ist, dass die
Suppression des 35S:CKX1 Phéanotyps durch rockl1-1 nicht die Folge eines verringerten
UDP-GIcNAc Transports ist. Dennoch kann der verringerte UDP-GICNAc Transport
nicht vollig als Ursache ausgeschlossen werden. Es kann sein, dass das menschliche
Protein in Pflanzen nur eine eingeschréankte Funktionalitat besitzt. Untersuchungen
haben gezeigt, dass menschliche Enzyme mit identischer Funktion in Pflanzen eine
verringerte Aktivitdt besitzen konnen (Henquet et al., 2010). Zudem lokalisiert
SLC35A3 im Menschen im Golgi, in Arabidopsis jedoch bedingt durch den
anfusionierten C-Terminus von ROCK1 im ER. Es existieren Beispiele, bei denen die
unterschiedliche Dicke der Biomembranen in diesen Kompartimenten die Funktionalitét
von Proteinen beeinflussen (Killian, 1998). Eine weitere Moglichkeit ist, dass flr eine
erfolgreiche Komplementation nativ.  vorkommende Interaktionen mit
Glykosyltransferasen von Bedeutung sein konnten (Handford et al., 2012). Auf die
Bedeutung der Kanalisierung von Transport und Einbau von Nukleotidzuckern in die
Zielstruktur weisen Untersuchungen tber die Auswirkungen des Ausfalls bestimmter
UDP-Glukose-4-Epimerasen (UGE), welche die Umwandlung von UDP-Glc in UDP-
Gal synthetisieren, hin. uge4 verringert die Galaktosylierung von Xyloglukanen und
Arabinogalaktanproteinen, nicht aber die von Galaktolipiden (Seifert et al., 2002) und
Pektinen (Nguema-Ona et al., 2006).

ROCK1 zeigte neben einer Transportaktivitat fur UDP-GICNAc noch eine deutlich
hohere Transportaktivitat fur UDP-GalNAc. Obwohl bislang keine Funktion fir UDP-
GalNAc in Pflanzen bekannt ist, wurde in Pflanzen eine UDP-GalNAc
Transportaktivitat festgestellt (Castilho et al., 2012), wobei die Spezifitat dieser auf
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Grund des nicht bekannten Transportproteins nicht bekannt ist. Aus diesem Grund ist es
notwendig, zu untersuchen, ob die Expression eines Transporters mit UDP-GalNAc
Transportaktivitdt zu einer Komplementation fihrt. Ein mdglicher Kandidat hierfur
ware der menschliche Transporter SLC35A2, der zusatzlich auch UDP-Gal transportiert
(Segawa et al., 2002). Auch in Trypanosomen, wo ebenfalls kein bekannter Bedarf flr
UDP-GalNACc besteht, existiert mit dem Transporter TONST4 ein NST, der neben GDP-
Man sowohl UDP-GIcNAc als auch UDP-GalNAc transportiert (Liu et al., 2013). Die
Autoren der Studie erklaren diese breite Substratspezifitat mit einer geringen Stringenz
bei der Erkennung des transportierten Substrates. Daruber hinaus ist es auch mdglich,
dass eine Verringerung des Transports aller drei identifizierten Substrate von ROCK1
die Ursache fur die Suppression des 35S:CKX1 Phénotyps durch rockl-1 ist. Es ist
weiterhin denkbar, dass beim Transport durch ROCK1 ein Austausch gegen einen
anderen Nukleotidzucker von Noéten ist (Muraoka et al., 2007). Dies konnte erklaren,
warum der Ausfall von ROCK1 nicht nur den Gehalt an UDP-GIcNAc oder UDP-
GalNAc in Arabidopsis, sondern auch den an GDP-Fuc veranderte (Kapitel 3.7). Zudem
wurde bei Expression von ROCK1 signifikant weniger GDP-Fuc in Hefemikrosomen
aufgenommen (Kapitel 3.6). Moglich wére ein Austausch von UDP-GIcNAc und/oder
UDP-GalNAc gegen GDP-Fuc beim Transportvorgang. Es kann somit nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich bei ROCK1 um einen Transporter mit breiter
Substratspezifitdt handelt, der Nukleotidzucker mit Purin- und Pyrimidinanteil
transportieren kann (Liu et al., 2013).

Trotz der Identifizierung von UDP-GIcNAc und UDP-GalNAc als Substrate von
ROCK1 kann zudem nicht ausgeschlossen werden, dass ROCK1 weitere Substrate
transportiert und der fehlende Transport von einem von diesen urséchlich fur die
Verringerung der CKX Aktivitét ist. Beispielsweise konnte, obwohl das Vorkommen
von CMP-Sia in Pflanzen kritisch diskutiert wird (Zeleny et al., 2006), durch
Komplementation einer mutanten Saugetierzelllinie ein Nukleotidzuckertransporter aus
Arabidopsis mit CMP-Sia Transportaktivitét isoliert werden (Bakker et al., 2008). Der
direkte Vergleich der Aktivitat mit einem bekannten CMP-Sia Transporter aus der Maus
ergab jedoch, dass der CMP-Sia Transport bei dem NST aus Arabidopsis deutlich
geringer ist. Somit besteht weiterhin die Mdglichkeit, dass das fir die CKX1 Aktivitat
relevante Substrat von ROCKZ1 ein nicht getesteter Nukleotidzucker ist oder aber einer
anderen chemischen Klasse angehort. In der Zukunft sollten weitere Substanzen darauf

hin untersucht werden, ob sie von ROCK1 transportiert werden kénnen.
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4.6 Der Wurzelphadnotyp von 35S:ROCK1 Pflanzen, nicht aber der
Sprossphanotyp, wird durch Cytokinin beeinflusst

Um weitere Hinweise auf die physiologische Funktion von ROCKL1 zu erhalten, wurden
die Auswirkungen einer starken Uberexpression auf die Pflanze untersucht. Eine
vergleichbare  Analyse mit dem Ziel der starken Uberexpression eines
Nukleotidzuckertransporters wurde meines Wissens bislang nicht veroffentlicht. Die
Uberexpression von ROCK1 hatte starke Auswirkungen auf die Entwicklung des
Sprosses und geringere Auswirkungen auf die Wurzel (Kapitel 3.4.1). Die beobachtete
frihere Blattseneszenz sowie die verringerte Anzahl an axillaren Seitensprossen und
gebildeter Bliten konnten Hinweise auf einen verringerten Cytokininstatus sein (Gan
und Amasino, 1995; Werner et al., 2003). Mehrere Ergebnisse sprechen jedoch Klar
gegen einen verringerten Cytokininstatus als Ursache fir den 35S:ROCK1
Sprossphanotyp. Zum einen fuhrten weder der chemische CKX Inhibitor INCYDE noch
die konstitutiv aktiven Cytokininrezeptorallele rock2 und rock3 zu einer deutlichen
phénotpyischen Reversion (Kapitel 3.4.2). Zum anderen zeigte die Messung der
Umwandlung exogen appliziertem Cytokinins keine Verénderung beim Abbau (Kapitel
3.5) und die Bestimmung des Cytokininstatus durch Vergleich der Abundanz von
Cytokininantwortgenen ergab ebenfalls kaum Verdnderungen (Kapitel 3.4.3).
Stattdessen war der Cytokiningehalt sowohl im Spross als auch im gesamten Keimling
von 35S:ROCK1 Pflanzen leicht erhoht (Kapitel 3.4.3). Somit l&sst sich deutlich sagen,
dass der Sprossphénotyp von 35S:ROCK1 Pflanzen nicht durch einen verringerten
Cytokininstatus hervorgerufen wurde. Da die Erhéhung der aktiven Cytokinine zu einer
Verzdgerung der Seneszenz fuhrt (Gan und Amasino, 1995; Kuroha et al., 2009) und
die Transkriptabundanz primarer Cytokininantwortgene nicht erhoht war, ist ein
erhdhter Cytokininstatus als Ursache flr die phanotypischen Verénderungen jedoch
ebenfalls unwahrscheinlich.

Die Uberexpression von ROCK1 filhrte zu einer verringerten Elongation der
Hauptwurzel und weniger Seitenwurzeln (Kapitel 3.4.1). Die Bestimmung der
Cytokininsensitivitat der Wurzelentwicklung in 35S:ROCK1 Pflanzen zeigte, dass diese
sensitiver gegenuber exogen appliziertem Cytokinin waren (Kapitel 3.4.3). Diese
Verénderungen gleichen denen in Pflanzen mit einem erhdhtem Cytokiningehalt
(Kuderova et al., 2008). Zusammen mit dem in 35S:ROCK1 Pflanzen gemessenen
erhéhten Cytokiningehalt (Kapitel 3.4.3) und dem hoheren Anteil an iP, iPR und iPRP
nach exogener Gabe von iP (Kapitel 3.5) deutet dies darauf hin, dass der 35S:ROCK1
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Wurzelphé&notyp durch einen erhéhten Cytokininstatus bedingt sein konnte. Als Ursache
fur die erhohte Cytokininsensitivitat in den 35S:ROCK1 Wurzeln kommt eine
verringerte Fahigkeit der Deaktivierung von Cytokininen durch N-Glykosylierung in
Betracht. Die Messung der Transkriptabundanz von UGT76C2, einer der an der
N-Glukosylierung von Cytokininen beteiligten Glykosyltransferase (Hou et al., 2004;
Wang et al., 2011), ergab eine signifikante Verringerung in 35S:ROCK1 Sprossen
(Kapitel 3.4.3). Zudem zeigte sich, dass ein signifikant geringerer Anteil exogen
appliziertem iP und iPR als im Wildtyp N-glukosyliert wurde (Kapitel 3.5). Eine
mdogliche Ursache hierfir konnte in einer Stérung des UDP-Glc Haushaltes liegen,
welches als Substrat fir die N-Glukosylierung von Cytokininen dient. Die
Nukleotidzuckermessung hat jedoch fir UDP-Glc keine Veranderung gezeigt (Kapitel
3.7).

Aus den vorliegenden Daten lassen sich keine eindeutigen Hinweise auf die Ursachen
fir die beim 35S:ROCK1 Spross beobachteten phanotypischen Veranderungen ableiten.
Denkbar ware, dass der regulierte Transport bestimmter Nukleotidzucker in das Lumen
von ER und Golgi in Folge eines verschobenen Transports anderer Nukleotidzucker
gestort wird. Dies konnte zu Veranderungen bei Proteinmodifikationen und
Proteinaktivitat fuhren. Die Auswirkungen auf den cytosolischen Gehalt an
Nukleotidzuckern waren entsprechend gering und nur schwer zu detektieren.
Maoglicherweise ist hierbei auch die Aktivitat vieler NSTs als Antiporter von
Nukleotidzucker und korrespondierendem Nukleotidmonophosphat beteiligt (Abeijon et
al., 1993). Der Verlust von zwei an der Umwandlung von Nukleotiddiphosphate in
Nukleotidmonophosphate beteiligten Enzymen (Wolf et al., 2007) und die Verringerung
des Gehaltes bestimmter Nukleotidzucker (Rautengarten et al., 2011) haben drastische
Auswirkungen auf die frihe Keimlingsentwicklung. Die Bedeutung der Feinregulation
des Nukleotidzuckergehalts zeigt sich auch darin, dass viele an der Umwandlung
beteiligte Enzyme durch Ruckkopplungsschleifen oder andere Nukleotidzucker inhibiert
werden (Molhoj et al., 2003; Pattathil et al., 2005; Oka et al., 2007). Fur eine eher
unspezifische Stérung des Nukleotidzuckerhaushalts als Ursache fur den 35S:ROCK1
Sprossphanotyp konnte auch sprechen, dass die genaue subzelluldre Lokalisation des
Uberexprimierten Transporters nicht entscheidend zu sein scheint. Der 35S:ROCK1
Phénotyp wird ebenfalls durch das 35S:ROCK1-GFP Transgen hervorgerufen, welches
fur ein Golgi-lokalisiertes Fusionsprotein kodiert (Kapitel 3.4.3).
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4.7 Die Suppression des Cytokinindefizienzsyndroms durch rockl ist von weiteren
Genen abhéngig

Bei der Suche nach Genen, die an der Suppression des 35S:CKX Phéanotyps durch
rockl-1 beteiligt sind, konnten Suppressormutanten von rockl-1 isoliert werden.
Zielphanotyp war der klar definierte 35S:CKX1 Phénotyp, der aus einer Verringerung
des Rosettendurchmessers, einer charakteristischen Blattform, einem verldngertem
Plastochron und einer deutlich kleineren Infloreszenz besteht. Es wurden insgesamt
sechs Suppressormutanten isoliert (Kapitel 3.10.1). In zwei von diesen waren alle
Aspekte des 35S:CKX1 Phéanotyps im Spross fast vollstandig wieder hergestellt und in
einer trat sogar ein vermutlich starkerer Cytokinindefizienzphanotyp als in der
35S:CKX1 Linie auf. In drei weiteren Linien wurden die Auswirkungen von rock1-1 auf
die vegetative Rosettenentwicklung supprimiert, andere Aspekte der pflanzlichen
Entwicklung nach der Blihinduktion wiesen jedoch Unterschiede auf. In letztgenannten
Fallen sind womdglich Gene betroffen, die in nur einem Teil der Sprossgewebe an der
Suppression des 35S:CKX1 Phanotyps durch die rockl-1 Mutation beteiligt sind. Die
Komplementationstests der ersten drei Linien ergaben, dass in diesen die urséchlichen
Mutationen dasselbe Gen betrafen (riol). Die zweite Gruppe, bestehend aus Mutanten
mit einer teilweisen Suppression von rock1-1, wurde nicht auf Allelie hin untersucht.

Dieses Ergebnis zeigt, dass fir die Suppression der CKX Aktivitat durch rockl-1
weitere Gene benotigt werden. Der Unterschied im Ausmal} der Suppression zwischen
den zwei Gruppen an erhaltenen Mutanten deutet darauf hin, dass daran mindestens
zwei Gene beteiligt sind. Die Anzahl der mdglichen identifizierten Mutanten in einem
saturierten genetischen Screen hé&ngt von der Anzahl der in Frage kommenden
betroffenen Zielgene ab. Die Berechnung der fiir einen saturierten Screen
notwendigerweise untersuchten Pflanzen basiert auf Schatzungen bezuglich der
potentiellen Zielgene (Jirgens et al., 1991). Der Fakt, dass drei Allele von riol isoliert
wurden waren, deutet darauf hin, dass die Anzahl der an dem Prozess, der zur
Verringerung der CKX Aktivitat durch den Verlust von ROCK1 fihrt, beteiligten Gene
gering ist. Wenn man nur die vollstandige phanotypische Reversion im Sprossphanotyp
als Zielph&notyp in Betracht zieht, deutet die ausschlieBliche Isolierung von drei Allelen
von riol darauf hin, dass die Isolierung von Mutationen in weiteren Genen
unwahrscheinlich und der Screen somit gesattigt ist. Einschrankend muss hierbei
dennoch beachtet werden, dass unterschiedliche Loci unterschiedlich leicht

mutagenisiert werden (Nusslein-Volhard et al., 1984), so dass noch weitere vollstandige
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Suppressormutationen beim Durchsuchen einer gréf3erer Anzahl an M2 Linien gefunden
werden konnten. Da nicht bekannt ist, in wie weit in der zweiten Gruppe an
unvollstandigen Mutanten ebenfalls allelische Mutationen vorhanden sind, koénnen
keine weiteren Ruckschlisse auf die Saturierung des Screens nach Suppressormutanten
von Teilaspekten des rock1-1 Phénotyps gezogen werden.

Um die die ursachliche Mutation in den beiden allelischen Linien riol-1 und riol-2 zu
identifizieren, wurden diese Kkartiert. Die hierfur erstellten Kartierungspopulationen
basierten auf einer Kreuzung der jeweiligen riol Mutante mit der Ausgangslinie
rock1-1 35S:CKX1 (Kapitel 3.10.2). Die Eingrenzung des Kartierungsintervalls erfolgte
durch die Analyse der Kopplung neuer durch die EMS-Mutagenese eingefuhrter SNPs
mit der Mutation. Die Isolierung und Analyse der SNPs erfolgte durch Resequenzierung
der Genome mittels der next generation sequencing Illumina Technologie (Hartwig et
al., 2012). Dieser Ansatz wurde gewdahlt, weil die geeigneten Pflanzen der
Kartierungspopulation nicht nur den Cytokinindefizienzphanotyp zeigen, sondern auch
homozygot fiir rock1-1 sein mussten. Bei Verwendung eines anderen Okotyps fiir die
Erzeugung der Kartierungspopulation hatten zundchst geeignete F2 Pflanzen isoliert
werden miussen, was durch das zusétzliche Auftreten von Heterosis- (Bartrina, 2006)
und Dosiseffekten des 35S:CKX1 Transgens (Kapitel 3.3.1) erschwert worden ware.

Die verwendete GroRe der Kartierungspopulation und erhaltene durchschnittliche
Anzahl an Sequenzinformationen je Position war deutlich hoher als in einem
vergleichbaren Ansatz in Reis (Abe et al., 2012) und das in den beiden riol Mutanten
jeweils eingegrenzte ca. 2,5 Mb groRe Kartierungsintervall lag in einem Uberlappenden
Bereich von Chromosom 1. Bei der sich anschliefenden Suche nach mdglichen
Kandidatengenen fur riol wurden sowohl eindeutig neue, da nur in einer von beiden
Mutantenlinien vorhandene, SNPs identifiziert, als auch in beiden Mutantenlinien
identische SNPs. Dies zeigt den Nachteil der Verwendung einer zuvor bereits mit EMS
mutagenisierten Linie, wie rockl1-1 35S:CKX1, flr die neuerliche Mutagenese, da nicht
zuordbar ist, wann diese identischen SNPs entstanden sind. Es konnten unter den
eindeutig neuen SNPs keine identifiziert werden, die in beiden riol Linien dasselbe Gen
betreffen. Mdgliche Ursachen hierfur kdnnen sein, dass die Annotation des betroffenen
Gens fehlt oder unvollstandig ist, dass eine bislang unbekannte miRNA betroffen ist
oder dass die Mutationen Auswirkungen auf regulatorische Elemente wie Promotor
oder Chromatinstruktur haben. Es kann auBerdem nicht ausgeschlossen werden, dass es

in beiden Linien unabhdngig zu einer Mutation in derselben Position des Genoms
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gekommen war. Das Auftreten solch eines Falls ist aus der Literatur bekannt (Cuperus
et al., 2010). Dieses ist umso eher moglich, wenn wie in diesem Fall alle identifizierten
vollstdndigen Suppressormutationen dasselbe Gen betrafen. Dass die ursachlichen
Mutationen in beiden Linien tatsdchlich durch unabhé&ngige Mutationsereignisse
entstanden sind, wird durch die hohe Anzahl an jeweils nur in einer Linie
vorkommenden neuen SNPs unterstiitzt. Fur die Identifizierung des riol Gens sollte
untersucht werden, ob die gemeinsamen SNPs, die im Vergleich zum Referenzgenom
identifiziert worden waren, tatsdchlich alle auch in der Ausgangslinie rockl-1
35S:CKX1 vorkommen. Dies kann durch Resequenzierung des Genoms mit einer
niedrigen Anzahl an Sequenzinformationen je Position erfolgen. Eine andere
Mdoglichkeit ~ ware  der  Versuch, riol durch  Komplementation  mit
transformationskompetenten kinstlichen Chromosomen zu verorten (Liu et al., 1999).
Alternativ konnte das Kartierungsintervall durch klassische Markeranalyse in einer
durch Kreuzung mit einem anderen Okotyp entstandenen Kartierungspopulation weiter
eingegrenzt werden. Die Identifizierung von RIO1 und den weiteren RIO Genen wird

weitere Hinweise auf die physiologische Funktion von ROCK1 in Pflanzen liefern.
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5. Zusammenfassung

Das Gen ROCK1 war in einem genetischen Screen in Arabidopsis thaliana als positiver
Regulator der Cytokinindefizienz identifiziert worden. In der vorliegenden Arbeit wurde
ROCK1 molekular charakterisiert und die Rolle von ROCK1 bei der
Cytokininhomd@ostase untersucht.

Die Untersuchung der ROCK1 Expressionsdoménen durch das Reportergenkonstrukt
ROCK1:ROCK1-uidA hat ergeben, dass ROCK1 in Spross und Wurzel vor allem in
jungem teilungsaktivem Gewebe exprimiert wird. Die detaillierte Analyse der
subzelluldren Lokalisation zeigte, dass es sich bei ROCK1 um ein im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisierendes Protein handelt. Der Verlust eines
C-terminalen Dilysinmotivs fiihrte zur fast vollstandigen Lokalisation im Golgi.

Der Vergleich des Cytokiningehalts in rockl-1 35S:CKX1 mit 35S:CKX1 Pflanzen
ergab, dass dieser im Spross deutlich starker erhéht war als in der Wurzel. Es ist
moglich, dass diese Zunahme die Ursache fiir die phanotypische Reversion war. rockl
verringerte die CKX Aktivitat und supprimierte den Cytokinindefizienzphanotyp bei
den Linien 35S:CKX1, 35S:CKX2 und 35S:CKX3, nicht jedoch bei 35S:CKX7-GFP.
rockl hatte nur geringe Auswirkungen auf den Cytokinindefizienzphanotyp von
Mutanten mit verringerter Cytokininperzeption oder -synthese. Dies deutet darauf hin,
dass ROCK1 den Cytokininstatus primér durch die Verringerung der Aktivitat von CKX
Enzymen beeinflusst. Der Verlust von ROCK1 im Wildtyphintergrund fuhrte zu einer
erhdhten Aktivitdt des generativen Sprossapikalmeristems, hatte jedoch nur milde
Konsequenzen fur den vegetativen Phanotyp. Der Gesamtcytokiningehalt der rockl
Pflanzen war erhoht, der Cytokininstatus jedoch nur leicht erhéht und die
Cytokininsensitivitat unverandert. Sowohl der hohere Anteil an N-glukosylierten
Cytokininen, die bei exogener Gabe von Cytokinin entstanden, als auch die
uberproportionale  Zunahme  der  N-glukosylierten  Cytokininmetabolite  im
Gesamtcytokiningehalt lieferten Hinweise darauf, dass die N-Glykosylierung von
Cytokininen in rockl Pflanzen die verringerte Deaktivierung durch Abbau
kompensieren konnte.

Die Uberexpression von ROCK1 fiihrte zu einer verfriiht einsetzenden Blattseneszenz
und einem geringeren Wurzelwachstum. Der Sprossphanotyp entstand nicht durch einen
verringerten Cytokininstatus in Folge einer erhohten CKX Aktivitat und der

Cytokininstatus im Spross war unveréndert. Die Wurzel zeigte eine erhohte
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Cytokininsensitivitat, womdglich in  Folge einer verringerten Fahigkeit zur
Deaktivierung von Cytokininen durch Glykosylierung.

Fir ROCK1 konnte eine Transportaktivitat fir UDP-GICNAc und UDP-GalNAc in
Hefemikrosomen nachgewiesen werden. Somit handelt es sich bei ROCK1 um den
ersten identifizierten pflanzlichen Transporter fur diese Nukleotidzucker. Die
Expression eines menschlichen UDP-GIcNAc Transporters im ER von rockl-1
35S:CKX1 Pflanzen fiihrte jedoch zu keiner Komplementation der rockl1l-1 Mutation.
rockl hatte keinen messbaren Einfluss auf die Proteinabundanz oder N-Glykosylierung
von myc-CKX1. Die Kreuzung von 35S:CKX1 mit complex glycan lessl ergab, dass die
Aktivitdt von CKX1 unabhédngig von hybriden und komplexen N-Glykanen ist.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Arbeit Hinweise darauf liefert, dass
ROCK1 an einer bislang nicht beschriebenen Form der Proteinglykosylierung mit
GIcNAc oder GalNAc im ER beteiligt ist. Das Vorhandensein dieser Modifikation
beeinflusst unter anderen die Aktivitdt von CKX Enzymen. Durch einen genetischen
Screen auf Suppressoren der rockl Mutation konnten allelische Suppressormutationen
isoliert und mittels next-generation sequencing ein 2,5 Mb groRes Kartierungsintervall
definiert werden. Die ldentifizierung der ROCK IS OVER (RIO1) Gene wird weitere
Hinweise auf die physiologische Funktion von ROCK1 in Pflanzen und die Natur der in

dieser Arbeit postulierten Proteinglykosylierung im ER liefern.
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6. Summary

The gene ROCK1 was identified in a genetic screen as a positive regulator of cytokinin
deficiency in Arabidopsis thaliana. The presented thesis contains the molecular
characterization of ROCK1 and the analysis of its role in cytokinin homeostasis.

The analysis of ROCK1 expression using the reporter construct ROCK1:ROCK1-uidA
revealed ROCK1 expression domains mainly in young mitotically active tissues of root
and shoot. A detailed analysis of the subcellular localization showed that ROCK1 is
localized in the endoplasmic reticulum (ER). The loss of a C-terminal dilysine motif led
to an almost complete re-localization to Golgi.

The comparison of cytokinin content of rockl-1 35S:CKX1 and 35S:CKX1 plants
showed a stronger increase in shoot than root. It is possible that this increase was the
cause for the phenotypic reversion. rockl decreased the CKX activity and suppressed
the cytokinin deficiency phenotype of the lines 35S:CKX1, 35S:CKX2 and 35S:CKX3
but not of 35S:CKX7-GFP. rockl had only weak effects on the cytokinin deficiency
phenotype in mutants with a decreased perception or synthesis of cytokinin. This
suggests that ROCK1 influences the cytokinin status primarily by reducing the activity
of CKX enzymes. The loss of ROCK1 in wild type background led to a higher activity
of the shoot apical meristem, but had only mild effects on the vegetative development.
The total cytokinin content was increased in rockl, the cytokinin status only slightly
increased and the cytokinin sensitivity unchanged. The increased amount of
N-glucosylated cytokinins after exogenous cytokinin application as well as a
disproportionately high increase of N-glucosylated cytokinin metabolites under normal
conditions supported the idea that in rockl plants cytokinin N-glycosylation
compensated for the decreased degradation.

Overexpression of ROCK1 caused earlier initiation of leaf senescence and decreased
root growth. The shoot phenotype was not caused by an increase in CKX activity and
decreased cytokinin status, which was unchanged in the shoot. The root displayed
increased cytokinin sensitivity, probably due to a decreased ability for deactivating
cytokinins by glycosylation.

It could be demonstrated that ROCKZ1 transports UDP-GIcNAc and UDP-GalNAc in the
yeast microsomes. Hence, ROCKL is the first identified plant transporter for these
nucleotide sugars. The expression of a human UDP-GIcNAc transporter in the ER of

rockl plants did not complement the rockl mutation. No influence of rockl on protein
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abundancy or N-glycosylation of myc-CKX1 protein was detected. The cross of
35S:CKX1 with complex glycan lessl revealed that CKX1 activity is independent of
hybrid and complex N-glycans. In summary, results of this thesis indicate that ROCK1
is involved in a yet unknown type of ER protein glycosylation utilizing GIcNAc or
GalNAc. This putative modification influences among others the activity of CKX
enzymes. Allelic suppressor mutations of rockl were identified in a genetic screen and
mapped to a 2.5 Mb interval by next-generation sequencing. The identification of the
ROCK IS OVER (RIO) genes will provide further insights into the physiologic function
of ROCK1 and will help to reveal the nature of the protein glycosylation postulated in

this thesis.
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drin. Dafur gebuhrt ihnen mein grof3er Dank.
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