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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Licht und Photorezeptoren

Licht spielt fiir Pflanzen eine fundamentale Rolle, und zwar nicht nur als Energiequelle fiir
photoautotrophes Wachstum, sondern auch als essentielle Informationsquelle bezuglich
Lichtqualitat (Wellenldnge), -quantitat (Intensitat), -periodizitat (Tageslange), -richtung und in
manchen Fallen sogar der -polarisation (Smith, 2000). So haben im Dunkeln (D) gewachsene
Keimlinge einen deutlich von in Licht gewachsenen Pflanzen abweichenden Phanotyp: lange
Hypokotyle, ausbleibende Chlorophyll-Biosynthese und geschlossene Keimblatter. In Licht
hingegen findet ein vollig anderes Entwicklungsmuster statt: Keimlinge wachsen mit kurzem
Hypokotyl da Licht fir die Pflanze bedeutet, dass die Erdoberflache erreicht wurde, es findet
De-Etiolierung statt und die Blatter entfalten sich, um von heterotrophem zu
photoautotrophem Wachstum (iberzugehen. Licht hat folglich einen direkten wenn nicht
sogar den wichtigsten Einfluss auf Wachstum und Entwicklung von Pflanzen. Es reguliert z.B.
Keimung, Photomorphogenese, Blihinduktion (Flint & McAlister, 1937; Searle & Coupland,
2004; Schafer & Nagy, 2006) aber auch die Anpassung an eine sich standig andernde
Lichtumgebung wie z.B. Blattmorphologie oder Phototropismus (Holland et a/, 2009). Um
sich der (Licht-) Umgebung optimal anpassen zu konnen, haben Pflanzen eine Vielzahl
verschiedener Photorezeptoren evolviert. Unterschieden werden hier mindestens zwei
Klassen an Photorezeptoren, zum einen die Blau- und UV-Licht absorbierenden Rezeptoren,
darunter Cryptochrome (crys, Ahmad (1999)), Phototropine (phots, Briggs and Huala (1999))
Zeitlupe-Proteine (ZTL, FKF1, LKP2, Mdglich et a/ (2010)) und Rotlicht- (RL) absorbierende
Phytochrome (phys), die hauptsachlich das rote und dunkelrote Licht des Spektrums
perzipieren. Beide Photorezeptor-Familien sind in hdheren und niederen Pflanzen (Briggs &
Olney, 2001), wie auch in Pilzen (Chen & Loros, 2009) und photosynthetischen (Hughes et a/,
1997; Yeh et al, 1997) sowie in nicht-photosynthetischen Bakterien (Davis et al, 1999)
vorhanden. In Algen, Farnen und Hornmoosen ist dartiber hinaus ein weiterer Photorezeptor
bekannt: Neochrom (Nozue et a/, 1998; Kawai et al, 2003; Suetsugu et al, 2005; Li et al,
2014). Diese Photorezeptor-Chimare besteht aus dem N-terminalen photosensorischen
Modul von Phytochrom und einem nahezu kompletten Phototropin-Segment (Suetsugu et
al, 2005) und weist folglich sowohl Rotlicht- als auch Blaulicht- (BL) absorbierende
Eigenschaften auf. Interessanterweise scheint die Photorezeptor-Fusion zwei Mal unabhangig
voneinander evolviert zu sein, jedoch gibt es keine Hinweise darauf, dass sie auch in hdheren
Pflanzen oder Physcomitrella vorkommt (Nozue et al, 1998; Kawai et al, 2003; Suetsugu et
al, 2005)

1.2 Phytochrome

Phytochrome sind Rotlicht- (R) und Dunkelrotlicht- (FR, Far Red) Rezeptoren, die in héheren
Pflanzen fundamentale entwicklungsbiologische und physiologische Vorgange auslésen und
regulieren, wie z.B. Samenkeimung (Flint & McAlister, 1935; Borthwick et al, 1952),
Photomorphogenese (Chen & Chory, 2011) bzw. Pigmentakkumulation (Godnev et a/, 1966),
Hypokotyl-Streckung (Nagatani et a/, 1991), circadiane Rhythmik (Somers et a/, 1998; Millar,
2004) und Blihinduktion (Searle & Coupland, 2004). Pflanzliche Phytochrome sind |8sliche ca.
124 kDa groBe Biliproteine, die als Dimere funktionieren (Vierstra & Quail, 1982; Furuya &
Song, 1994). Um Licht zu perzipieren, bendtigen sie einen Chromophor - bei
cyanobakteriellen Phytochromen ist dies Phycocyanobilin (PCB), bei pflanzlichen

1



1. Einleitung

Phytochromen Phytochromobilin: (P®B) — ein lineares Tetrapyrrol, welches sich von Ham
durch eine Oxidation (mittels Hamoxygenase 1, HO1l) und Reduktion (durch die P®B-
Synthase) ableitet (Lagarias & Rapoport, 1980; Rudiger et al, 1980; Elich et a/, 1989). Der
Chromophor wird aus den Chloroplasten exportiert und assembliert im Cytoplasma
autokatalytisch mit dem Apophytochrom. Dabei wird der P®B-Chromophor an einen
konservierten Cysteinrest an die GAF-Doméne des N-Terminus kovalent gebunden (Lagarias
& Lagarias, 1989; Lamparter et al/, 2001). Typischerweise liegen Phytochrome in zwei
unterschiedlichen Zustanden vor (Borthwick et a/, 1952): dem mutmaBlich physiologisch
aktiven Dunkelrot- (~730 nm) absorbierenden Pfr-Zustand und dem vermutlich
physiologisch-inaktiven Rotlicht- (~666 nm) absorbierenden Pr-Zustand. Beide Zustande
wandeln sich durch Lichtabsorption der jeweiligen Wellenlange Gber mehrere sehr kurzlebige
Intermediate in den jeweils anderen Zustand um, wobei der Chromophor eine cis-trans-
Isomerisierung um die C15-C16-Bindung erfahrt, was in einer Rotation des D-Rings resultiert
(Rudiger et al, 1983; Kneip et al, 1999). Dieser Vorgang wird als R/FR-Photochromizitat
bezeichnet. Wahrend der Pr-Zustand nicht in Wellenldngen oberhalb 710 nm absorbiert,
Uberlappt das Absorptionsspektrum des Pfr-Zustands hingegen in allen Bereichen mit dem
des Pr-Zustands (Litts et a/, 1983). Bei konstanter Rotlichtbestrahlung absorbiert der Pfr-
Zustand auch zu einem geringen Anteil Rotlicht, so dass stets ein Teil des Pfr unmittelbar
zurlck in den Pr-Zustand konvertiert. Dieser Zustand wird als photostationares Gleichgewicht
oder Photoaquilibrium bezeichnet. Dieses Absoprtionsverhalten fihrt dazu, dass unter keinen
Lichtbedingungen 100% des Pfr-Zustands vorliegen kann. Es ist daher das Verhaltnis von Pr
zu Pfr, das eine Aussage Uber die tages- und jahreszeitlich wechselnde Lichtumgebung der
Pflanze trifft (Smith, 1982). Dies ist von immenser Bedeutung fir Lichtmengen- und
Lichtqualitats-abhangige physiologische Reaktionen, wie zum Beispiel der Schattenflucht-
Reaktion von Pflanzen, die in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander wachsen (Smith &
Whitelam, 1997; Franklin, 2008). Eine Beschattung durch andere Pflanzen resultiert in einem
héheren FR-Anteil im Licht, welches zu einem veranderten Pfr zu gesamt Phytochrom-
Verhaltnis und zur Ausbildung langerer Hypokotyle flhrt.

Nicht nur durch FR-Bestrahlung kann die Abundanz des Pfr-Zustands des Phytochroms
verringert werden, sondern auch durch einen thermodynamischen Prozess der sogenannten
Dark-Reversion (Hsiao & Vidaver, 1984) und zusatzlich auch mittels COP9-Signalosom-
vermitteltem proteolytischem Abbau (Schwechheimer & Deng, 2000). Beide Prozesse tragen
somit zu einer Verringerung des physiologisch aktiven Pfr-Zustands bei und sorgen dafir,
dass das Signaltransduktionssystem aktivierbar bleibt.

Arabidopsis thaliana besitzt finf Phytochrome: phyA-phyE, welche bezlglich ihrer Licht-
Labilitdt und ihrer Funktionen in Typl und Typll-Phytochrome eingeteilt werden (Furuya,
1989): phyA ist das Einzige Licht-labile TypI-Phytochrom, welches nach Lichtaktivierung in
den Zellkern transportiert und rapide abgebaut wird, nachdem es durch die E3-Ubiquitin-
Ligase CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) zum Abbau durch das 26S-
Proteasom markiert wurde (Deng et al, 1991; Seo et al, 2004; Saijo et al, 2008). Daher ist
phyA in Dunkel-gewachsenen Keimlingen am abundantesten, was auch mit seiner
pradominanten Funktion in friiher Keimlings-Entwicklung korreliert. Die anderen Arabidopsis
Phytochrome gehdren Typ II an, werden im Licht stabil exprimiert und Gbernehmen daher
Funktionen in spateren Entwicklungsstadien griiner Pflanzen.



1. Einleitung

1.2.1 Phytochrom Struktur und Funktion
Phytochrome setzen sich strukturell aus verschiedenen Doméanen zusammen: Das N-
terminale photosensorische Modul besteht aus einer PAS- (PER/ARNT/SIM), der bereits
erwahnten Chromophor-bindenden GAF- (cGMP/Phosphodiesterase/Adenylcyklase/FhlA)
und einer PHY- (Phytochrom-spezifischen) Doméane. PAS- und GAF-Domanen sind strukturell
sehr ahnlich und beide der PAS-Superfamilie zugehdrig. Es konnte durch Kristallisation und
Rontgenstrukturanalysen des Sensormoduls des cyanobakteriellen Phytochroms cphl gezeigt
werden, dass die bis dahin strukturell unbekannte PHY-Domane, obwohl auf Aminosaure-
Ebene keiner bisher bekannten Domane zuweisbar, in der Tat strukturelle Eigenschaften der
PAS/GAF Domanen aufweist (Essen et a/, 2008). Phytochrome kdnnten daher in die kleine
Gruppe der Tandem-GAF Proteine eingegliedert werden und zeigen damit Ahnlichkeiten zu
Phosphodiesterasen und Adenylyl-Cyclasen (Essen et a/, 2008). Eine einzigartige Eigenschaft
der Phytochromstruktur ist eine zungenférmige Ausstilpung der PHY-Domane, welche
zusammen mit dem alpha-helikalen N-Terminus die Chromophortasche verschlieBt und so
vermutlich den Pfr-Zustand stabilisiert (Essen et a/, 2008; Yoon et a/, 2008). Auf diese Weise
kann eine abgegrenzte Umgebung fiir den Chromophor geschaffen werden, die eine De- und
Re-Protonierung wahrend der Pr-Pfr-Photokonversion ermdoglicht (Kneip et al, 1999).
Wenigstens im Falle von Synechocystis cphl durchlauft der N-Terminus signifikante
Strukturanderungen infolge von Assemblierung und Photokonversion (Strauss et al/, 2005).
Yang et al (2009) konnten darlber hinaus fir das photosensorische Kernmodul von
Pseudomonas aeruginosa Bakteriophytochrom zeigen, dass bei Photokonversion nicht nur
der Chromophor isomerisiert, sondern auch, dass in dem Pr bzw. Pfr-Zustand
unterschiedliche Aminosaurereste mit dem Biliverdin-Chromophor interagieren und so das
entsprechende Isomer stabilisieren. Die Folge ist eine lokale Konformationsanderung im N-
Terminus. Dartiber hinaus weisen neuere Erkenntnisse darauf hin, dass es bei der Pr-Pfr-
Photokonversion u. A. zu einer strukturellen Umfaltung von zwei B-Faltblattern zu einer a-
Helix in der PHY-Zungenstruktur kommen konnte, was wahrscheinlich eine Rolle in der
intramolekularen Signaltransduktion spielt (Inomata et a/, 2005; Takala et a/, 2014; Nagano,
2016). Abgesehen davon wurde zuerst fir Deinococcus radiodurans ein sogenannter /ight-
sensing knot beschrieben — eine komplizierte dreifach verknotete Struktur aus 35 N-
terminalen Aminosauren N-terminal der PAS-Domane und der GAF-Domane mit einem
hydrophoben Zentrum (Wagner et al, 2005; Yang et al/, 2008). Obwohl strukturelle
Unterschiede zwischen (Cyano-)bakteriellen und pflanzlichen Phytochromen existieren, ist
zumindest die Domanenstruktur des photosensorischen Moduls konserviert und man geht
man davon aus, dass auch pflanzliche Phytochrome den Knoten am N-Terminus besitzen und
dass er Signalfunktion hat. Die Konformer-spezifische Bindung von PIF3 durch phyB z.B.
scheint durch Mutationen in der Knotenregion beeintrachtigt zu werden (Kikis et a/, 2009).
Das N-terminale Sensormodul ist neben der Lichtwahrnehmung wahrscheinlich auch an
Signallibertragung beteiligt, denn konservierte Motive der PAS-Domadnen kommen aufer in
Phytochromen auch in anderen Proteinen mit Funktionen in Signaltransduktionskaskaden
vor. In der Tat wurden Phytochrom-Interaktionspartner in Arabidsopsis thaliana beschrieben,
die sich durch PAS-Doménen auszeichnen oder mit PAS-Domanen von Phytochromen
interagieren (Choi et a/, 1999). Obwohl Analysen von Mutanten (Quail et a/, 1995) und auch
ein Zusammenhang mit Zwei-Komponenten-Signaltbertragung (Hughes et a/, 1997; Hughes
& Lamparter, 1999) zunachst darauf hinwiesen, dass die Phyochrom-Signaltransduktion vom
C-Terminus vermittelt wird, konnten Matsushita und Mitarbeiter demonstrieren, dass der
Phytochrom B C-Terminus fur Signalfunktion abkémmlich ist und eine Fusion vom N-
3
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Terminus an eine Dimerisierungs-Domane (und ein nukledres Lokalisationssignal, NLS)
ausreicht, um den phyB-Phanotyp zu retten (Matsushita et a/, 2003; Mateos et al, 2006). Des
Weiteren konnten Wagner et al. (1996) durch Domain-Swapping-Experimente ebenfalls
belegen, dass der N-Terminus pflanzlicher Phytochrome Lichtwahrnehmungs-, Transport-
und Signaltransduktionsfunktionen auslibt. Es scheint daher, als sei das C-terminale Modul
dabei lediglich firr die Dimerisierung und nukleare Lokalisation zustandig.

Die N- und C-terminale Halfte des Molekils werden durch eine flexible sogenannte Hinge-
Region getrennt, die moglicherweise bei der Autophosphorylierung und der Interaktion mit
putativen SignallUbertragern eine wichtige Rolle spielt (Kim et a/, 2004). Das C-terminale
Transmittermodul besteht aus einem PAS-Repeat und einer Histidinkinase-verwandten
Domane (HKRD). Letztere weist auf Aminosdureebene Homologie zu bakteriellen Zwei-
Komponenten-Systemen auf, bei der allerdings das in Prokaryoten konservierte,
lichtabhdngig autophosphorylierte Histidin fehlt (Yeh et al, 1997). Nichtsdestoweniger
werden auch pflanzliche Phytochrome lichtabhdngig (auto-)phosphoryliert (Yeh & Lagarias,
1998). Dies geschieht an konservierten Serin-Resten, womit pflanzlichen Phytochromen eher
Eigenschaften von Serin / Threonin Kinasen zukommen. Phytochrom-Phosphorylierung kann
die Interaktion mit anderen Signalproteinen modulieren (z.B. von phyA mit COP1). Zusatzlich
wurden auch mdgliche Phytochrom Kinase Substrate identifiziert, darunter PKS1, PIF3,
CRY1/CRY2 und Aux/IAA-Proteine (Ahmad, M et a/, 1998; Fankhauser et a/, 1999; Colon-
Carmona et al, 2000; Al Sady et al, 2006). Die Phytochrom-abhangige Phosphorylierung
kann anschlieBend zu Polyubiquitinierung und Proteindegradation fiihren (z.B. von PIF3,
(Bauer et al, 2004; Al Sady et al, 2006; Al Sady et al, 2008).

1.2.2 Phytochrom Signalling

In hoheren Pflanzen basiert die Wirkung von Phytochrom vorwiegend auf einem
Mechanismus der Transkriptions-Regulation (Quail, 2010), wobei Pfr durch Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren wie PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 3 (PIF3) oder ELONGATED
HYPOCOTYL 5 (HY5) die Transkription lichtregulierter Gene induziert oder reprimiert (Ma et
al, 2001; Tepperman et al, 2001, Monte et al, 2004; Tepperman et al, 2006).
Schatzungsweise werden 10% der Arabidopsis-Gene Phytochrom-abhangig reguliert,
darunter bHLH-Transkriptionsfaktoren (z.B. PIF3), Zink finger- (ZF, CONSTANS-LIKE 1 und 2),
bZIP-Transkriptionsfaktoren (HY5), MYB-related Faktor CCAl und Andere. Wahrend R-
abhangige Genregulation von phyA und phyB vermittelt wird, hat lediglich phyA Einfluss auf
FR-abhangige Genregulation.

Ein essentieller Bestandteil der Phytochrom-Signaltransduktion ist dabei die lichtabhangige
Kompartimentierung des Photorezeptor-Molekils: nach Belichtung mit Rotlicht migriert der
physiologisch aktive Pfr-Zustand des Molekiils in den Zellkern (Sakamoto & Nagatani, 1996;
Nagy et al, 2000; Kircher et a/, 2002). Der phyA-Kernimport kann durch kurze R-, FR- oder B-
Pulse induziert werden (Desnos et a/, 2001; Zhou et a/, 2005). Im Fall von phyA sind zwei
essentielle  Shuttle-Molekile daflr zustandig, namlich FHY1 (FAR-RED ELONGATED
HYPOCOTYL 1) und sein Paralog FHL (FHY1 LIKE), die an phyA Pfr binden und in einem
Importin-abhdangigen Mechanismus phyA innerhalb weniger Minuten nahezu quantitativ in
den Kern transportieren (Kircher et al. (1999); Hiltbrunner et a/ (2005); Zhou et al. (2005);
Hiltbrunner et al. (2006); Rosler et al. (2007); Helizon et al, unpublizierte Ergebnisse). FHY1
und FHL kdénnen den Kern wieder verlassen und erneut phyA-Molekiile aus dem Cytoplasma
in den Kern transportieren. Die FHY1/FHL-Expression wird zudem durch die
Transkriptionsfaktoren FHY3 und FAR1 reguliert (Lin et a/, 2007). phyB wird indes wesentlich
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langsamer transportiert und die Lokalisation ist nicht so stringent lichtabhangig, wie bei phyA
(auch in D ist ggf. ein geringer Anteil im Zellkern lokalisiert, Kircher et a/. (1999), Kircher et al.
(2002), Gil et al (2000), Yamaguchi et al. (1999), Sakamoto and Nagatani (1996)). phyB wird
lediglich infolge von kontinuierlicher R-Bestrahlung in den Kern transportiert (Gil et a/, 2000;
Kircher et al, 2002). Der phyB-Import ist FHY1/FHL-unabhangig, jedoch geht man davon aus,
dass infolge der Pr-Pfr-Photokonversion ein kryptisches NLS im C-terminalen PAS-Repeat
demaskiert und fir die Erkennung der Importmaschinerie zuganglich gemacht wird (Hisada
et al, 2000; Nagy & Schéfer, 2002; Matsushita et a/, 2003; Chen et a/, 2005). Moglicherweise
Ubernehmen PIFs eine regulatorische Rolle im phyB-Kernimport (Pfeiffer et a/, 2012).

Im Zellkern reprimieren Phytochrome den photomorphogenetischen Repressor-COP1/SPA1-
Komplex, was (im Licht) in einer Akkumulation von Photomorphogenese-férdernden
Transkriptionsfaktoren wie HY5, HYH (HY5-Homolog), LAF1 (LONG AFTER FAR RED LIGHT)
und HFR (LONG HYPOCOTYL IN FAR RED 1) resultiert (Osterlund et a/, 2000; Saijo et al,
2003; Laubinger et al, 2004). Im Dunklen werden diese positiven Regulatoren jedoch mittels
des COP1/SPA-E3-Ubiquitin-Ligasekomplexes zur Degradation im 26S Proteasom markiert.
COP1 scheint in dieser Weise die Photomorphogenese in Abwesenheit von Licht zu
reprimieren. Demnach ist die COPl-abhangige Proteindegradation ein integraler Teil des
Phytochrom-Signalmechanismus, der sich im Licht in einem Abbau von phyA und in
geringem MaBe auch der andern Phytochrome duBert (s.0., Seo et a/ (2004), Sharrock and
Clack (2002)).

Der als phyB-Interaktionspartner identifizierte bHLH-Transkriptionsfaktor PIF3 bindet Pfr-
spezifisch an phyB aber auch phyA (Ni et a/, 1999; Shimizu-Sato et a/, 2002; Huq et al, 2004;
Khanna et al, 2004; Oh et al, 2004; Leivar et al, 2008) und reguliert dadurch Licht-responsive
Gene im Zellkern (Monte et a/, 2004). Moglicherweise sind AS-Reste im N-terminalen Knoten
an der Bindung von PIF3 beteiligt (s. 1.2.1, Kikis et a/ (2009)). Die Licht-induzierte PIF-Pfr-
Interaktion fuhrt zur Phosphorylierung von PIF3 und anschlieBend zu dessen proteolytischen
Abbau im 26S-Proteasom (Bauer et a/, 2004; Al Sady et al, 2006), sodass eine PIF3-
vermittelte Repression von Photomorphogenese-Genen aufgehoben werden kann.
Interessanterweise verbleibt ein gewisser Anteil sowohl von phyA als auch von phyB
konstitutiv im Cytoplasma (Hisada et a/, 2000; Nagy & Schafer, 2002; Résler et al, 2010), was
die Frage aufwirft, was die physiologische Funktion dieser Phytochrom-Subpopulation ist
(s.u.). Ein konstitutiv cytosolischer phyA- und phyB- Interaktionspartner ist PHYTOCHROME
KINASE SUBSTRATE 1 (PKS1), das lichtabhangig von Phytochrom phosphoryliert werden kann
(Fankhauser et al, 1999). Zur Identifikation dieses putativ negativen phyB-Regulators war ein
C-terminales phyA-Fragment bestehend aus den letzten 160 Aminosauren als Bait eingesetzt
worden, aber PKS1 kann ebenfalls in Hefe mit der entsprechenden Region von phyB
interagieren. Mittels /in vitro Pulldown-Assays konnte fiir beide Volllangen-Phytochrome
unabhangig von der Konformation und Chomophor-Assemblierung eine Interaktion mit
Volllangen-PKS1 nachgewiesen werden (Fankhauser et a/, 1999). Die genaue Funktion von
PKS1 in der Phytochrom-Signaltransduktion ist allerdings bislang weitgehend unbekannt.
Moglicherweise wird durch die PKS1-Phosphorylierung eine Kinase-Kaskade in Cytoplasma
und/oder Zellkern induziert, oder alternativ konnte eine Interaktion mit Phytochrom auch
dessen nukledre Translokation verhindern und resultierend daraus phy-Signalling negativ
regulieren (Fankhauser & Chory, 1999; Schepens et al, 2004). Scheinbar ist PKS1 u. A. eine
wichtige Komponente im positiven R-induzierten Wurzelphototropismus (Kiss et a/, 2001;
Kiss et al, 2003; Molas & Kiss, 2008), wobei vorwiegend phyA zwar zu einer RL-induzierten
PKS1-Expression fuhrt, der RL-Phototropismus Defekt von phyA bzw phyB jedoch nicht
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durch eine zusatzliche PKS1-Mutation verstarkt wird (Molas & Kiss, 2008). Hier scheinen phyA
bzw. phyB unabhangig von PKS1 fir den RL-Wurzelphototropismus verantwortlich zu sein
(und umgekehrt). Umgekehrt haben PKS1-Uberexpressoren sogar einen negativen RL-
Phototropismus-Phanotyp sodass PKS1 entweder negativen Phototropismus fordert, oder
positiven Phototropismus inhibiert oder die Balance zwischen beiden Prozessen beeinflusst
(Molas & Kiss, 2008). Viele weitere PKS(1)-Funktionen sind offenbar eher mit BL-Antworten
assoziiert und werden daher in den Abschnitten 1.3.2 und 1.4 betrachtet.

Abgesehen von Signaliibertragung auf Transkriptionsregulations-Ebene gibt es auch
Hinweise auf eine cytoplasmatische Wirkung von phyA in Arabidopsis (Rosler et al, 2007). In
der fhyI /fh/-Doppelmutante ist der nukledre Import von phyA aufgrund des Fehlens von
FHY1 und FHL ausgeschaltet, sodass phyA konstitutiv im Cytoplasma vorliegt. Dennoch
waren bestimmte phyA-abhdangige Antworten (Rotlicht-verstarkter Phototropismus,
AuBerkraftsetzung des Gravitropismus, Inhibition der Hypokotylstreckung) in Blaulicht in
dieser Mutante noch intakt — ganz im Gegensatz zur phyA-Mutante (Rosler et al, 2007). Dies
lasst den Schluss auf eine zusatzliche cytoplasmatische Funktion von phyA in Arabidopsis zu.
Abgesehen davon konnte gezeigt werden, dass phyB die Translation der Protochlorophyllid-
Oxidoreduktase A (PORA) mRNA durch Interaktion mit PENTA1 im Cytoplasma reguliert (Paik
et al, 2012). Es sind auBerdem einige Phytochrom (B)-Antworten bekannt, deren Auftreten
nur schwer durch Genregulation zu erkldren sind, da sie wesentlich schneller auftreten, als
dass ein Kernimport von Phytochrom in dieser Zeit méglich ware (Quail, 1983; Kim et al,
2000): dazu gehdren z.B. Veranderungen von Ionenfliissen (Newman & Briggs, 1972; Racusen
& Satter, 1975) bzw. Membranpotentialen (Tanada, 1968), die im Zeitraum von Sekunden bis
Minuten auftreten (Quail, 1983). Die schnellste bislang bekannte Phytochromantwort ist die
Induktion von Cytoplasmastromungen in Vallisneria innerhalb von 2,5 Sekunden nach
Bestrahlung mit einem Rotlichtpuls (Takagi et a/, 2003). Die Vorbehandlung mit Aktin-
Inhibitoren inhibiert diese Antwort, was darauf hindeutet, dass das Aktin-Cytoskelett
maBgeblich an der Phytochrom-abhangigen Induktion der Cytoplasmastrémung beteiligt ist.

Bislang ist Uber ein cytoplasmatisches Phytochrom-Signalsystem in hoheren Pflanzen relativ
wenig bekannt (Rosler et a/, 2010). Die meisten Komponenten, die direkt oder indirekt an
Phytochromantworten beteiligt sind, sind sowohl im Cytoplasma, als auch im Kern zu finden.
Einige wenige (z.B. PKS1, FIN219 und PATI1) sind konstitutiv cytoplasmatisch lokalisiert
(Fankhauser et a/, 1999; Bolle et a/, 2000; Hsieh et a/, 2000). Letztere kdnnten eine Rolle in
der Phytochrom-Kerntranslokationsmaschinerie spielen oder ausschlieBlich in einem
cytoplasmatischen Signalweg wirken.

Bevor der lichtabhdngige Kernimport und die prominente Rolle von Phytochrom in
Genregulation bekannt war, hat man vor Allem Ca’" eine entscheidende Funktion in der
Phytochrom-Signaltransduktion zugeschrieben (Roux, 1983; Shacklock et a/, 1992; Millar et
al, 1994; Tretyn, 1999). Mikroinjektionsexperimente mit der Tomaten-Chromophor-
Synthesemutante aurea wiesen darauf hin, dass sowohl Hafer-phyA, als auch durch GTPyS,
Ca’* und aktiviertes Calmodulin in der Lagen waren, aurea-Phanotypen zu retten und damit
CAB- und CHS-Expression bzw. Anthocyanin-Synthese und Chloroplastenentwicklung zu
initiieren (Parks et al, 1987; Sharrock et a/, 1988; Neuhaus et a/, 1993; Bowler et a/, 1994).
Dariiber hinaus wird eine Beteiligung von Ca®* durch die Identifikation eines cytoplasmatisch
lokalisierten Calcium-Bindeproteins bestarkt, welches die Phytochrom A Signaltransduktion
moduliert (SUB1, Guo et al/ (2001)). Auch heterotrimere G-Proteine wurden als
Phytochrom A-Effektoren diskutiert, denn die Applikation von ¢cGMP (nicht cAMP!) fihrte
ebenfalls zur CHS-Expression (Neuhaus et a/, 1993). Uberexpressionsstudien der a-
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Untereinheit GPA1 fihrten darliber hinaus zu R- und FR-Hypersensitivitdt (Okamoto et a/,
2001). Bis heute wird allerdings die Involvierung von heterotrimeren G-Proteinen kontrovers
diskutiert, denn Deletionen von Einzelkopie-Genen fiir die G-Protein a- und B-Untereinheiten
(GPAI und AGBI) erzeugten keinen vom Wildtyp abweichenden Hypokotyl-Phanotyp (Jones
et al, 2003). Andererseits deuten neuere Experimente mit gpal, agbl und gpalagpl darauf
hin, dass heterotrimere G-Proteine die Phytochrom-abhangige Keimungs-Induktion
modulieren (Botto et a/, 2009). Abgesehen davon wurde auch ein kleines cytosolisches
GTPase-Aktivator-Protein als Phytochrom-Interaktionspartner identifiziert. Dabei handelt es
sich um PIRF1 (PHYTOCHROME-INTERACTING ROP GUANINE-NUCLEOTIDE-EXCHANGE
FACTOR 1 (RopGEF 1)), welches durch die Aktivierung von ROPs (RHO-LIKE GTPase OF
PLANTS) Licht- und Phytochrom-abhangig Wurzelentwicklung reguliert (Shin et a/, 2010).

1.3 Phototropine

Phototropine (phots) sind Blaulicht- und UV-Rezeptoren und erhielten ihren Namen durch
ihre Funktion im Phototropismus hoherer Pflanzen (Short & Briggs, 1990; Christie et al,
1999). Die Absorptionseigenschaften der Photorezeptoren korrelieren dabei stark mit dem
Wirkungsspektrum der Antwort. Phototropine sind Licht-aktivierte Ser/Thr Proteinkinasen, die
eine BlL-abhangige Autophosphorylierung erfahren. In Arabidopsis existieren zwei
Phototropine (photl und phot2), die eine Vielzahl physiologischer Antworten regulieren, die
vorrangig dazu dienen, die photosynthetische Effizienz zu optimieren. Abgesehen von
Hypokotyl- und Wourzel-Phototropismus regulieren Phototropine auch
Chloroplastenakkumulation (Kagawa et al/, 2001), die Starklicht-induzierte Chloroplasten-
Vermeidungsreaktion (phot2, Kagawa et a/. (2001)), Offnung von Stomata (Kinoshita et al,
2001) und Blattpositionierung, -wachstum und -abflachung (Sakamoto & Briggs, 2002;
Takemiya et al, 2005; Inoue, S et al, 2008b; de Carbonnel et a/, 2010; Han et al, 2013). Was
Phototropismus anbetrifft, ist phot2 vor Allem bei hohen Fluenzraten aktiv, wahrend photl
Uber ein breites Spektrum an Fluenzraten wirksam ist (Liscum & Briggs, 1995; Sakai et al,
2001). Unter schwachen BL-Bedingungen stimulieren photl und 2 redundant die
Chloroplastenpositionierung entlang der rechtwinklig zu der Lichtrichtung liegenden
Zellflanken (Akkumulationsantwort, Sakai et a/ (2001)), wahrend in héheren BL-Intensitaten
vorwiegend die phot2-Aktivierung zu einer Chloroplastenbewegung weg von den belichteten
Flanken fuhrt, um Beschadigungen durch Licht zu verhindern (Chloroplasten-
Vermeidungsreaktion, Jarillo et a/. (2001), Kagawa et a/. (2001), Sakai et al. (2001), Kasahara et
al. (2002)).

1.3.1 Phototropin Struktur und Funktion
Phototropine besitzen eine C-terminale Ser/Thr-Kinasedomane fir den Signal-Output und
zwei spezialisierte N-terminale Chromophor-bindende LOV- (Light Oxygen and Voltage)
Domanen, die durch eine Linker-Sequenz getrennt werden (Huala et al, 1997; Christie et al,
1998; Christie, 2007; Nakasako et al/, 2008). LOV-Domédnen gehodren ebenfalls zur PAS-
Superfamilie (s. 1.2.1). Die Blaulichtperzeption wird durch die beiden LOV-Domanen
vermittelt, die im inaktiven Grundzustand je einen oxidierten Flavin Mononukleotid- (FMN)
Chromophor nicht-kovalent gebunden haben (Christie, 2007). Lichtabsorption fihrt zu einem
reversiblen Photozyklus: zur Ausbildung einer kovalenten Bindung des FMN an einen
konservierten Cysteinrest (Salomon et al/, 2000; Swartz et a/, 2001). Das FMN-Cysteinyl-
Addukt reprasentiert den aktiven Signalzustand, der zu Photorezeptor-Aktivierung fihrt, es
ist jedoch nicht in der Lage, Blaulicht zu absorbieren. In Dunkelheit findet eine
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vergleichsweise langsame Reversion zum inaktiven Zustand statt (Christie et a/, 2012).
Analysen von Mutanten der konservierten FMN-bindenden Cysteine und andere Struktur-
Funktions-Analysen gaben Aufschluss ber LOV1- und LOV2-spezifische Funktionen in der
Regulation der phot-Aktivitat: LOV2 ist demnach flr Lichtperzeption und die essentielle
lichtabhdngige Autophosphorylierung zustandig (Cho, HY et a/, 2007; Jones et al, 2007) und
wirkt in Dunkelheit reprimierend auf die phot-Aktivitat (Kaiserli et a/, 2009). Die Funktion der
LOV1-Domaéne ist weniger klar, aber es wird ihr eine modulierende Rolle fir die LOV2-
Photoreaktivitdt und in der Rezeptor-Di-/Multimerisierung zugeschrieben (Christie et al,
2002; Salomon et al, 2004; Nakasako et al/, 2008; Sullivan et a/, 2008; Okajima et al, 2014).
LOV2 und die Kinasedomane werden als Haupt-Regulatoren der Phototropin-Aktivitat
betrachtet (Christie, 2007; Nakasako et a/, 2008). In Dunkelheit nimmt die N-terminale
photosensorische  Domane (LOV1+2) moglicherweise eine  geschlossene/inaktive
Konformation in Relation zur Kinasedomane ein, sodass LOV2 und benachbarte
regulatorische Sequenzen die Phototropin-Kinaseaktivitat sterisch reprimieren kénnen. BL-
Absorption durch LOV2 fihrt nach der Cysteinyl-Addukt-Bildung zu einer
Konformationsanderung vor Allem einer LOV2-Core-flankierenden a-Helix (Ja), die die
Repression der Kinaseaktivitat aufhebt (Harper et a/, 2004; Freddolino et a/, 2013). Die
Kinasedomane kann anschlieBend ATP binden und eine Autophosphorylierung vermitteln
(Pfeifer et al, 2010). Phosphoryliertes Phototropin wird gemeinhin als die aktivierte Version
des Photorezeptors betrachtet (Christie, 2007), was auch Mutationsanalysen von
Autophosphorylierungs-Stellen nahelegen (Salomon et a/, 2003; Inoue, S et al/, 2008a;
Sullivan et a/, 2008).

1.3.2 Phototropin Signalling

Die Photoaktivierung des Rezeptors resultiert zunadchst in Autophosphorylierung von
multiplen Serinresten (Christie et al, 2015), wobei je zwei Serinreste im Kinasedomanen-
Activation-Loop/T-Loop die wichtigste Rolle fiir phot-Signalling spielen konnten (Inoue, S et
al, 2008a; Inoue et al, 2011). Manche der verbleibenden Serinreste werden scheinbar
Fluenzratenabhangig autophosphoryliert (Salomon et al/, 2003), was ggf. unterschiedliche
Signale und damit verschiedene physiologische Antworten ermdglichen kénnte.

Wie Phytochrom wird auch Phototropin lichtabhdngig kompartimentiert: wahrend phot in
Dunkelheit Plasmamembran- (PM) assoziiert (aber kein integrales Membranprotein) ist
(Sakamoto & Briggs, 2002; Kong et al, 2006), fihrt die Bestrahlung mit BL zu einer
Internalisierung von photl ins Cytoplasma (Wan et a/, 2008; Kaiserli et a/, 2009) bzw. von
phot2 in den Golgi-Apparat (Kong et al, 2006; Kong et al, 2007; Aihara et a/, 2008; Aggarwal
et al, 2014). Scheinbar findet die photl-Internalisierung Uber einem Clathrin-vermittelten
Endocytose-Mechanismus statt (Kaiserli et a/, 2009; Roberts et a/, 2011). Die Ablésung beider
Phototropine von der PM kann RL- / phyA-abhadngig und durch die Hemmung der
Kinaseaktivitat inhibiert werden (Kong et a/, 2006; Kong et al, 2007; Han et al, 2008; Kaiserli
et al, 2009; Aggarwal et al, 2014). Wie genau die PM-Lokalisation vermittelt wird und welche
physiologische Relevanz die Internalisierung hat, ist bis dato unbekannt. Vermutlich kommt
die PM-Assoziation durch eine Interaktion mit einem oder mehreren Ankerproteinen bzw.
einer Membran-assoziierten Signalkomponente zustande (Sakamoto & Briggs, 2002), wobei
wahrscheinlich das C-terminale Ende des Phototropins fiir die PM-Assoziation verantwortlich
ist (Kong et al, 2013a). Das Licht-induzierte Phototropin-T7rafficking koénnte evtl.
Signalfunktionen ibernehmen (mdglicherweise wird zumindest der photl-vermittelte
Phototropismus durch die Internalisierung moduliert (Wan et al/, 2008)), oder an anderen
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Prozessen, wie Desensibilisierung oder Adaption beteiligt sein. Zusatzlich zur PM-Lokalisation
sind beide Arabidopsis-Phototropine (v.A. phot2) auch (mittels ihres C-Terminus) auf der
AuBenseite der Chloroplasten lokalisiert, was in Einklang mit ihrer Funktion in Chloroplasten-
Photorelokation steht (Kong et a/, 2013a; Kong et a/, 2013b).

Sowohl fir Phototropismus als auch Chloroplasten-Photorelokalisierung scheinen die
entsprechenden Membranassoziationen der beiden Phototropine von Bedeutung zu sein. Die
Chloroplastenbewegung bendtigt verschiedene Komponenten, die an Lichtwahrnehmung
durch Phototropine und an Chloroplasten-(cp)-Aktin-abhangigen Bewegungen beteiligt sind
(Kong & Wada, 2011), darunter WEAK CHLOROPLAST MOVEMENT UNDER BLUE
LIGHT / PLASTID MOVEMENT IMPAIRED 2 (WEB1/PMI2, Kodama et a/. (2010)), KINESIN-LIKE
PROTEINS FOR ACTIN-BASED CHLOROPLAST MOVEMENT (KACs, Suetsugu et a/. (2010)), das
Aktin-blndelnde PM-Protein THRUMIN1 (Whippo et a/, 2011; Suetsugu et a/, 2016) und
CHLOROPLAST UNUSUAL POSITIONING 1 (CHUP1, Schmidt von Braun and Schleiff (2008)).
Das in der duBeren Chloroplastenmembran-lokalisierte Aktin- und Profilin-bindende CHUP1
vermittelt die Verankerung von Chloroplasten an der PM (Oikawa et a/, 2003; Oikawa et al,
2008; Schmidt von Braun & Schleiff, 2008) und reguliert zusammen mit WEB1/PMI2 die
schnelle Reorganisation von cp-Aktin-Filamenten in der Chloroplasten-Peripherie in PM-
Nahe (Kadota et a/, 2009; Kodama et a/, 2010).

Unilaterale B-Bestrahlung resultiert in einem Lichtgradienten entlang des Pflanzenk&rpers. Fir
die BL-abhangige phototrope Umorientierung der Wuchsrichtung wird das Phytohormon
Auxin von der belichteten Seite lateral zur beschatteten Seite transportiert und fihrt zu einer
differentiellen Auxin-stimulierten Zell-Elongation auf der beschatteten Organseite und somit
zur Krimmung von Coleoptilen bzw. Sprossachsen in Richtung des Lichts (positiver
Phototropismus, Went and Thimann (1937)). Dabei muss zumindest der zelluldare Auxin-
Export durch Transporter vermittelt werden (Goldsmith, 1977). Dafiir sind zum einen PIN-
FORMED- (PIN) und zum anderen A7P-Binding Cassette B (ABCB)-Proteine verantwortlich.
Von den acht Arabidopsis PINs kdnnen die kanonischen meist asymmetrisch PM-lokalisierten
Auxin-Efflux-Carrier PIN 1-4 und 7 zu phototropen Antworten (unter spezifischen
Bedingungen) beitragen (Christie 2011, Ding 2011 (Ding et al, 2011; Haga & Sakai, 2012;
Willige et a/, 2013). In D-gewachsenen Arabidopsis-Keimlingen ist PIN3 beispielsweise apolar
in Hypokotyl- bzw. Wurzelzellen lokalisiert, erfahrt jedoch infolge einer phototropen
Stimulation eine polare Relokalisierung zu den lateralen Flanken spezifischer Zellen, was sich
ebenfalls graduell von einer auf die andere Seite des Keimlings unterscheidet (Friml et al,
2002; Ding et al, 2011; Kleine-Vehn et a/, 2011; Zhang et al, 2013). Die asymmetrische PIN3-
Verteilung sowohl innerhalb einzelner Endodermzellen, als auch zwischen belichteten und
beschatteten Seiten des Keimlings resultiert in einem Trans-Hypokotyl-Auxin-Gradient, der in
photI komplett aufgehoben werden kann (Ding et a/, 2011). Lediglich drei der 21 Mitglieder
der ABCB-Familie konnen Auxin transportieren (1,4 &19, Peer et al (2011)), wobei diese
scheinbar nicht polar lokalisiert sind (Cho, M et al, 2007; Wu et al, 2007). ABCB1 und 4 sind
im Gegensatz zu ABCB19 nicht an Phototropismus beteiligt. Im Gegensatz zu pin-Loss-Of-
Function-Mutanten zeigen abcbl9 Mutanten interessanterweise einen verstarkten
Phototropismus (Noh et a/, 2003; Nagashima et a/, 2008). Mdoglicherweise fungiert ABCB19
zusammen mit PIN1 in longitudinalem Auxintransport, indem es die PIN-
Membranlokalisation stabilisiert (Blakeslee et a/, 2007). Verlust oder Inhibition der ABCB19-
Funktion konnte in diesem Modell zu einer erhdhten Auxinkonzentration infolge des
inhibierten basipetalen Auxintransportes fiihren (Christie et a/, 2011). Dies resultiert in einem
steileren Trans-Hypokotyl-Auxingradient und damit in einer starkeren phototropen Antwort.
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Leider kénnen durch dieses Modell nicht alle phototropen Antworten erklart werden, was die
Involvierung weiterer Komponenten nahelegt (Christie et a/, 2011). Auxin-Sensing und die
Initiierung von Phototropismus wird von dem Auxinrezeptor TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE1/AUXIN SIGNALING F-BOX (TIRL/AFB) und ggf. auch von AUXIN-BINDING
PROTEIN1 (ABP1) vermittelt. Transkription Auxin-responsiver Gene wird mittels Degradation
von AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID- (Aux/IAA)-Proteinen reguliert (Chapman & Estelle, 2009;
Moller et al, 2010).

Fir Phototropine wurden dariiber hinaus diverse mogliche Signalkomponenten und
Interaktionspartner identifiziert, deren Bindung z.T. vom Phosphorylierungsstatus der
Serinreste im Phototropin abhangt, wie im Fall von regulatorischen 14-3-3-Proteinen (Inoue,
S et al, 2008a; Sullivan et a/, 2009). Mutation einer 14-3-3-Bindestelle im phot2-C-Terminus
beispielsweise fihrt zu Defekten in phot2-vermittelter Stomatadffnung (Tseng et a/, 2012)
und deutet somit auf eine Signalfunktion von 14-3-3 Proteinen in der phot-
Signaltransduktion hin. Photl-Signalling beinhaltet auch die BL-abhangige Mono-/Multi- und
Polyubiquitinierung einer a-Helix in der LOV2-Domane und somit ggf. die proteasomale
Degradation in Starklicht-Bedingungen (Roberts et a/, 2011; Deng et al/, 2014). Die
Ubiquitinierung bendtigt den konstitutiv PM-lokalisierten photl-Interaktionspartner NON-
PHOTOTROPIC HYPOCOTYL3 (NPH3), welcher wahrscheinlich als Teil eines Cullin-3-basierten
E3-Ubiquitin-Ligasekomplex fungiert (Motchoulski & Liscum, 1999; Roberts et a/, 2011; Wan
et al, 2012). NPH3 ist eine essentielle Signalkomponente sowohl fir photl-abhdngigen
Schwachlicht- als auch fir photl/phot2-abhangigen Starklicht-Phototropismus (Motchoulski
& Liscum, 1999; Roberts et al, 2011). Die Signalwirkung von NPH3 scheint dabei vom
Phosphorylierungstatus abzuhangen, denn NPH3 liegt in D phosphoryliert vor, wahrend in BL
eine dephosphorylierte Isoform dominiert. Die Konversion von Dunkel- zu Licht-Isoform ist
photl-abhangig, aber (De)phosphorylierung von NPH3 wird von weiteren
Phosphatasen/Kinasen vermittelt (Pedmale & Liscum, 2007; Hoehenwarter et al/, 2013). Der
putative phototrope Repressor ENHANCED BINDING1 (EHB1) wurde als NPH3-
interagierendes Protein identifiziert und besitzt Ca’*-bindende GTPase-aktivierende
Eigenschaften (Knauer et al/, 2011), was maoglicherweise mit Erkenntnissen von Zhao und
Mitarbeitern (2013) korreliert. In Arabidopsis Hypokotylen konnte ein transienter Anstieg der
cytosolischen Ca”*-Konzentration unter High-Intensity-Blaulicht beobachtet werden, was
scheinbar mit phot2-abhangigem Phototropismus verknipft ist (Zhao et a/, 2013).

Bei ROOT-PHOTOTROPISM2 (RPT2) handelt es sich vermutlich um eine phot(2)-
Signalkomponente im Starklicht-BL-Phototropismus (Sakai et a/, 2000). RPT2 ist ebenfalls
PM-lokalisiert und kann sowohl mit phot, als auch mit NPH3 interagieren, wobei die
letztgenannte Dimerisierung Uber die BTB (Broad Complex, Tamtrack, Bric-a-Brac)-Domanen
von RPT2 und NPH3 vermittelt wird (Inada et a/, 2004). Evtl. bindet das RPT2/NPH3-Dimer
(wie andere BTB-Proteine auch) in Starklicht an ihren Cullin-RING-Ubiquitin-Ligasekomplex,
wahrend NPH3 in schwachem Blaulicht ggf. alleine bindet (Hohm et a/, 2013).

Abgesehen davon werden sowohl der oben bereits erwdahnte Auxin Efflux- Carrier ABCB19, als
auch PKS-Familienmitglieder phot-abhangig phosphoryliert. ABCB19 wird durch die photl-
abhéngige Phosphorylierung inhibiert (Christie et al, 2011), was zu einer verstarkten
phototropen Antwort fihrt (s.0.). In Arabidopsis existieren vier PKS-Proteine (de Carbonnel et
al, 2010). PKS1, 2 und 4 wurden alle mit photl-vermittelten BL-Prozessen in Verbindung
gebracht, inklusive Hypokotyl- und Wurzelphototropismus, Blattabflachung, und
-positionierung (Lariguet et al, 2006; Boccalandro et al, 2008; de Carbonnel et a/, 2010).
PKS1 interagiert mit phots und NPH3 /n p/anta (Lariguet et al, 2006) mit Auxin-Efflux- Carrier
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PIN1 und dem Ca?**-bindenden Protein CALMODULIN4, was mdglicherweise eine Rolle in
Starklicht-BL-Phototropismus spielt (Zhao et al, 2013). Der photl-Interaktionspartner PKS4
wird BL- und photl-abhangig phosphoryliert und beeinflusst Phototropismus abhangig vom
Phosphorylierungsstatus positiv oder negativ (Demarsy et al, 2012; Kami et al, 2014),
moglicherweise indem Auxin Signalling oder lateraler Transport differentiell reguliert werden.
(Kami et a/, 2014).

1.4 Hinweise fir Phytochrom-Phototropin Ko-Aktion in h6heren
Pflanzen
Die phototrope Umorientierung der Wuchsrichtung wird nicht alleine durch BL /
Phototropine vermittelt. Auch den BL-perzipierenden Cryptochromen und interessanterweise
sogar den Phytochrom-R/FR-Rezeptoren kommt eine modulierende Rolle zu (Goyal et al,
2013; Liscum et a/, 2014). Phys und crys beeinflussen Phototropismus indirekt, indem sie den
negativen Gravitropismus im Licht inhibieren (lino, 2006). Obwohl der Phytochrom-Effekt
nicht essentiell fir Phototropismus ist (vgl. Studien mit einer phy-Quintuple-Mutante,
Strasser et al. (2010)), scheint phyA der Hauptakteur in der R-abhangigen Modulation des BL-
Phototropismus zu sein, was u. A. Analysen einer phyB/phyC/phyD/phyE- Quadruple-Mutante
nahelegen (Strasser et al, 2010). Zudem zeigt phyA alleine schon einen phototropen Defekt
in BL (Parks et al, 1996; Lariguet & Fankhauser, 2004), was darauf hinweist, dass auch fur den
BL-Phototropismus Phytochrom (Pfr induziert durch BL) notwendig ist. Dies erganzt vorherige
Beobachtungen, denen zufolge der BL-vermittelte Phototropismus durch Rotlichtpulse, die
vor einer Blaulichtbehandlung gegeben werden, phyA-abhangig verstarkt werden kann (Parks
et al, 1996; Janoudi et a/, 1997; Stowe-Evans et a/, 2001; Han et a/, 2008). Rosler et a/. (2007)
waren die Ersten, die in diesem Zusammenhang eine cytoplasmatische Funktion von phyA bei
der RL-abhangigen Modulation des BL-Phototropismus vorschlugen, da diese und andere
phyA-abhdngige BL-Antworten (Inhibition der Hypokotyl-Elongation, Aufhebung des
negativen Gravitropismus) in der fhyI /fh/-phyA-Kernimportmutante noch intakt waren (s.
1.2.2). Dies ist vermutlich korreliert mit der ebenfalls phyA-abhdngigen, FR-reversiblen
Retention von Phototropin an der Plasmamembran infolge einer R-Vorbehandlung vor einem
BL-Puls (Stowe-Evans et a/, 2001; Han et a/, 2008). Dies erhoht die Sensitivitat fur einen
phototropen unilateralen BL-Stimulus und resultiert in einer starkeren phototropen Antwort.
Maoglicherweise stellt auch die Regulation des PKS4-Phosphorylierungsstatus eine Rolle von
cytoplasmatischen Phytochromen dar, denn die photl/BL-abhédngige Phosphorylierung kann
durch Typ 2 Phosphatasen revertiert werden, was durch Phytochrome verstarkt werden kann
(Demarsy et al, 2012). Die PKS4-Dephosphorylierung konnte somit ebenfalls zu einer
Verstarkung der phototropen Antwort flhren. Auch andere BL-/ Phototropin-abhangige
Antworten, werden durch Phytochrom moduliert: so beeinflusst phyB zum Beispiel die
photl- und phot2-vermittelte Inhibition der Chloroplasten-Vermeidungsreaktion in starkem
Blaulicht (Luesse et a/, 2010; Han et al, 2013). Des Weiteren werden auch die BL-induzierte
Stomatadffnung und Blattabflachung durch Phytochrome moduliert (Inoue, Si et a/, 2008; de
Carbonnel et al, 2010; Wang et al, 2010; Harada et a/, 2013).
Ein interessanter Hinweis auf eine phy-phot-Ko-Aktion ist zudem, dass manche phy- bzw.
phot-Interaktionspartner/Signalkomponenten in der Lage sind, mit dem jeweils anderen
Photorezeptor zu interagieren: dies ist mindestens der Fall fur PKS1 (s. 1.2.2, Fankhauser et a.
(1999), Lariguet et al. (2006), de Carbonnel et al. (2010); Zhao et a/. (2013)) und NPH3 (s. 1.3.2,
Lariguet et al. (2006), de Carbonnel et al (2010), Roberts et a/ (2011)). Beide Proteine sind
essentiell fur BL-abhadngigen Hypokotyl-Phototropismus, kdnnen zusatzlich miteinander
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interagieren (s.0.) und sind wahrscheinlich wie Phototropin Membran-assoziierte Proteine
(Lariguet et al, 2006). Moglicherweise konnten diese Proteine somit auch eine
teilweise/temporare PM-Lokalisation von phyA vermitteln. PKS1 ist darUber hinaus auch
essentiell fiir BL-abhangigen negativen Wurzelphototropismus in Arabidopsis — eine Antwort
die ebenfalls von phyA abhadngt (Boccalandro et a/, 2008).

Maoglicherweise ibernimmt Phytochrom auch nukledre Funktionen bei der Modulation des
BL-Phototropismus. Detailliertere Untersuchung des R-verstarkten BL-Phototropismus der
fhyI /fh/-Mutante wiesen darauf hin, dass er zwar robust jedoch verlangsamt ablauft, woraus
die Autoren schlussfolgerten, dass der Effekt ggf. aus dem Verlust nukledrer phyA-Funktionen
resultiert (Kami et a/, 2012). Umgekehrt zeigte konstitutiv nukleares phyA einen verstarkten
und schnelleren photl-abhangigen Phototropismus. Dies konnte damit zusammenhangen,
dass die Expression transkriptioneller Regulatoren der phyA-Signaltransduktion/friiher
Phototropin-Signalkomponenten, die fiir normalen Phototropismus bendtigt werden durch
phyA reguliert wird. Dazu gehoren PIF4, PIF5, RPT2, PKS1 und ABCB19 (Lariguet et a/, 2006;
Nagashima et al, 2008; Stone et a/, 2008; Tsuchida-Mayama et al, 2010; Kami et al, 2012;
Sun et al, 2013). Die BL-induzierte Expression von PKS1, die ggf. dem BL-Wurzel-
Phototropismus vorhergeht ist dartiber hinaus ebenfalls phyA-abhangig (Lariguet et a/, 2006;
Boccalandro et al, 2008). Ein RPT2-Uberexpressor ist interessanterweise in der Lage,
phototrope Defekte einer phyA /phyB-Doppelmutante (und einer phyA /cryl /cryZ -Triple-
Mutante) auszugleichen, was darauf hindeutet, dass die phy- (und cry-) abhangige
Modulation Uber die BL-induzierte RPT2-Expressionsregulation vermittelt wird (Sakai et a/,
2000; Tsuchida-Mayama et al, 2010). ABCB19-Akkumulation scheint indes Phytochrom- und
Licht-abhangig inhibiert zu werden (Nagashima et al/, 2008). Zusatzlich zu der photl-
vermittelnden inhibierenden Phosphorylierung von ABCB19 (s. 1.3.2) resultiert dies in einer
starkeren phototropen Antwort (Christie et a/, 2011). Dennoch zeigt fhy1 /fh/I” eine starkere
phototrope Antwort, als phyA, wofir es mindestens zwei mdgliche Erklarungen gibt: erstens
die phyA-abhdngige Genregulation ist trotz der Mutation z.T. noch intakt (Kami) oder phyA
hat eine zusatzliche Signalfunktion im Cytoplasma (Rdsler). Zusammenfassend ist es
wahrscheinlich, dass Phytochrome auf diversen Ebenen Einfluss auf Phototropismus nehmen
und dabei sowohl im Zellkern als auch im Cytoplasma wirksam sind.

1.5 Physcomitrella patens als Modellorganismus
Moose werden aufgrund ihrer vergleichsweise einfachen Morphologie, ihres relativ simplen
Entwicklungsmusters und ihrer evolutiondren Stellung als niedere Pflanzen bezeichnet (Wada
& Kadota, 1989). Diese Simplizitat bei gleichzeitiger verwandtschaftlicher Ndhe zu héheren
Pflanzen (Nishiyama et a/, 2003) machen Moose als Modellorganismen zur Erforschung
entwicklungsbiologischer Prozesse besonders interessant (Cove et a/, 2006). Das Laubmoos
Physcomitrella patens hat sich wahrend der letzten Jahrzehnte als Moos-Modellorganismus
verdient gemacht: zur Erforschung von Evolution der Landpflanzen, Entwicklung (Zellpolaritat
Cove (2000)), Spitzenzellwachstum, lichtabhangige Regeneration (Jenkins & Cove, 1983a)
Phytohormonen (Ashton et a/, 1985) und Physiologie (Photo-, Polaro- und Gravitropismus
(Jenkins & Cove, 1983b; Jenkins & Cove, 1983c; Jenkins et a/, 1986)) wurde dieses Moos
vielfach eingesetzt. Eine besonders vorteilhafte Eigenschaft fir die Analyse von
Genfunktionen mittels reverser Genetik ergibt sich aus der Tatsache, dass in Physcomitrella
das gezielte Ausschalten von Genen (Gene Targeting) durch effiziente homologe
Rekombination mdglich ist (Schaefer & Zryd, 1997). Dies ist in Physcomitrella etabliert und
bislang in keiner anderen Landpflanze mit vergleichbarer Effizienz mdglich (Hanin et a/,
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2001). Das Laubmoos Physcomitrella patens hat in diesem Zusammenhang in jlingerer
Vergangenheit deutlich an Popularitdét gewonnen so dass detaillierte Informationen Uber
Stoffwechsel- und Hormonphysiologie (z.B. Repp et al. (2004)) sowie Uber Photorezeptoren
und lichtabhdngige Prozesse in Physcomitrella erhalten werden konnten (Hofmann et a/,
1999; Mittmann et al, 2004). Moosprotonemata sind aus photobiologischer Sicht besonders
interessant, da die phototrope Steuerung der Wuchsrichtung von Protonema-Spitzenzellen in
Moosen rotlichtabhédngig erfolgt und durch Phytochrom gesteuert wird (Mittmann et a/,
2004). Die Eigenschaft aus einfach strukturierten Geweben (z.B. zweidimensionalen
Zellschichten) oder gar wie im Falle der Protonemata aus linearen Zellreihen (ohne
Lichtstreuungseffekte durch benachbarte Zellen im Gewebe) zu bestehen macht Moose
besonders geeignet fir Untersuchungen der Auswirkungen von Licht auf die Morphogenese
und Tropismen der Pflanzen (Wada & Kadota, 1989).

Die dominante Phase im kurzen Lebenszyklus (ca. 3 Monate) stellt die haploide Generation
des Gametophyten dar. Dies macht Moose und damit auch Physcomitrella zu exzellenten
Modellorganismen fir die moderne molekulare Physiologie, da durch die Dominanz der
haploiden Generation eine Einfihrung von Mutationen bereits nach der Mutagenese
innerhalb der ersten Tochtergeneration unmittelbar als Phanotyp sichtbar wird (Cove, 2005).
Dies ist bei hoheren Pflanzen durch deren dominante diploide Generation nicht moglich. Hier
sind Rickkreuzungen zur Erzeugung eines homozygoten Genotyps notwendig. Zutraglich ist
sicherlich auch die Tatsache, dass die Pflanzen einfach protoplastiert, mittels PEG oder
Particle Inflow Gun (PIG) transformiert und aus Protoplasten regeneriert werden kdnnen
(Grimsley et al, 1977; Schaefer et al, 1991; Sawahel et a/, 1992).

Die haploide Phase wird nur kurz durch eine diploide Sporophytengeneration unterbrochen,
aus deren Sporen die ebenfalls haploiden filamentdsen Protonemata hervorgehen. Bei
Protonemata werden anhand der Morphologie grundsatzlich zwei Zelltypen unterschieden:
die eher kurzen, Chloroplasten-reichen Chloronemata und die Chloroplasten-armen
longitudinal verlangerten Caulonemata mit schragen Wanden zwischen den filament&sen
Zellen. Der Ubergang von Chloro- zu Caulonemata wird dabei durch Licht, Versorgung mit
Kohlenhydraten und Phytohormone reguliert. Durch Cytokinine wird die Differenzierung von
Knospen induziert, aus denen sich anschlieBend der blattrige Gametophor entwickeln kann.
Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der geringen GroBe des Genoms (ca. 28000 Gene auf 27
Chromosomen) und insbesondere aus dem komplett sequenzierten Genom (Rensing et al,
2008). Dies macht den Einsatz bestimmter molekularbiologischer Methoden, wie sie auch in
dieser Arbeit angewendet werden, erst moglich. Mit Hilfe bioinformatischer Methoden
kénnen so Gene auch /n silico identifiziert und untersucht werden.

1.5.1 Rotlichteffekte in Moosen
RL hat Einfluss auf Wachstum und Entwicklung in allen Stadien im Moos- Lebenszyklus, wobei
weniger Uber Gametophoren und nichts Uber Sporophyten bekannt ist (Schafer & Nagy,
2006). So ist die Sporenkeimung induzierbar durch RL und BL und revertierbar durch FR
(Cove et al, 1978; Schild, 1981). Die Regeneration und die Richtung des Auswuchses von
Protoplasten zu Protonemata ist in Ceratodon purpureus und Physcomitrella patens ebenfalls
lichtabhangig: sowohl RL as auch BL tragen dazu bei (Jenkins & Cove, 1983a; Cove et a/,
1996). Zudem sind RL und BL an Zelldifferenzierungsprozessen beteiligt: u. A. fordert RL
Chloronemadifferenzierung (wdhrend in D nur Caulonemata wachsen konnen), die
Verzweigung von Filamenten und auch die Differenzierung von Knospen an Protonemata
(Jenkins & Cove, 1983a; Imaizumi et al, 2002; Uenaka et a/, 2005; Uenaka & Kadota, 2008).
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Chloroplastenbewegung ist fast in allen Spezies lichtabhangig, wird in Funaria und Ceratodon
durch BL (nicht durch RL, (Voerkel, 1933; Kagawa, 2003)) und in Physcomitrella, den Algen
Mesotaenium caldariorum & Mougeotia scalaris und dem Farn Adjantum durch RL und BL
hervorgerufen (Kraml, 1994; Herrmann & Kraml, 1997; Kadota et a/, 2000). In Dunkelheit
wachsen Moose negativ gravitrop (Jenkins et al, 1986; Schwuchow et a/, 1995; Schwuchow et
al, 2002), wahrend die Wuchsrichtung in Licht abhdngig von der Wellenlange und
Lichtrichtung ist. In BL findet eine Inversion des Gravitropismus statt (Lamparter et al, 1998),
wahrend Gravitropismus in RL inhibiert wird (Lamparter et a/, 1996). Meist (je nach Spezies,
Wachstum und Lichtbedingung) findet positiver in manchen Fallen auch negativer
Phototropismus in Folge eines unilateralen Lichtreizes statt. In vielen (Farn- und Moos-)
Spezies ist Phototropismus RL-/phy-reguliert, wie zB. in Adiantum, Physcomitrium
turbinatum, Ceratodon purpureus, und auch in Physcomitrella patens (Binning & Etzold,
1958; Nebel, 1968; Kadota et a/, 1982; Hartmann et a/, 1983; Jenkins & Cove, 1983c; Demkiv
et al, 1998; Esch et al, 1999). Die Vermittlung von Phototropismus durch RL/Phytochrom ist
im Vergleich zu héheren Pflanzen eine Besonderheit: wahrend Phototropismus in hdheren
Pflanzen durch Blaulicht/Phototropin induziert/reguliert wird (s. 1.3), wird dieser Effekt in
Moosen von Rotlicht hervorgerufen und von Phytochromen vermittelt (Jenkins & Cove,
1983b; Jenkins & Cove, 1983c) was die FR-Revertierbarkeit der Antwort nahelegt (Mittmann
et al, 2004). Sowohl in primaren Physcomitrella Chloronemata, als auch in D-adaptierten
Caulonemata ist der RL-Phototropismus Fluenzraten-abhdngig (Jenkins & Cove, 1983c;
Mittmann et al, 2004). Phototropismus ist in Physcomitrella jedoch nicht durch BL induzierbar
(Mittmann et al. (2004) und eigene Beobachtungen). Der RL-Polarotropismus (Wachstum in
Abhangigkeit vom elektrischen Vektor von linear polarisiertem Licht) findet entweder parallel
oder rechtwinklig zur Polarisationsebene statt (rechtwinklig z.B. in Dryopteris (Etzold, 1965)),
Sphaerocarpos (Steiner, 1969), Adiantum (Wada & Staehelin, 1981) und Ceratodon
(Mittmann et al, 2009)). In Physcomitrella ist auch der Polarotropismus Fluenzraten-abhangig
und fuhrt entweder zu paralleler oder rechtwinkliger Orientierung der Protonemata (Jenkins
& Cove, 1983c; Mittmann et a/, 2004).

1.5.2 Physcomitrella und Phytochrom
Phytochromeffekte in Moosen sind ebenso vielfaltig und komplex wie in hoheren Pflanzen. In
Moosen ist gravitropes Wachstum (Jenkins et al, 1986), Phototropismus von Protonemata
und Gametophoren (Jenkins & Cove, 1983c; Cove & Knight, 1987), Polarotropismus (Jenkins
& Cove, 1983b; Jenkins & Cove, 1983c; Mittmann et a/, 2004), Sporenkeimung (Cove et a/,
1978), die Vermeidungsreaktion der Chloroplasten (Kadota et a/, 2000; Sato et al, 2001;
Uenaka & Kadota, 2007) und die Regeneration neuer Protonemata aus Moos-Protoplasten
(Jenkins & Cove, 1983a) RL-abhangig durch Phytochrom reguliert (s. auch 1.5.1). Eine
Phytochrom-Chromophor-Biosynthese-Doppelmutante konnte darliber hinaus eine ganze
Reihe an Phytochrom-Effekten in Wachstum und Entwicklung aufzeigen (Chen et a/, 2012).
So wiesen Protonemata der Doppelmutante eine Wachstums-Hemmung in R (und schwacher
in WL) und geringere Chlorophyligehalte auf (wahrscheinlich durch negative Feedback-
Regulation durch erhéhte Ham-Level). Gametophoren wachsen in WL vergleichsweise lang,
zeigen in R aber einen verkirzten Stamm und reduzierte Phyllid-Entwicklung im Vergleich
zum Wildtyp (und Einzel-KOs, Chen et al (2012)). In der Tat war die Mutante komplett
aphototrop in Bezug auf RL (zw. 0,15 und 15 pymol / m?s).
In Physcomitrella patens existieren sieben Phytochromsequenzen und eine Phytochrom-
ahnliche Sequenz; vier davon (PHY1-4) waren bereits vor Veroffentlichung des sequenzierten
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Genoms im Jahr 2007 bekannt und physiologisch untersucht (Mittmann et al/, 2004), vier
weitere (PHY5a-c und PHY-//ke) wurden erst danach durch /n silico-Analyse identifiziert. Dies
entspricht der doppelten Anzahl an Phytochromgenen von Ceratodon, was wahrscheinlich in
einer Genomduplikation seinen Ursprung findet (Rensing et a/, 2007; Rensing et a/, 2008;
Mittmann et al, 2009). Physcomitrella Phytochrome besitzen eine konservierte
Doménenstruktur im Vergleich zu Phytochromen hoherer Pflanzen (Kolukisaoglu et a/, 1993).
Auch sie binden Phytochromobilin als Chromophor, was ihnen ahnliche spektrale
Eigenschaften wie Angiosperm-Phytochromen verleiht (Mittmann et a/, 2004). Andererseits
bilden die PHY-Gene zusammen mit anderen Moosphytochromen eine eigene Klade im
phylogenetischen Stammbaum (Mittmann et a/, 2009). Innerhalb dieser Klade gruppieren die
Ceratodon purpureus (Cp) Gene CpPHY1, CpPHY2, PpPHY1 und PpPHY3 bzw. PpPHY2 und
PpPHY4 zusammen. Die verbleibenden Physcomitrella PHY-Gene bilden eine Subgruppe mit
CpPHY3 und CpPHY4 (Mittmann et al, 2009). Entsprechend dieser Gruppierung weisen die
ersten vier Physcomitrella PHY-Gene unterschiedliche Licht-abhangige Expressionsverhalten
auf: wahrend PHYZ und -4 scheinbar durch Licht induziert werden kénnen (also wie TyplI-
Phytochrome lichtstabil sind), sind PHYZ und 3 mRNAs abundanter in D (Mittmann et a/,
2004). Eine neuere Studie konnte zeigen, dass auch PHY5a exprimiert wird (Possart &
Hiltbrunner, 2013), allerdings ist bisher unbekannt, welche physiologische Funktion die
Phytochrome 5a-c erfillen. PHYI-4 hingegen wurden mittels Gene Targeting ausgeschaltet
und anschlieBend die resultierenden Knockout- (KO) Mutanten physiologisch untersucht
(Mittmann et al, 2004). Dabei fiel besonders der Phanotyp der Phytochrom 4-Mutante auf.
Deren Protonemata-Spitzenzellen waren nicht in der Lage, Richtung und Polarisation des
eingestrahlten Rotlichtes wahrzunehmen und darauf mit einer gerichteten Krimmung der
dunkeladaptierten Protonemata-Spitzenzellen zu reagieren. Abhangig von der Fluenzrate des
eingestrahlten Rotlichtes zeigten dunkeladaptierte Physcomitrella Wildtyp-Protonemata
entweder einen negativen Phototropismus (bei weniger, als 0,15 pmol / m?s und oberhalb
von 15pmol/m?s) oder einen positiven Phototropismus bei intermedidren
Bestrahlungsstarken. Linear polarisiertes Rotlicht resultierte in senkrechtem Wachstum der
dunkeladaptierten Physcomitrella Wildtyp-Protonemata bezogen auf den E-Vektor des
eingestrahlten Lichtes. Insbesondere der phy4-KO zeigte im Gegensatz zum Wildtyp
allerdings keinen positiven Phototropismus bei Bestrahlungsstarken zwischen 1,5 umol / m* s
und 15 umol / m*s und auch kein Wachstum senkrecht zum E-Vektor des polarisierten
Rotlichtes (Mittmann et al, 2004). Zudem zeigte phy4 einen Phanotyp bezlglich der
Chloroplastenbewegung in linear polarisiertem Rotlicht: der KO war nicht in der Lage, bei
parallel zur Wuchsrichtung orientiertem E-Vektor seine Chloroplasten zu reorganisieren. Der
Wildtyp zeigt indes bei polarisierter Bestrahlung mit dem E-Vektor parallel bzw. rechtwinklig
zur Wachstumsachse eine Chloroplastenakkumulation entlang der Seitenwande in der Mitte
von Filamentzellen bzw. an den Kreuzwanden (Kadota et al/, 2000). Aus diesen Ergebnissen
wurde geschlussfolgert, dass hauptsachlich Physcomitrella Phytochrom 4 fir die RL-
abhangigen gerichteten/vektoriellen Antworten Phototropismus und Polarotropismus
verantwortlich ist.

1.6 Phytochrom-Phototropin Ko-Aktion in niederen Pflanzen
Auch in niederen Pflanzen gibt es Hinweise auf ein Zusammenspiel von RL- und BL-
Signalwegen bzw. von Phytochrom und Phototropin. Nicht nur in Physcomitrella patens
sondern auch in anderen Moosen wie Ceratodon purpureus und Funaria hygrometrica
werden Phototropismus und Polarotropismus sowohl durch RL als auch BL hervorgerufen

15



1. Einleitung

(Cove et al, 1978; Hartmann et a/, 1983; Jenkins & Cove, 1983c; Bittisnich & Williamson,
1985). Auch in anderen Cryptogamen kann Phototropismus und sogar
Chloroplastenbewegung sowohl von RL, als auch von BL induziert werden (Kadota et al,
2000; Kasahara et al, 2004; Suetsugu & Wada, 2007). Mdglicherweise handelt es sich hierbei
um eine Adaption an suboptimale/schwache Lichtbedingungen (z.B. unter einer
Pflanzendecke, Suetsugu and Wada (2007)). Wenig Uberraschend zeichnen bei der
Physcomitrella-Protoplastenbewegung Phytochrome fiir den RL-Effekt (FR-Reversibilitat) und
Phototropine fiir den BL-Effekt verantwortlich. Die wohl wichtigste Arbeit im Zusammenhang
eines Zusammenspiels von RL- und BL-Rezeptoren stammt wohl von Kasahara und
Mitarbeitern, die zeigen konnten, dass die Rotlicht-induzierte Chloroplasten-
Vermeidungsreaktion insbesondere in Physcomitrella photAZ /photBI1 /photBZ-KO gestort
war (Kasahara et a/, 2004). Dies ist insofern Giberraschend, als dass ein Blaulichtrezeptor (v.A.
photA2) essentiell fir eine Rotlicht-Antwort ist, obgleich Phototropin kein rotes Licht
absorbieren kann. Somit missen die beiden Photorezeptoren in irgendeiner Weise
kooperieren. Die Autoren schlussfolgerten, dass Phytochrom das RL-Signal an Phototropin
und schlieBlich an das Aktin- und Myosin-Cytoskelett weiterleitet, was die Licht-induzierte
Chloroplastenbewegung vermittelt. Die Frage war nur, ob es sich um eine direkte
Photorezeptor-Interaktion handelt, oder ob sich die Signalwege zu einem spateren Zeitpunkt
in der Signalkaskade treffen. Die Kasahara-Arbeitsgruppe untersuchte lediglich BL- und RL-
abhangige Chloroplastenbewegung, nicht jedoch durch (polarisiertes) RL-induzierten Photo-
bzw. Polarotropismus der verschiedenen Phototropin Doppel- und 7rijp/e-KOs. Dies wurde
von Dr. Mailliet aus unserer Arbeitsgruppe nachgeholt. In der Tat waren beide
Rotlichtantworten in Einklang mit den Kasahara-Daten insbesondere im 7rijp/e-KO gestort
(Jaedicke et al, 2012).

Von Farnen wie Adiantum (und anderen) und der Griinalge Mougeotia weill man, dass dort
ein ganz spezieller Photorezeptor RL-Richtungs- und Polarisations-abhangige/vektorielle
Antworten (Phototropismus bzw. Chloroplastenbewegung) vermittelt: NEOchrom - eine
Chimére aus dem photosensorischen Modul eines Phytochroms am N-Terminus und einem
nahezu Volllangen-Phototropin am C-Terminus (Nozue et al/, 1998; Kawai et al, 2003;
Suetsugu et al, 2005). In Adiantum wird das RL-Signal durch den Phytochrom-Teil perzipiert
und intramolekular an die Kinasedomane weitergeleitet (Kawai et a/, 2003). Zwar ahneln sich
Mougeotia- und Farn-Neochrome bezlglich ihrer Doméanenstruktur, auf AS-Ebene sind aber
die PHY, LOV1, LOV2 und Kinasedomanen des AcNEO1 der entsprechenden Domanen im
phy bzw. phot héherer Pflanzen dhnlicher (als zu MsNEO-Sequenzen, Suetsugu and Wada
(2007). Scheinbar haben sich die Neochrome der beiden Gruppen unabhdngig voneinander
entwickelt (Suetsugu et a/, 2005). Die heterologe Expression von Adjantum neol in einer
Arabidopsis photl /photZ-Mutante konnte den BL-Phanotyp retten und verlieh der Pflanze
sogar die Eigenschaft, phototrop auf RL zu reagieren (Kanegae et a/, 2006). Damit ist
bewiesen, dass Adiantum Neochrom sowohl Richtungs-abhangige RL-, als auch BL-
Antworten vermitteln kann. Neuere Erkenntnisse derselben Arbeitsgruppe demonstrierten
dariiber hinaus, dass obwohl neo potentiell als Phototropin agieren kann, jedoch R/FR- und
B/FR-abhangige Phototropismus-Steuerung durch den Phytochromteil vermittelt werden und
Neochrom somit wohl eher als Phytochrom wirkt (Kanegae & Kimura, 2015). Auch fir den BL-
Phototropismus scheint das phy-Modul (und die LOV2-Domane im phot-Modul) nétig zu
sein (Kanegae & Kimura, 2015). Dies korreliert auch mit dem synergistischen Effekt von
gleichzeitiger RL und BL-Bestrahlung auf die neo-Aktivitat (Kanegae et a/, 2006).
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1.7 Das Paradox der Lichtrichtungswahrnehmung durch
Phytochrom

Aus der Vermittlung von Lichtrichtungs- und Polarisations-abhangigen Wachstumsantworten
durch Phytochrome ergibt sich zwangslaufig die Frage, wie die Signalperzeption und
-weiterleitung zu ausfihrenden Organen vonstattengehen kann. In 1.2.2 wurde bereits
beschrieben, dass Phytochrome hauptsachlich genregulatorische Funktionen nach
Kernimport der aktivierten Photorezeptoren austiben. Flr Physcomitrella Phytochrome ist
diese Rolle der Transkriptionskontrolle fiir Phytochrome noch nicht in diesem MaBe
untersucht worden. Maoglicherweise erfordert die Regulation der Ausbildung von
Filamentverzweigungen nukledres Phytochrom (Uenaka et al/, 2005), oder auch der
Chloronema-Caulonema-Ubergang, Induktion von Knospen-Initialzellen und Gametophor-
Differenzierung (in Kollaboration mit nukledarem Cryptochrom, Imaizumi et a/. (2002)). Zudem
konnten auch Homologe mancher Arabidopsis-phy-Interaktionspartner in Physcomitrella
identifiziert werden, darunter PIF1 und HY5 (Nordmeier et a/, 2011; Yamawaki et a/, 2011a).
Da allerdings hy5a /hy5b-Doppel-KOs einen Caulonema-Wachstungsphanotyp unabhangig
von Licht (D vs. WL) zeigen, ist fraglich, ob Physcomitrella HY5 in einen Lichtsignalweg
integriert wird (Yamawaki et a/, 2011b). RL-Expressionsanalysen einer Physcomitrella-P®B-
Biosynthese-Doppelmutante (hyZ/pubs, s.0.) konnten erstmals zweifelsfrei belegen, dass
Physcomitrella-Gene Phytochrom-abhdngig reguliert werden (ca. 80% der RL-regulierten
Gene sind in der Doppelmutante misreguliert, Chen et a/ (2012)). Unter den misregulierten
Genen bestand ein geringerer Anteil aus Transkriptionsfaktoren, als bei Arabidopsis. Dies legt
nahe, dass die Tanskriptionskaskase keine dominante Rolle in frihen RL-antworten spielt
(Chen et al, 2012).
Es ist jedoch sicher, dass ein Transkriptions-/Translations-basierter Mechanismus keine
gerichtete Antwort hervorrufen kann. Nach der Perzeption gerichteter Lichtreize wirden
Richtungsinformationen zwangslaufig verloren gehen — sei es wahrend des Transportes der
cytosolisch gebildeten Pfr-Molekile in den Kern, bei Interaktion mit Komponenten der
Transkriptionsmaschinerie, oder bei der Translation einer aus dem Kern exportierten mRNA
zur Herstellung eines moglichen Zielproteins im Cytoplasma. Wahrscheinlich ist demnach,
dass zusatzlich zu der allgemein akzeptierten genregulatorischen Phytochomwirkung im
Zellkern, wie sie fur Arabidopsis beschrieben wurde, ein cytoplasmatischer Signalweg von
phy4 existiert. Dieser cytoplasmatische Signalweg ist wohl mit dem Aktin-Cytoskelett
assoziiert, welches hochstwahrscheinlich im letzten Schritt der Signalkaskade die
Krimmungsreaktion des Moosfilamentes organisiert. In Ceratodon konnte gezeigt werden,
dass das Aktin-Cytoskelett essentiell fir die Ausfihrung der phototropen
Kriimmungsreaktion ist und dass dabei wohl Umorientierung und lokale Neusynthese der
Aktinfilamente stattfindet (Meske & Hartmann, 1995; Meske et a/, 1996). Mikrotubuli
scheinen dabei nicht direkt involviert zu sein. Vermutlich wird die Umorientierung tber einen
Ca”’*-Gradient und verschiedene Aktin-organisierende Proteine reguliert. Beispielsweise
zeigten Physcomitrella Mutanten von ARP2/3-Komplex-Untereinheiten Defekte in
Protoplastenregeneration, polarem Spitzenwachstum und der Antwort auf polarisiertes Licht
(Perroud & Quatrano, 2006).
Paradox im Zusammenhang mit der vektoriellen Signalibertragung ist zudem, dass
Phytochrom ein I6sliches Chromoprotein ist (Kidd & Lagarias, 1990; Lamparter et a/, 1995). Es
ist schwer vorstellbar, wie ein Molekul, welches selbst keine gerichtete Orientierung in der
Zelle hat, Richtungs- und insbesondere Polarisationsinformationen wahrnehmen, weiterleiten
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und letztlich gerichtete physiologische Antworten, wie z.B. eine Wuchsrichtung im rechten
Winkel zur Polarisationsebene des eingestrahlten linear polarisierten Lichts bewirken kann.
Dieses Problem ergdbe sich nicht, wenn der Photorezeptor in der Zelle verankert ware und in
dieser Weise Uber seine Orientierung und Position in der Zelle Signale bezilglich der
Lichtrichtung und -polarisation tGbermitteln kénnte, so wie es auch bei Phototropinen der Fall
ist.

In den 50er Jahren — noch bevor eine genregulatorische Aktion von Phytochrom bewiesen
war - haben verschiedene Arbeitsgruppen bereits Uberlegungen angestellt, wie der
Phytochrom Signalweg aussehen konnte. Insbesondere vektorielle Effekte wie z.B.
Polarotropismus erfordern spezielle Eigenschaften eines Photorezeptors (flr Aktions-
Dichroismus, Kraml (1994)). Aus physiologischen Experimenten solcher Effekte wie
Chloroplastendrehung in der Alge Mougeotia scalaris und Photo- und Polarotropismus im
Farn Dryopteris filix-mas oder im Moos Funaria hygrometrica ergab sich ein elegantes Modell
von Jaffe/Etzhold/Haupt (J/E/H), welches die genannten Phianomene durch einen in der
Zellperipherie (z.B. an der Plasmamembran) fixierten Photorezeptor, dessen Dipolmoment in
den beiden Phytochrom-Konformationen Pr bzw. Pfr eine distinkte Orientierung in Bezug auf
die Zelloberflache hat, erklart (Etzold, 1965; Jaffe & Etzold, 1965; Haupt et a/, 1969; Haupt &
Ubel, 1975). Nach diesem Modell liegen Phytochrom-Molekiile in ihrem Pr-Zustand anisotrop
mit ihrem Dipolmoment parallel zur Zelloberflache vor. Ein unilateraler bzw. polarisierter R-
Lichtreiz wirde nun lediglich die Phytochrom-Molekile mit geeigneter Orientierung in den
Pfr-Zustand Uberfihren. Beim Phototropismus wadren das diejenigen auf der Licht-
zugewandten (und weniger stark der Licht-abgewandten) Flanke und beim Polarotropismus
diejenigen, deren Dipolmoment parallel zum E-Vektor des linear polarisierten Lichts
angeordnet ist. Das Dipolmoment dreht sich infolge von Bestrahlung mit R und
Photokonversion um 90° und liegt folglich rechtwinklig zur Plasmamembran in Form von Pfr
vor. Man geht beim Phototropismus davon aus, dass Lichtstreuung und -brechung innerhalb
der Filamentzelle zu einem Trans-Membran-Pfr-Gradienten mit einem Maximum auf der
lichtzugewandten Seite fihren (Esch et a/, 1999). Ebenso fuhrt linear polarisiertes Licht mit
einer Polarisationsebene in einem spitzen Winkel in Bezug auf die bisherige Wachstumsachse
zu einem lokalen Pfr-Maximum in der Nahe der Filamentspitze (aber zur Seite versetzt), so
dass dort lokale Signale initiiert werden und letztendlich die phototrope bzw. polarotrope
Krimmungsreaktion ausgelost werden kann.

Aufgereinigte Samenpflanzenphytochrome zeigen scheinbar eine vektorielle Veranderung
des Dipolmoments infolge der Photokonversion (Sundqvist & Bjorn, 1983; Ekelund et al,
1985; Tokutomi et al, 1992) und Ceratodon Phytochrom weist Pr- und Pfr- spezifisch
unterschiedliche dichroitische Orientierungen auf (Hartmann et al/, 1983). Fir Neochrome
wurde aufgrund der Vermittlung vektorieller Antworten (Polarotropismus und
Chloroplastenbewegung) eine PM-Lokalisation postuliert (und ist auch wahrscheinlich), aber
nicht mikroskopisch nachgewiesen. Die Hiltbrunner-Arbeitsgruppe war bislang die Einzige,
die die Lokalisation von Adjantum P35S:PHY3/NEO:YFP in Adiantum Gametophyten
untersucht haben. Dunkeladaptierte Zellen wiesen nach 15-30 min Mikroskoplicht-
Bestrahlung kein distinktes (mdglicherweise sehr schwaches) PM-Signal auf, sondern zeigten
eher eine NEO:YFP-Lokalisation in Cytoplasma und Zellkern (Possart & Hiltbrunner, 2013).
Dennoch ware eine ,genetische Kooperationen” zwischen Phytochrom und Phototropin in
Form von Neochrom eine schlissige Erklarung fir die Vermittlung vektorieller Antworten und
Aktions-Dichroismus sowohl durch Rot-, als auch durch Blaulicht. In Physcomitrella gibt es
jedoch kein Neochrom (Kasahara et a/, 2004; Mittmann et al, 2004; Suetsugu et a/, 2005), so
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dass eine genetische Kooperation als Erklarung fir die beschriebenen Beobachtungen
auszuschlieBen ist.

Eine Plasmamembran-Lokalisation von Moosphytochromen konnte jedoch ebenfalls nicht
zweifelsfrei belegt werden. Ein Fluoreszenz-Korrelations-spektroskopischer Versuch mit
einem phy-Phycoerythrobilin-Addukt in Ceratodon purpureus blieb (abgesehen von unseren
Daten, s.u.) der einzige Hinweis flr ein Plasmamembran-gebundenes Phytochrom (Bdse et a/,
2004). Analysen der intrazelluldren Lokalisation von Physcomitrella Phytochromen ergaben
verschiedene Lokalisationsmuster — keines davon wies auf eine distinkte PM-Lokalisation hin.
Wahrend Uenaka und Kadota (2007) eine ausschlieBlich cytoplasmatische Lokalisation der
Phytochrome 1-4 in D und auch von phyl und phy2 nach Microbeam-R-Bestrahlung
beobachteten (Uenaka & Kadota, 2007), zeigen Daten der Hiltbrunner-Arbeitsgruppe, dass
phy2-5 und 5a (in stabil transformierten PHY:YFP-Gene Replacement-Linien) in WL zusatzlich
im Zellkern lokalisieren und dass phyl:YFP in Gametophoren und Protonemata in WL, R und
FR in den Kern transportiert wird (Possart & Hiltbrunner, 2013). Resultierend daraus wurde
ein phyA-ahnlicher Importmechanismus fir phyl (und phy3) postuliert und in der Tat
konnten Lokalisationsexperimente mit einer Mutante eines putativen (kryptischen) FHY-
Homologs in Physcomitrella dies bestdtigen. Dies korreliert mit Beobachtungen unserer
Arbeitsgruppe, denen zufolge Arabidopsis phyA in Physcomitrella Protonemata R- und FR-
abhangig in den Zellkern importiert werden kann (Jaedicke et al/, 2012). Unsere eigenen
Lokalisationsanalysen ergaben jedoch, dass zumindest im Fall von phy4 kein Licht-induzierter
Kernimport stattfindet, aber dass sich phy4 abhangig von der Position des FP-T7ags
unterschiedlich verhalt: phy4:CFP ist konstitutiv (in D, R, FR und B) vor Allem in Cytoplasma
und schwacher im Zellkern und GFP:phy4 rein cytoplasmatisch lokalisiert (Jaedicke et al,
2012). In Zwiebelzellen verhalt sich zumindest phy4:CFP anders, denn dort findet kein
vergleichbarer Kernimport statt (sondern phy4 ist rein cytoplasmatisch lokalisiert), was auf
einen Physcomitrella-spezifischen Importmechanismus von phy4 hinweist. Dennoch ist eine
Plasmamembran-Lokalisation  einer  Subpopulation des Phytochrom-Pools nicht
ausgeschlossen, kann jedoch bei den angewendeten mikroskopischen Untersuchungen
optisch nicht vom cytoplasmatischen Phytochrom-Poo/ getrennt werden. Ein vorhergehendes
Dissertationsprojekt von Dr. Mailliet konnte in diesem Zusammenhang den entscheidenden
Hinweis liefern: es konnte mittels Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) eine
direkte Interaktion von phy4 mit allen vier Physcomitrella Phytochromen an der Protonema-
Plasmamembran demonstriert werden (Jaedicke et al, 2012). Analoge Experimente mit phyA
und photl in Zwiebelzellen konnten dies auch flr Arabidopsis bestatigen. Da das Split-YFP-
Signal jedoch im Vergleich zu den FP-Signalen der Lokalisationsstudien recht schwach war,
kann man davon ausgehen, dass lediglich eine Subpopulation des Phytochroms mit
Phototropin interagiert (Jaedicke et a/, 2012). Diese Fixierung erfillt alle Kriterien fur die
Perzeption und Transduktion vektorieller Lichtsignale nach dem J/E/H-Modell.

Die offensichtlich unterschiedlichen Lokalisationsverhalten verschiedener Physcomitrella
Phytochrome konnten darauf hindeuten, dass zwei unterschiedliche Phytochrom-Poo/s in
Physcomitrella existieren die entsprechend unterschiedliche Funktionen Gbernehmen — einer
im Cytoplasma/an der PM und ein in den Zellkern translozierender Poo/ (Possart &
Hiltbrunner, 2013).
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1.8 Ziele und Fragestellungen

Um herauszufinden, wie Phytochrom 4 vektorielle Rotlichtsignale perzipieren, an das Aktin-
Cytoskelett weiterleiten und gerichtete Rotlichtantworten ausfiihren kann, sollte untersucht
werden, welche molekularen  phy4-Interaktionspartner ~an dem  postulierten
cytoplasmatischen Signalsystem beteiligt sind. Ein erster Schritt zur Klarung dieser Frage
sollte die Identifikation direkter Interaktionspartner von Physcomitrella patens Phytochrom 4
sein, die entweder daran beteiligt sind, den Photorezeptor in der Zellperipherie zu fixieren,
oder die in anderer Weise im Cytoplasma — z.B. bei der Cytoskelett-Umorganisation fungieren
kdnnten. Fir die Identifikation von Interaktionspartnern sollte ein cDNA Library Screen unter
Anwendung eines Hefe-Zwei-Hybrid- (Y2H) Systems durchgefiihrt werden. Um mdgliche
Interaktionspartner des Phytochrom 4 zu identifizieren, ist es notig, den Photorezeptor
rekombinant in Hefe zu exprimieren. Hierzu wurde ein Expressionsplasmid kloniert, welches
die ¢cDNA des Volllangen-Phytochroms (1126 Aminosauren) /n Frame mit einer DNA-
Bindedomane-kodierenden Sequenz beinhaltet. Nach Transformation in Hefe wird dadurch
die Expression eines Fusionsproteins erreicht, das aus Phytochrom und einer DNA-
Bindedomane besteht. Da der Phytochrom N-Terminus den mutmallich komplex gefalteten
Licht-perzipierenden Teil des Photorezeptors enthalt, wurde das Phytochrom-Ba/t-Konstrukt
anders als im konventionellen MatchMaker- Y2H-Ansatz (Clontech) nicht als N-terminale,
sondern als C-terminale Fusion mit einer DNA-Bindedomiane konstruiert, um die
Funktionalitat des Fusionsproteins bestmdglich zu gewahrleisten. Falls Physcomitrella
Phytochrome ebenfalls Gber einen Knoten verfligen sollten, ist unklar, wie sich eine solche
Struktur mit einer N-terminal fusionierten GAL4-DNA-Bindedomane ausbilden soll. Ein N-
termial fusionierter Anhang jeglicher Art kdnnte somit die mutmaBlich essentielle Flexibilitat,
native Faltung und Protein-Protein-Interaktionen des N-Terminus erheblich stéren. Da das so
in Hefe hergestellte PHY4-Apoprotein aufgrund des fehlenden Chromophors nicht in der
Lage sein kann, die als Signalform fungierende Pfr-Konformation des Phytochroms
einzunehmen, sollte mit Hilfe von Phycocyanobilin (PCB) Holophytochrom in Hefe hergestellt
werden. Dies sollte mittels Zugabe des Chromophors in das Selektionsmedium geschehen.
Um die Autoaktivierung des Reporters durch die phy4:BD-Expression so gering wie moglich
zu halten, sollte quantitatives Hefe-Mating etabliert und in einem Y2H-cDNA-Library Screen
in Rotlicht eingesetzt werden. Auf diese Weise sollten diejenigen Interaktionspartner
identifiziert werden, die bevorzugt mit dem Pfr-Zustand von phy4 interagieren. Anschlieend
wurden putative Interaktionspartner selektiert, sortiert und /n silico analysiert. Auf Basis dieser
Analysen sollten mogliche fir cytoplasmatisches Phytochrom-Signalling interessante Partner
fur die Charakterisierung der moglicherweise lichtabhangigen Interaktionseigenschaften in
Kombination mit phy4:BD und BD:phy4 ausgewahlt werden. Verifizierte Partner sollten
anschlieBend bezlglich ihrer intrazelluldren /n planta Lokalisation in D und R untersucht
werden. Letztlich sollte versucht werden, die gefundenen (ggf. Licht-abhdngigen) YZH-
Interaktionen auch /in planta mittels Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) zu
bestatigen.

Der zweite Teil der Arbeit sollte ein vorhergehendes Dissertationsprojekt von Dr. Katharina
Mailliet fortfiihren. Darin konnte bereits gezeigt werden, dass (i) BD:phy4 in der Lage ist, mit
allen Physcomitrella Phototropinen zu interagieren, (ii) dass diese Interaktion an der
Plasmamembran stattfindet, (iii) dass dies ebenfalls zutrifft fir Arabidopsis phyA und photl in
Zwiebelzellen und (iiii) dass letztgenannte Interaktion nicht mit Y2+ nachgewiesen werden
kann (Jaedicke, 2012). Zusatzlich wurden auch (wie in 1.7 beschrieben) diverse Physcomitrella
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1. Einleitung

Phototropin-Mutanten (von Kasahara et al. (2004)) bezlglich ihres Krimmungsverhaltens in
unilateralem und polarisiertem Rotlicht analysiert und wiesen in der Tat einen RL-abhdngigen
Phanotyp auf. Diese Resultate implizierten, dass eine phy-phot-Interaktion im Moos direkt
stattfindet, wahrend in Arabidopsis (bzw. in Zwiebel) wohl ein oder mehrere zusatzliche
Proteine an der Interaktion beteiligt ist/sind, die im Hefe-Assay nicht vorhanden waren und
somit zu einem negativen Ergebnis flhrten. Fir die Publikation dieser Erkenntnisse waren
einige weitere Analysen der phy-phot-Interaktion vonnoéten, die Teil der vorliegenden Arbeit
sind. Es sollte eine Mdglichkeit gefunden werden, mit der man die Lichtabhangigkeit und
Starke der Holo-phy4-phot-Interaktionen quantitativer untersuchen kann, als mit einem Y2H-
Wachstums-Assay. Daher sollte es meine Aufgabe sein, ein Holophytochrom-Flissig-ONPG-
Y2H-Assay nach verschiedenen Lichtbehandlungen zu etablieren und anzuwenden.

Des Weiteren sollte zusatzlich zu Y2H und BiFC eine weitere Evidenz fir die Protein-Protein-
Interaktion erbracht werden. Hierzu entwickelte und optimierte ich in Zusammenarbeit mit
Dr. Mathias Zeidler und Prof. Jon Hughes ein Protokoll, bei dem HA:phy4- und Myc:phot-
Fusionsproteine durch Agrobacterium-vermittelte Transfektion in Nicotiana benthamiana co-
exprimiert, extrahiert und fir Co-Immunoprazipitation (Co-IP) zunachst mit Anti-Myc- und
spater mit Anti-HA-Antikdrpern eingesetzt wurden. Anhand von Kontrollexperimenten ohne
Antikdrper (bzw. ohne HA:phy4) sollte die Bindungsspezifitdit co-immunoprazipitierter
myc:phot-Fusionsproteine demonstriert werden. In Anlehnung an die angesprochene
Publikation in PNAS (Jaedicke et a/, 2012), sollte weiterhin versucht werden, die Y2H- und
Co-IP-Analysen auf Arabidopsis phyA und photl auszudehnen. Erstens sollte untersucht
werden, ob N- oder C-terminale Domanen von photl in der Lage sind, direkt mit phyA zu
interagieren (um sterische Behinderungen durch die jeweils andere Halfte des Phototropin-
Molekils auszuschlieBen). Zweitens sollte mittels Hefe-3-Hybrid (¥3AH) und Co-IP die
Beteiligung moglicher weiterer am beschriebenen postulierten PM-lokalisierten phy-phot-
Signalkomplex beteiligten Interaktionspartner untersucht werden. Dazu sollte zumindest
PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 1 (PKS1), welches in der Lage ist, sowohl mit
Phytochrom, als auch mit Phototropin zu interagieren, untersucht werden. In Physcomitrella
hingegen gibt es kein PKS1-Homolog und PKS1 kdnnte somit evtl. in hoheren Pflanzen
evolviert sein, um die Rekrutierung von Phytochrom und Phototropin zu einem
Plasmamembran-lokalisierten Signalkomplex zu regulieren, wozu in Physcomitrella kein
Briickenprotein notwendig zu sein scheint. Falls es sich bei PKS1 um das postulierte
Brickenprotein handeln sollte, wirde dies eine Interaktion mit photl und phyA an der
Plasmamembran implizieren, was ebenfalls untersucht werden sollte.
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2. Material

2. Material

2.1 Organismen

2.1.1 Bakterien
E. coli: Chemisch kompetente TOP10
Elektrokompetente TOP10
Elektrokompetente XL1Blue
Alle von Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA, jetzt Thermo Fisher Scientific

Agrobacterium tumefaciens:
ABI
GV3101

Koncz et al. (1984)

2.1.2 Hefen
Sacharomyces cerevisiae Stamm AH109
MAT,, trpl1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200,; gal4A, gal80A, LYS2 : : GAL1yas-GALLtata-
HIS3, GAL2as-GAL21ata-ADE2, URA3 : : MEL1yas-MEL1 1a7a-lacZ
(Clontech Laboratories Inc., Kalifornien, USA)

Sacharomyces cerevisiae Stamm Y187

MAT,, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901,

leu2-3, 112, gal4A, met’, gal80A, URA3 : : GALIUAS-GAL1ara-lacZ
(Clontech Laboratories Inc., Kalifornien, USA)

Sacharomyces cerevisiae Stamm AH109 vortransformiert mit einer Physcomitrella patens-
cDNA-Bibliothek (freundlicherweise zur Verfliigung gestellt von Dr. Hans Sommer, Max
Planck Institut fir Pflanzenziichtungsforschung, Koin)

2.1.3 Pflanzen
Physcomitrella patens (Hedw.)
Wildtyp WTDC (Gransden Wood, Huntingdonshire, UK; Ashton & Cove 1977)
Nicotiana benthamiana
Allium cepa

2.2 Puffer, Losungen, Medien

2.2.1 Wasser

Fir alle Arbeiten wurde Membrapore-gereinigtes Wasser verwendet.

2.2.2 Fur Arbeiten mit DNA
Plasmid-DNA Maxi-Praparationen aus E£. coli
Die Isolation gréBerer Mengen Plasmid-DNA aus £. coli erfolgte nach Sambrook and Russel
(2001).
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2. Material

STE

0,1 M NacCl

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

5 % (v/v) Triton X100

Soll

50 mM Glukose Monohydrat
25 mM Tris/HCI (pH 8,0)

10 mM EDTA (pH 8,0)

Sol I (frisch)
200 mM NaOH

1% (w/v) SDS

Sol III
3M CzHgKOz
11,5 % (V/V) C2H40z

PEG/NaCl
13 % (w/v) PEG 8000
1,6 M NaCl

Natriumacetat

3 M C3H3Nao,

pH 5,2 -5,8 mit Essigsaure
einzustellen

Lysozymldsung (frisch)
1 mg/ml Lysozym
10 mM Tris (pH 8,0)

Proteinase K-LOsung
20 mg/ml in H,O

DNAse freie RNase Lsung
2 ug/ul RNase A in TE-Puffer

TE
20 mM Tris/HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

70% (v/v) Ethanol

Isopropanol, rein

DNA-Extraktion aus Hefe
Lysepuffer

100mM Tris HCI pH 8,0

50 mM EDTA

1% SDS

5 M NadCl

Phenol
Phenol:Chlorophorm (4:1)
95% Ethanol (kalt)

70% Ethanol

PCR

10x PCR-Puffer

0,5 M KCl

15 mM MgCl;

100 mM Tris/HCI, pH 9,0
0,1% (v/v)Triton X-100

10x dNTP-Mix
2 mM jeweils dATP, dTTP, dGTP, dCTP

Gelelektrophorese
0,5x TBE-Puffer

100 mM Tris

83 mM H3BO;

10 mM EDTA (pH 8,0)

Agarosegel
z.B. 1% (w/v) Agarose + 0,5x TBE

6x Agarose-Ladepuffer

60% (v/v) Glycerol

0.03% (w/v) Xylencyanol
0.03% (w/v) Bromophenolblau
60 mM EDTA

10 mM Tris/HCI

Ethidiumbromid-Stock-Losung:
20 mg/ml Ethidiumbromid in H,O

Ethidiumbromid-Bad
0,5 pg/ml Ethidiumbromid in 0,5x TBE
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2. Material

Kits

QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN,
Venlo, Niederlande)

Qiagen  MinElute  Gel
(QIAGEN, Venlo, Niederlande)
Pure Link Quick Gel Extraction Kit
(Applichem)

Extraction-Kit

pCR-Blunt II-TOPO Cloning Kit

Zero Blunt PCR Cloning Kit

TA Cloning Kit with pCR2.1 vector
pCR8/GW/TOPO TA-cloning Kit

Gateway LR und BP Clonase Mix II

Wenn nicht anders angegeben: Invitrogen
Corp., Carlsbad, Kalifornien, USA

2.2.3 Fir Arbeiten mit Bakterien

SOC-Medium

2 %(w/w) Trypton

0,5 %(w/w)Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

20 mM Glucose

steril filtriert

LB Medium

1% (w/w) Trypton

0,5 % (w/w) Hefeextrakt
10 mM NadCl
autoklaviert

LB-Flissigmedium mit MgSQO,
LB-Medium
10mM MgSO,

Selektionsplatten fur £ coli
LB-Medium
1,5 % (w/v) Agar autoklaviert

7 % DMSO-Lésung

2.2.4 Fur Arbeiten mit Hefe
Medien
YPDA (Yeast Peptone Dextrose Adenine)
20 g/l Trypton
10 g/I Hefeextrakt
5 g/l NaCl
15 g/l Agar
pH 5,8; Autoklaviert
100ml 20 % Glucose (steril filtriert)
15 ml 0,2 % Adeninldsung (steril filtriert)
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Antibiotika

Kanamycin 100 pg/ml

Ampicilin 100 pg/ml
Chloramphenicol 25 pg/ml
Spectinomycin 100 pg/ml
(Agrobacterium)

Rifampicin 50 ug/ml (Agrobacterium)
Gentamycin 10 bzw. 15 pg/ml
(Agrobacterium bzw. E. col))

Zur Elektroporation wurde ein IBI Gene
Zapper eingesetzt (450/ 2500 Apparat mit
Reaktionsmodul 100; International Biotech,
Inc., New Haven, USA).

TB flissig Medium

1,2 % (w/v) Trypton

2,4 % (w/v Hefeextrakt

0,4 % (v/v) Glycerin, autoklaviert

+ 10% (v/v) Kaliumphosphatpuffer

(0,17M KH,PQO,4 0,72 M K,HPO,; separat
autoklaviert)

+Antibiotikum (Kanamycin / Ampicilin 100
ng/ul)

2x YPDA

Synthetic Dropout-Medium:

6,7 g/ Difco Nitrogen Base

x g/l Dropout Supplement

15 g/l Agar

pH 5,8; autoklaviert

2 % sterile Glucose (10 % (v/v) einer 20 %
(w/v) Stock-Losung)




2. Material

ggf. 80 ug/ml X-a-Gal (20 mg/ml Stock in
DMF; sterilfiltriert)

ggf. 3-AT (aus 1M Stock-Lésung in H,0,
sterilfiltriert)

DO-Supplement.

-Trp 0,74 g/I

-Leu 0,69 g/I

-His 0,77 g/I

-Trp/-Leu 0,64 g/I

-Trp/-Leu/-His 0,62 g/I
-Trp/-Leu/-His/-Ade 0,60 g/I
-Trp/-Leu/-Met 0,62 g/I
-Trp/-Leu/-His/-Met 0,6 g/I
-Trp/-Leu/-His/+Met s.0.+0,3g/| extra Met

Fir —Trp/-His-SD-Medium und -Leu/-His-
SD-Medium wurde -Trp/-Leu/-His DO-
Supplement eingesetzt und die jeweilige
Aminosaure (10x-Stock-Losung) L-Leucin
bzw. L-Tryptophan nach Autoklavieren
hinzugegeben (0,1 mg/ml L-Leucin;
20 pg/ml Tryptophan Endkonzentration)

7SD Medium fir Screening-Platten

6,7 g/| Difco Nitrogen Base

0,62 g/l -Trp/-Leu/-His DO Supplement

15 g/l Agar

pH 5,8 (mit 1M NaOH-Lsg.); autoklaviert
2% (v/v) sterile Glukose-Losung

0,25 mM 3-AT

665 mg/l Lysozym (Stock 50 mg/ml in
H,0)

20 mg/l Tetrazyklin (Stock 5 mg/ml in
Ethanol)

200 mg/I Cefotaxim (Stock 100 mg/ml in
H,0)

27 UM PCB in Methanol

225 Enzyme und Enzympuffer
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Proteinase K

Invitrogen Corp., Carlsbad, Kalifornien,

USA:

Platten zum Uberimpfen putativ positiver
Klone:

Wie 75D fir Screening-Platten

+X-a-Gal (80 pg / ml)

+/-27 uM PCB

Hefetransformation
100 mM LiAc-Loésung in H,0, steril

2 ma/ml salmon sperm carrier DNA

50% (w/v) PEG 3350 in H,0, steril

Transformationsmix flir eine Reaktion

240 PEG 3500 50% w/v
36 pl 1 M Lithiumacetat (LiAc)
50 pl Einzelstrangige Salmon

Sperm Carrier DNA [2mg/ml]
34 ul Plasmid-DNA (500 ng) +
Wasser

Langfristige Aufbewahrung (-80°C)
SD-Medium + 25% (v/v) Glycerol

ONPG-Assay

Z-Puffer

16,1 g/L Na;HPQO, « 7H,0
5,50 g/L NaH,PO, « H,0
0,75 g/L KCl

0,246 g/L MgSO, * 7H,0
pH7,0, autoklaviert.

Z-Puffer + B-Mercaptoethanol
0,27 % (v/v) B-Mercaptoethanol

ONPG (frisch)
4mg/ml in Z-Puffer

pH7,0 gut mischen durch Vortexen
1M N32@3

Flussiger Stickstoff

BP-Clonase-Mix (Gateway-Klonierung)
LR-Clonase-Mix (Gateway-Klonierung)
Superscript1l Reverse Transkriptase
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2. Material

NEB, New England Biolabs, Ipswich,

Massachusetts

Antarctic Phosphatase

T4 DNA-Ligase

T4 DNA-Ligase Puffer

Restriktionsenzyme

(Apall, BamH]I, EcoRI, Ndel, Notl, Pacl, Sall,
Xhol & Xmal)

NEB-Puffer 1 - 4, EcoRI- & CutSmart-Puffer
Phusion™ high fidelity Polymerase (auch:
Finnzymes)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Lysozym aus Hihnereiwei3
Driselase

TAKARA BIO INC.
TaKaRa Ex Taq

Tag Polymerase (home made)

2.2.6 Fur Arbeiten mit Proteinen

TES-B

50mM Tris-HCL pH 7,8

5 mM EDTA

300 mM Nadcl

1,4 mM B-Mercaptoethanol

Proteinextraktion aus Hefe

0,2 M NaOH
2x SDS-Ladepuffer (s.u.)

Proteinextraktion aus Tabak
2x SDS-Ladepuffer (s.u.)
Extraktionspuffer fiir Co-IP

100 mM Tris/HCl pH 8,3

5 mM EDTA

0,1% (v/v) B-Mercaptoethanol

+ Complete Proteaseinhibitor-Mix (Roche)
(mit und ohne 0,3 % (v/v) Triton-X-100)

SDS-PAGE

6x SDS-Ladepuffer

7 ml Sammelgelpuffer

38 % (w/v) Glycerol

1% (w/v) SDS

0,5M DTT

1 Spatelspitze Bromphenolblau
1% (v/v) B-Mercaptoethanol

2x SDS-Ladepuffer
120 mM Tris HCL pH 6,8
20% (v/v) Glycerol
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4 % (w/v) SDS

250 mM DTT

0,05 % (v/v) B-Mercaptoethanol
1 Spatelspitze Bromphenolblau

10 % APS
10 % Ammoniumpersulfat in H,O

Acrylamid Lésung
Acrylamid 4K Losung (30 %)
37,5:1 (Acrylamid:Bisacrylamid)

Trenngelpuffer
1,5 M Tris/HCl pH 8,8
0,6 % SDS

Sammelgelpuffer
0,5 M Tris/HCl pH 6,8
0,6 % SDS

10 % Trenngel
5 ml Acrylamid

3,75 ml Trenngelpuffer
6,25 ml H,O

90 pl 10 % APS

15 pl TEMED

4 % Sammelgel

650 pl Acrylamid

1,25 ml Sammelgelpuffer
3,1 ml H,O

25 pl 10 % APS

5 ul TEMED




2. Material

SDS-PAGE Laufpuffer
25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1 % SDS

Coomassie Loésung

0,5 % (w/v) Coomassie R250
25 % (v/v) Isopropanol

10 % (v/v) Essigsaure

Entfarbeldsung
10 % Essigsaure

Western Blot

Tankblot Puffer
2,5mM Tris pH 8,3
150 mM Glycin
20 % Methanol

100% Methanol (techn.)

Western Blot Waschpuffer
10 mM Tris/HCl pH 7,4
0,9 % (w/v) NaCl

0,05 % (v/v) Tween 20

Western Blot Blockierungspuffer
5% (w/v) Magermilchpulver in Waschpuffer

Waschpuffer fiir DNA-BD-Antikdrper
20 mM Tris/HCl pH 7,4

137mM NacCl

0,1 % (v/v) Tween 20

Blockpuffer flir DNA-BD-Antikorper
5 % (w/v) Magermilchpulver in
Waschpuffer flir DNA-BD-Antikorper
1% (w/v) BSA

Detektionspuffer NBT/BCIP
100mM Tris pH 9,5
50 mM NacCl

BCIP 50 mg/ml in DMF
NBT 43,5 mg/ml in DMF/H,0

Detektionspuffer fir CDP-Star (NEB)
1:25 Verdlinnung aus Stock-Losung

CDP-Star-Ldsung (NEB)
1:100 verdiinnt in Detektionspuffer

Protein-GroBenmarker

High Range Marker (home made)
205 kDa Myosin

116 kDa B-Galaktosidase

94,4 kDa Phosphorylase

66 kDa Serum Albumin

45 kDa Ei Albumin

36 kDa Glycerylaldehyd-3-Phosphat
29 kDa Carboanhydrase

20,1 kDa Trypsin Inhibitor

2x SLB

H,O

Applichem Marker 1V (fir SDS-PAGE)

Pre Stained Marker (fur WB)
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Applichem Marker VI

Co-IP

Protein G magnetic Beads (NEB)
EZview Red Protein G Affinity Gel-Agarose-
Bead’s (Sigma E3403)

2.2.7 Extraktion von PCB aus Spirulina

Spirulina-Tabletten
greenValley Naturprodukte GmbH,
Berlin, Deutschland

Cyanopuffer
100mM KPO,4-Puffer pH 7,0

5mM EDTA
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2. Material

Ammoniumsulfat, Methanol techn. & Methanol fiir high pressure liquid chromatography

2.2.8 Pflanzenanzucht
Flr Physcomitrella Kulturen wurden Standardmedien basierend auf Ashton and Cove (1977)
verwendet. Zur wochentlichen Homogenisierung der Flissigkulturen wurde ein Ultra-Turrax
Gerat (T18 basic Ultra-Turrax, IKA, Staufen, Deutschland) verwendet.

Lésung B (100x) ggf.+0,8 % (w/v) Agar
0,1 M MgSO, Autoklaviert
+5mM C4H12Nzo6 (: LSg N)

Lésung C (100x) +2 mM CaCl, (= Lsg. Ca)

BCE 225 Medium

BCE 205 Flussigmedium
+ 0,2 % (w/v) Glukose
Ggf. + 0,8% (w/v) Agar

Losung E (100x)
1 M KNO;
1,4 mM Fe(Il)C¢HsO4

Spurenelement (TES)-L&sung,1000x
9,93 mM H3BO;

0,23 mM AIK(SO,), - 12 H,0

0,22 mM CuSQ, - 5 H,0O

Ca Losung (100x)
200 mM CaC|2 * 2H20 in Hzo
sterilfiltriert

0,24 mM KBr N Losung (100x)
0,66 mM LiCl 500 mM Diammoniumtartrat (C4H12N,Og)
0,10 mM Na,MoQ;, - 2 H,0O in H,O
1,97 mM MnCl; - 4 H,0O sterilfiltriert
0,23 mM CoCl, - 6 H,0O
0,19 mM ZnSQ, - 7 H,0O 3er Medium
0,17 mM KI 1m M KNO;
0,12 mM SnCl, - 2 H,0 0,1 mM CaCl,
0,25 mM NiCl, - 6 H,O 1 mM KH,;HPO,
40 uM MgSO,
BCE 205 Medium 10 uM Fe(Il)CgHsO4
1 mM MgSOs (=Lsg. B) 1x Spurenelementlsg.
1,8 mM KH,PO, (= Lsg. Q) 27 mM Glucose
10 mM KNOs (= Lsg. E) 0,3% (W/V) Hefeextrakt
14 uM Fe(l)CeHsO; (= Lsg. E) 1,2% Agar
1x TES (s.0.) autoklaviert

2.2.9 Transformation von Physcomitrella-Protoplasten mittels
Particle Inflow Gun (PIG)
BCE225-Medium + 0,2 mM Mannitol

Gold- (1,6 um InBio Gold, Eltham, Australien) und Wolfram- (M17 1,1 um, BioRad) Partikel
durch Waschen in 96%igem Ethanol sterilisiert und in H,O resuspendiert

50% (v/v) Glycerin in H,O, autoklaviert

2,5 M CaCl,in H,0, sterilfitriert

100 nM Spermidin (aus 10x Stocklosung), sterilfitriert
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Ethanol

2.2.10 Agrobacterium-vermittelte Transformation von Tabak
(Nicotiana benthamiana)
Infiltrationsmedium
10 mM MES, pH 5,6
10 mM MgCl,
100 uM Acetosyringon

2.3 Antikorper
Clontech, Mountain View, Kalifornien, USA
Anti-DNA-BD-Antikorper, 1:15000 in Waschpuffer

Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz
Anti-GFP aus Maus, 1:1000 in Blockierungspuffer

Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA

Anti-c-Myc, monoklonal aus Maus, 1:5000 in Waschpuffer

Anti-HA, polyklonal aus Hase, 1:1000 in Waschpuffer

Anti-HA, monoklonal aus Maus, 1:3000 in Waschpuffer

Anti-FLAG aus Maus, 1:1000 in Blockierungspuffer mit 3% (w/v) Magermilchpulver

Anti-Hase-Antikérper  aus  Ziege,  Alkaline-Phosphatase-Konjugat, 1:30000 in
Blockierungspuffer
Anti-Maus-Antikorper: (RamIgG) aus Ziege, Alkaline-Phosphatase-Konjugat, 1:30000 in
Blockierungspuffer

Anti-phyA zur Verfligung gestellt von A. Nagatani (Kyoto Universitat, Kyoto, Japan)

2.4 Plasmide und Vektoren

Tabelle 2-1: Verwendete Vektoren und Plasmide sortiert nach Anwendung. Es sind jeweils Name,
Verwendungszweck und Herkunft der DNAs angegeben.

Vektor oder Plasmid | Zweck Quelle
g’ pCR2.1 Subklonierungs-Vektor; TA-Klonierung Invitrogen
o =
a -g pCR-Blunt Subklonierungs-Vektor, Klonierung von Blunt-DNA-Fragmenten Invitrogen
o
< | pCR-Bluntll-TOPO Subklonierungs-Vektor, TOPO-Klonierung von Blunt-DNA-Fragmenten Invitrogen
pGBKT7 Y2H-Bait-Vektor, N-terminale BD-Fusion Clontech
Jaedicke et al
PHY4 pGBKT7 BD:phy4-Expressionsvektor fiir Y2H Interaktionsstudien 2012
Jaedicke et al
w | PHY4N/CpGBKT7 Expressionsplasmide von N-terminalen BD-Fusionen an phy4 Halften 2012
§ pBRIDGE Y3H-Bait-Vektor, N-terminale BD-Fusion Clontech
§ Y3H-Bait-Vektor fir C-terminale BD-Fusionen; 1,5x ADH1-Promoter | Jutta Résler-
pBAC (zusatzlich FL-ADH1-eingefligt) Dalton
Jutta Rosler-
phyA:BD-Expressionsplasmid als lichtabh. Positivkontrolle fir Holo-phy- | Dalton / Jaedicke
PHYA pBAC Y2H-Assays, phyA-phot Interaktionsnachweis etal. 2012
PHY4 C pBC phy4 C:BD-Expressionsplasmid (ohne zusétzliche ADH1-Kopie) Katharina Mailliet

29



2. Material
pGADT7 Y2H-Prey-Vektor, N-terminale AD-Fusion Clontech
Jaedicke et al
PHY4 pGADT7 AD:phy4-Expressionsplasmid, phy4-Dimerisierungskontrolle 2012
PHY4 N/C pGADT7 Expressionsplasmide von N-terminalen AD-Fusionen an phy4 Hélften Katharina Mailliet
® | PHOTA1 / A2/ BT/ Jaedicke et al
& B2 pGADT7 AD:phot-Expressionsplasmide, Interaktionsnachweis mit phy4-Baits 2012
ﬁ PRL1pGADT7 AD:PRL1-Expressionsplasmid, Interaktionsnachweis mit phy4-Baits Ermert et al. 2016
>~
PLP pGADT7 AD:PRL1-Expressionsplasmid, Interaktionsnachweis mit phy4-Baits Ermert et al. 2016
Jutta Rosler-
Dalton / Jaedicke
PHYA pGADT7 AD:phyA-Expressionsplasmid, phyA Dimerisierungskontrolle etal. 2012
Zeidler et al
FHY1 pGADT7 AD:FHY1-Expressionsplasmid fiir lichtabhéngige Y2H-Positivkontrolle 2001
,;,g > § pDONR 207 GW Donor-Vektor fiir phy4-Interaktionspartner Entry-Herstellung etc. Invitrogen
£
©7q pDONR 221 GW Donor-Vektor fur Co-IP-Entry-Herstellung etc. Invitrogen
GW  Entry-Vektor (z.B. fir Herstellung von PKS1-Split-YFP-
pENTRD TOPO Expressionsklonen) Invitrogen
pCR8 GW TOPO GW Entry-Vektor Invitrogen
> pKJ117 PHY4FL
€ |(ohne Stopp) pCR8
w | GWTOPO GW Phy4-Entry-Klon, Klonierung von PHY4:GFP Katharina Mailliet
8 [PHOTBT (ohne und
3 mit Stopp) pCR8 GW | GW PHOTBI1-Entry-Klon zur Herstellung von ADg:PHOTB1 und
g TOPO PHOTB1:ADg Ermert et al. 2016
PRL1 (ohne Stopp) | PRL1-Entry-Klon fur Klonierung C-terminaler Fusionen fir Y2H,
pCR8 GW TOPO Lokalisation und Split-YFP Ermert et al. 2016
GW myc-Tag Entry-Klon; Klonierung von Kontrollvektoren fir C-terminale | Jutta Résler-
MYC pENTR Fusionen Dalton
pGADT7g GW-Y2H-Prey-Vektor, N-terminale AD-Fusion Uetz et al. 2005
Stellberger et al.
pGADCg GW Y2H-Prey-Vektor, C-terminale AD-Fusion 2010
Karimi et al. 2002
(modifiziert),
p2CGW?7,0-CFP Jaedicke et al
+2x35S8 GW Destinationsvektor, N-terminale CFP-Fusion 2012
p2FGW?7,0-GFP
+2x35S GW Destinationsvektor, N-terminale GFP-Fusion S.0.
<
L | p2GWC7,0-CFP
S | +2x358 GW Destinationsvektor, C-terminale CFP-Fusion s.0.
| p2GWF7,0-GFP
2, +2x35S GW Destinationsvektor, C-terminale GFP-Fusion s.0.
S | pSAT4(A)-DEST-n(1- Citovsky et al.
% 174)eYFP-N1 GW Split-YFP Destinationsvektor, YFP-N-Terminus, C-terminal fusioniert | 2006
© pSAT4-DEST-n(1- Citovsky et al
174)eYFP-CI GW Split-YFP Destinationsvektor, YFP-N-Terminus, N-terminal fusioniert | 2006
pSAT5(A)-DEST- Citovsky et al
c(175-end)eYFP-N1 GW Split-YFP Destinationsvektor, YFP-C-Terminus, C-terminal fusioniert | 2006
pSAT5-DEST-C(175- Citovsky et al
end)eYFP-C1(B) GW Split-YFP Destinationsvektor, YFP-C-Terminus, N-terminal fusioniert | 2006
Nakagawa et al.
pGWB415 N-terminale 3x HA-Fusion fiir Co-IP 2007
Nakagawa et al.
pGWB421 N-terminale 10x myc-Fusion fir Co-IP 2007
(S
S | pSAT6_mCherry_VIR Citovsky et al.
8 D2 _NLS Kernmarker, RFP 2006
S Jaedicke et al
ﬁ 2x35S::GFP:PHY4 GFP:phy4-Expressionsklon zur Herstellung von Entry-Klonen fir Co-IP 2012
> Jaedicke et al.
E 2x35S::CFP:PHOTA1 | CFP:photA1-Expressionsklon zur Herstellung von Entry-Klonen fiir Co-IP | 2012
(L"; 2x35S::CFP:PHOTAZ | CFP:photA2-Expressionsklon zur Herstellung von Entry-Klonen fur Co-IP_ | Jaedicke et al.
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2012

Jaedicke et al

2x35S::CFP:PHOTB1 | CFP:photB1-Expressionsklon zur Herstellung von Entry-Klonen fiir Co-IP | 2012

Jaedicke et al

2x35S::CFP:PHOTB2 | CFP:photB2-Expressionsklon zur Herstellung von Entry-Klonen fir Co-IP | 2012

PHYA pGWB415 HA:phyA-Expressionsklon fiir Co-IP Mathias Zeidler
PHOT1 pGWB421 myc:phot1-Expressionsklon fiir Co-IP Mathias Zeidler
PRL1 p2CGW?7,0-
CFP +2x35S CFP:PRL1-Expressionsklon flir Lokalisationsstudien Ermert et al. 2016
PRL1 p2GWF7,0-
GFP +2x35S PRL1:GFP-Expressionsklon flir Lokalisationsstudien Ermert et al. 2016
PLP p2CGW?7,0-CFP
+2x35S8 CFP:PLP-Expressionsklon fiir Lokalisationsstudien Ermert et al. 2016
Jaedicke et al
PHY4 pSAT4 YFPn:phy4-Expressionsklon fiir in vivo-Interaktionsstudien 2012
PHY4 pSAT4a phy4:YFPy-Expressionsklon fiir in vivo-Interaktionsstudien Katharina Mailliet
Jaedicke et al
PHY4 pSAT5 YFPc:phy4-Expressionsklon fiir in vivo-Interaktionsstudien 2012
PHY4 pSAT5a phy4:YFPc-Expressionsklon fir in vivo-Interaktionsstudien Katharina Mailliet
Jaedicke et al
PHOTAT1 pSAT4 YFPn:photA1-Expressionsklon fiir in vivo-Interaktionsstudien 2012
Jaedicke et al
PHOTB1 pSAT4 YFPn:photB1-Expressionsklon fiir in vivo-Interaktionsstudien 2012
Jaedicke et al
PHYA pSAT4 YFPn:phyA-Expressionsklon fur in vivo-Interaktionsstudien 2012
Jaedicke et al
PHYA pSAT5 YFPc:phyA-Expressionsklon fur in vivo-Interaktionsstudien 2012

PHOT1 pSAT4 Katharina Mailliet
Jaedicke et al

2012

YFPn:phot1-Expressionsklon fiir in vivo-Interaktionsstudien

PHOT1 pSATS YFPc¢:phot1-Expressionsklon fiir in vivo-Interaktionsstudien

pSPYNE PHOT1

Template fir PHOT1 pGAD-Klonierung

PLP pSAT4 YFPn:PLP-Expressionsklon fiir in vivo phy4-Interaktionsstudien Ermert et al. 2016
PRL1pSAT4 YFPn:PRL1-Expressionsklon fiir in vivo phy4-Interaktionsstudien Ermert et al. 2016
pUC19 Kontrollplasmid zum Transformationseffizienstest kompetenter Bakterien | Invitrogen
pWEN18_YFP 35S::YFP, Transfektions- und Lokalisationskontrolle Kost et al. 1998
_ag’) P19-Expressionsplasmid zur Unterdriickung v. post-transkriptionellem | Sir David
‘g’ pBIN61 P19 Gen-Silencing Baulcombe
o
(7]

John Christie

pGBT9 PHOT2

Template fir PHOT2 pGAD-Klonierung

John Christie

pKJ27 PHY4 FL

Template fur phy4 (N):BD-Klonierung

Katharina Mailliet

Der YZH-Bait-Vektor pBAC (s.0. freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Jutta
Rosler-Dalton (Rosler, 2010)) ist ein Derivat des pBRIDGE-Vektors des Hefe-3-Hybrid-Systems
von Clontech. Um pBAC herzustellen, wurde das ADH1-Promoter Fragment des pBRIDGE um
eine Volllangensequenz des ADH1 Promoter erweitert, um das Expressionslevel des finalen
Fusionskonstruktes zu erhdhen. Der so modifizierte Vektor wurde anstelle des im
MatchMaker-Y2H-System enthaltenen pGBKT7 -Vektors als Bait-Vektor verwendet. Der pBAC-
Vektor bietet die Moglichkeit, eine cDNA zwischen die zweite Kopie des ADH1 Promotors
und die DNA-Bindedomane zu klonieren und damit eine C-terminale Fusion der GAL4-DNA-
Bindedomane an die CDS eines Proteins von Interesse zu erhalten.

Um eine Vielzahl an Klonierungen von Prey-Konstrukten gleichzeitig durchfiihren zu kénnen,
wurden Gateway-kompatible Y2H-Vektoren fir N- und C-terminale BD- und AD-Fusionen
von Jirgen Haas und Peter Uetz (Karlsruhe Institute of Technology) angefragt. Entsprechende
Vektorkarten der beiden Prey-Vektoren pGADT7g und pGADCg sind in Abbildung 2-1
dargestellt.
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2y Origin_ _ADH1 Promotor
_SV40 NLS
“#  GAL4AD
4 HA-T

Amp 4 N 29

[ V\—___ T7 promoter
A PGADT7g attR1

9701 bp
) \Chloramphenicol Resistenz
puC ori <
\ " ccdb Gen o
.‘ “attR2 2y Origin ~— gl B ADH1 Promotor
ADH1 Terminator ¢
LEU SV40 NLS
: “_attR1
amp_ &Y b 2™
pGADCg .V'Chloramphenicol Resistenz
9637 bp
e\ ,_,_,i_;-r-,.ccdb Gen
pUC Origin att R2
< ~ GAL4AD
ADH2 Terminator
LEU

Abbildung 2-1: Karten der Gateway Y2H-Destinationsvektoren pGADT7g (Uetz & Grigoriev,
2005) und pGADCg (Stellberger et al., 2010) fiir die Herstellung von N- bzw. C-terminalen ADg-

Fusionen

2.5 Oligonukleotide

Tabelle 2-2: Oligonukleotide fiir Klonierungs- und Y2H-Screening-Zwecke

Name Sequenz Zweck

ALLT--> TTAATTAAATGTCGACCACCAAGTTGGC FW.Pr/merfur Klonierung C-terminale PHY4-BD-
Fusion Pacl Header

ALL34 > CATATGATGGAGAGGCCAAGAGCC FW Primer fir Klonierung phot2 in pGADT7 Ndel
Header

ALL35 <-- CTCGAGTTAGAAGAGGTCAATGTCCAAGTCC RV Primer fiir Klonierung phot2 in pGADT? Xhol
Header

ALL36 --> GAATTCATGGAACCAACAGAAAAACCATCGAC FW Primer fr Klonierung photl in pGAD
2.Versuch EcoRI Header

ALL37 <-- GGATCCCTAAAAAACATTTGTTTGCAGATCTTCTAG RV Primer fiir Klonierung von photl in pGAD
2.Versuch BamHI Header
Blunt PKS1 FW Primer fur Klonierung von £ntry-

ALL4L --> CACCATGGTGACACTAACACCATCT Klonen in PENTRD TOPO
Blunt PKS1 RV Primer fur Klonierung von £ntry-

ALL42 <-- CTACTGACTATAAAGAAGAGATGATT Klonen in PENTRD TOPO

ALLS1 --> AAAAAGCAGGCTTGATGTGTGCATTCTTTCTCC (HIP2) GW FW primermit Teil der attB Size flr BP-

Klonierung in pDONR Vektoren

ALL52 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTCGCCAGAGCCATCTC

(HIP2) GW RV Primer mit Teil der attB Site fiir BP-
Klonierung in pDONR Vektoren

ALL52 <-- mit
Stopp

AGAAAGCTGGGTTTTACGCCAGAGCCATCTC

(HIP2) GW RV Primer mit Teil der attB Site fiir BP-
Klonierung in pDONR Vektoren
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ALL53 -->

AAAAAGCAGGCTTGATGGCCCTGGTGCAT

Rhomboid-Peptidase GW FW Primer mit attB1-
Adapter fir 2-Schritt PCR

ALL54 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTCCAATACTCATCACCAAGGC

Rhomboid-Peptidase GW RV Primer mit attB2-
Adapter fiir 2-Schritt PCR

ALL54 <-- mit AGAAAGCTGGGTTTTACCAATACTCATCACCAAGGC Rhombo@—PepUdgse GW RV Primer mit attB2-
Stopp Adapter fiir 2-Schritt PCR

Kelch-Repeat Protein GW FW Primer mit attB1-
ALL55 --> AAAAAGCAGGCTTGATGGTGGTGGCGGC Adapter fir 2-Schritt PCR
ALL56 <-- mit Kelch-Repeat Protein GW RV Primer mit attB2-
Stopp AGAAAGCTGGGTTTCAAACTATCATGACAGCGC Adapter fiir 2-Schritt PCR

ALL56 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTAACTATCATGACAGCGCAATT

Kelch-Repeat Protein GW RV Primer mit attB2-
Adapter flr 2-Schritt PCR

ALL57 -->

AAAAAGCAGGCTTGATGTTAAGTACGAGGGCGT

Ser/Thr Proteinkinase GW FW Primer mit attB1-
Adapter fiir 2-Schritt PCR

ALL58 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTATATTTGGCTACTTTTCGGAA

Ser/Thr Proteinkinase GW RV Primer mit attB2-
Adapter flr 2-Schritt PCR

ALL58 <-- mit AGAAAGCTGGGTTTCAATATTTGGCTACTTTTCG Ser/Thr Pliotemkmz?se GW RV Primer mit attB2-
Stopp Adapter flr 2-Schritt PCR
ALLSO —-> AAAAAGCAGGCTTGATGGCCGTCCTCGCA ZF-Protein GW FW Primer mit attB1-Adapter fir

2-Schritt PCR

ALL60 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTCGATCTAGATGAGGCAAGTGA

ZF-Protein GW RW Primer mit attB2-Adapter fur
2-Schritt PCR

ALL60 <-- mit AGAAAGCTGGGTTTTACGATCTAGATGAGGCAAGTG ZF—Pro.teln GW RW Primer mit attB2-Adapter fur
Stopp 2-Schritt PCR
ALL63 --> AAAAAGCAGGCTTGATGGCGGATTTTGAAGTA COPK GW FW Primer mit attB1-Adapter fir 2-

Schritt PCR

ALL64 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTGTACTGCTCCTCTAGTGTCAGA

CDPK GW RV Primer mit attB2-Adapter fir 2-
Schritt PCR

ALL64 <-- mit AGAAAGCTGGGTTCTAGTACTGCTCCTCTAGTGTCAGA CDP!( GW RV Primer mit attB2-Adapter fiir 2-

Stopp Schritt PCR

ALL6S --> AAAAAGCAGGCTTGATGAGTTATTATAATCAAGGAGGG | hnodopsin- 727 GW RW Primer mit attB1-Adapter
fur 2-Schritt PCR

ALLE6 <-- AGAAAGCTGGGTTGAAGCATGCATCAAGCA Rhodopsin- 72 GW RV Primer mit attB2-Adapter
fur 2-Schritt PCR

ALL66 <-- mit AGAAAGCTGGGTTTCAGAAGCATGCATCAAG R"hodop5|r'1—Ta//GW RV Primer mit attB2-Adapter

Stopp fur 2-Schritt PCR

ALL71--> AAAAAGCAGGCTTGATGGCTGCCGAGAAGAG Ankyrin&tPTB/POZ Protein GW FW Primer mit
attB1-Adapter fur 2-Schritt PCR

ALL72 <-- mit AGAAAGCTGGGTTTCACGGAAATGAAGTGAAGAG Ankyrln&PTB/P?Z-Prote!n GW RV Primer mit

Stopp attB2-Adapter fur 2-Schritt PCR

ALL72 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTCGGAAATGAAGTGAAGAGTTG

Ankyrin&PTB/POZ-Protein GW RV Primer mit
attB2-Adapter flr 2-Schritt PCR

ALL73-->

AAAAAGCAGGCTTGATGGCGAAGAGTTCTTTCAA

Autophagie-Protein GW FW Primer mit attB1-
Adapter fir 2-Schritt PCR

ALL74 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTACACCCGCTCGCTCC

Autophagie-Protein GW RW Primer mit attB2-
Adapter fir 2-Schritt PCR

ALL74 <--mit
Stopp

AGAAAGCTGGGTTCTAACACCCGCTCGCTC

Autophagie-Protein GW RW Primer mit attB2-
Adapter fir 2-Schritt PCR
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Cyclophilin GW FW Primer mit attB1-Adapter fur

ALL75--> AAAAAGCAGGCTTGATGGTTAACCCCAGGGTATTC .

2-Schritt PCR
ALL76 <-- mit AGAAAGCTGGGTTCTACAACTGTCCGCAGTCAG Cyclop.hllln GW RV Primer mit attB2-Adapter fur
Stopp 2-Schritt PCR

ALL76 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTCAACTGTCCGCAGTCAGC

Cyclophilin GW RV Primer mit attB2-Adapter fiir
2-Schritt PCR

photl GW FW Primer mit attB1-Adapter fir 2-

ALL86--> AAAAAGCAGGCTTGATGGAACCAACAGAAAAACC .

Schritt PCR
ALL87 <-- mit photl N-Terminus GW RV Primermit attB2-
Stopp AGAAAGCTGGGTTCTATGCAAAAATAATGGGATTATCG Adapter fir 2-Schritt PCR

ALL87 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTTGCAAAAATAATGGGATTATCG

photl N-Terminus GW RV Primermit attB2-
Adapter flr 2-Schritt PCR

photl C-Terminus GW FW Primer mit attB1-

ALL8S > AAAAAGCAGGCTTGTCTGATAGTITCTTGGAGCTCAC | o eIt AL
ALLBY <=mit |\ AAAGCTGGGTTCTAAAAAACATTTGTTTGCAGATC | PNOtt C-Terminus GWRV frimermit attB2-
Stopp Adapter flr 2-Schritt PCR

ALL89 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTAAAAACATTTGTTTGCAGATCTTC

photl C-Terminus GW RV Primer mit attB2-
Adapter flr 2-Schritt PCR

elF-5A GW FW Primer mit attB1-Adapter fir 2-

ALL93 --> AAAAAGCAGGCTTGATGTCTGACGACGAGCAC Schritt PCR
ALL94 <-- mit AGAAAGCTGGGTTTTAGTTGTTCCTGCCGE eIF—l?A GW RV Primer mit attB2-Adapter fir 2-
Stopp Schritt PCR

ALL94 <-- ohne
Stopp

AGAAAGCTGGGTTGTTGTTCCTGCCGCC

elF-5A GW RV Primer mit attB2-Adapter fiir 2-
Schritt PCR

Kelch-Repeat Protein GW FW Primer mit attB1-

ALL9S --> AAAAAGCAGGCTTGATGGAAGGGCAGTCTGAAG Adapter fiir 2-Schritt PCR fur langeres Genmodell
am 5 Ende

ALLOG —-> ATGGCAGACGGCGACAACAAT TP53—regL.{/az‘/ng thase GW FW Primer mit attB1-
Adapter fiir 2-Schritt PCR

ALL97 <-- mit TTAGCCAACCATGACTCGCTTTC TP53—regL‘{/az‘/ng K|.nase GW RV Primer mit attB2-

Stopp Adapter fir 2-Schritt PCR

ALL97 <-- ohne
Stopp

GCCAACCATGACTCGCTTTCTTC

TP53-regulating Kinase GW RV Primer mit attB2-
Adapter fir 2-Schritt PCR

14-3-3-Protein GW FW Primer mit attB1-Adapter

ALL98 --> ATGACGGAGCTACGAGAGG fir 2-Schritt PCR
ALL99 <-- mit 14-3-3-Protein GW RV Primer mit attB2-Adapter
Stopp CTAGTGGTCATCAGCATCTTC fir 2-Schritt PCR

ALL99 <-- ohne
Stopp

GTGGTCATCAGCATCTTCGAC

14-3-3-Protein GW RV Primer mit attB2-Adapter
fur 2-Schritt PCR

unbekanntes Protein/HIP11 GW FW Primer mit

ALL102 --> ATGAAGAAGACTACGTGTTTCAAG attB1-Adapter fir 2-Schritt PCR
ALL103 <-- mit unbekanntes Protein/HIP11 GW RV Primer mit
Stopp TTAGACGTATTCAATTGTGTCGCTC attB2-Adapter fur 2-Schritt PCR

ALL103 <-- ohne
Stopp

GACGTATTCAATTGTGTCGCTC

unbekanntes Protein/HIP11 GW RV Primer mit
attB2-Adapter fur 2-Schritt PCR

ALL105 -->

ATGGAGCCGACTCTCCCTG

F-Box-interacting/Kelch-Protein GW FW Primer
mit attB1-Adapter fur 2-Schritt PCR

34




2. Material

ALL106 <-- mit
Stopp

CTACACCGAGATCAGCAAACTG

F-Box-interacting/Kelch-Protein GW RV Primer
mit attB2-Adapter fur 2-Schritt PCR

ALL106 <-- ohne
Stopp

CACCGAGATCAGCAAACTGG

F-Box-interacting/Kelch-Protein GW RV Primer
mit attB2-Adapter fir 2-Schritt PCR

KJ 062 --> CTATTCGATGATGAAGATACCCCAC 3’AD Insert Screening FW Primer

KJ 063 <-- GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTAT pGAD Insert Screening RV Primer

KJ 068 <-- TTAATTAATCTCACACTGCCTGCATCATCT vollangen PHY RV-Primer Pacl-Header flr
Klonierung in pBAC

KJ 069 <-- TTAATTAAGCCCTGGAGCTTTAAGTCGTT PHY4-N-Terminus RV-Primer Pacl-Header fur
Klonierung in pBAC

KJ 076 --> TAATACGACTCACTATAGGG Y2H-pGADT7 FW Sequenzier-Primer (T7
Promotor)

KJ 077 <-- AGATGGTGCACGATGCACAG VZH—pGADT7 RV Sequenzier-Primer (ADH1
Terminator)

KJ 080 <-- AATGCTTTTATATCCTGTAAAG GAL4 BD Sequenzier-Primer
EFla GW FW Primerfir Klonierung in

KJ 144 --> ATGGGTAAGGAGAAGGTGCAC pCR8/GW/TOPO

KJ 145 <-- mit EFla GW RV Primer fiir Klonierung in

Stopp CTACCACTTCTTCTTCGCAGC bCR8/GW/TOPO

KJ 146 <-- ohne
Stopp

CCACTTCTTCTTCGCAGCGG

EFla GW RV Primer fiir Klonierung in
pCR8/GW/TOPO

Pirin GW RV Primer fur Klonierung in

KJ 148 <-- TTATGGTGTGGACT TT
J 148 < GGTGTGGACTGGGCCTTG DCR8/GW/TOPO

KJ 149 <-- ohne Pirin GW RV Primer fur Klonierung in

Stopp TGGTGTGGACTGGGCCTTG pCR8/GW/TOPO
PLP GW FW Primerfir Klonierung in

KJ 153 --> ATGGTGGAAAAGAATGCATCTAGG PCR8/GW/TOPO

KJ 155 <-- ohne PLP GW RV Primer fur Klonierung in

Stopp GGAGCTCCACGGGTATCC DCR8/GW/TOPO
Pirin GW FW Primer fir Klonierung in

KJ 193b--> ATGTTTTCCGCTTGTGCTCT DCR8/GW/TOPO fiir neues Genmodell

KJ 195 —-> GCGGCCGCTATGGTGACACTAACACCA PKS1 FW Primer mit Notl Header fir Klonierung in
phyA pBRIDGE

K) 196 <-- GCGGCCGCCTACTGACTATAAAGAAGAGAT PKS1 RV Primer mit Notl Header fir Klonierung in
phyA pBRIDGE

K) 197 --> GCGGCCGCTATGTGGGAATCTGAGAGC NPH3 FW Primer mit Notl Header fur Klonierung
in phyA pBRIDGE

K) 198 <-- GCGGCCGCCTATGAAATTGAGTTCCTCCAT NPH3 RV Primer mit Notl Header fir Klonierung in
phyA pBRIDGE

EG41 TATGATTGCATTAAATAGTGCA ALPHY4 FW Primer

JR 58 <-- mit AAGTCGACCTACTTGTTTGCTGCAGCGAGTTCCG phyA RV Primer mit Sall Header fur Klonierung in

Stopp pGBKT7

MZ199 > CATATGTCAGGCTCTAGGCCGACTCAG PhyA FW Primer mit Ndel Header fir Klonierung
in pGBKT7

MZ 450 --> GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT Adapter-Primer fir GW attB1-Site PCR-Produkte

MZ 451 <-- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT Adapter-Primer fiir GW attB2-Site PCR-Produkte
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2.6 Feinchemikalien
Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Acrylamid 4K Lsg., 30%
Agar Kobe
Ammoniumsulfat
Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

BCIP

Borsaure
Bromphenolblau
BSA

Calciumchlorid
Calciumnitrat
Cefotaxim
Chlorophorm
Coomassie R250
Dinatriumhydrogenphosphat
DTT

EDTA

Essigsaure

Ethanol
Formaldehyd
Formamid

Glukose Monohydrat
Glycerol

Glycin

Hefeextrakt
Isoamylalkohol
Isopropanol
Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kanamycinsulfat
L-Leucin
L-Tryptophan
Lithiumacetat (LiAc)
Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
MES

Methanol techn.
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

36

NBT
Nickelchloridhexahydrat
PEG 6000

PEG 8000

Phenol

TEMED

Tetrazyklin

Tris

Trypton

X-B-Gal

BD-Biosciences; New Jersey, USA
Difco-Nitrogen Base without Aminoacids

BIO 101, Inc., Vista, Kalifornien, USA
LB

Biosynth AG, Staad, Schweiz
X-a-Gal

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

BCIP

Kaliumchlorid

Magnesiumsulfat

D-Mannitol

Natrimacetat

Natriumhydroxyd

SDS

Triton X100

Clontech Laboratories Inc., Kalifornien, USA
DO-Supplements

Fisher Scientfic Chemicals UK limited,
Loughborough, Leics., UK
Diammoniumtartrat
Dikaliumhydrogenphosphat

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Aluminium Kalium Sulfat Dodekahydrat
PEG 8000
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Invitrogen Corporation, Carlsbad,
Kalifornien, USA
Salmon sperm-carrier DNA

Oligonukleotide

Mallinckrodt Baker, Inc., Phillipsburg, New
Jearsey, USA (J.T. Baker)

Ethanol

Methanol fir die HPLC

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Adenin-Hemisulfat

Agar

Ammoniumacetat
Ammoniumnitrat
Ammoniumsulfat

Borsaure

Cobaltchlorid Hexahydrat
DMSO

Eisensulfat

EDTA

Isoamylalkohol
Kaliumbromid
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxyd
Kaliumiodid

Kaliumnitrat

Kupfersulfat Pentahydrat
Natriumchlorid
Natriummolybdat Dihydrat
Salzsaure
Zinnchloriddihydrat

2.7 Pflanzenanzucht

MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich
LB Medium

New England Biolabs Inc.Beverly, USA
1 kb DNA-Marker

100 bp DNA Ladder
Restriktionsenzyme und -puffer

PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen,
Deutschland jetzt VWR

Agarose

Nukleotide (dNTPs)

PEG 3550

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelbergg
Deutschland

Dimethylformamid

Tween 20

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol)

Agar

Agarose

Eisencitrat

Ethidiumbromid
Manganchloridtetrahydrat

ONPG (o-nitrophenyl B-D-
galactopyranoside; Sigma Cat No. N-1127)
PEG 3350

Spermidin

Zinksulfat

Ultrapure & Industrial Services, LLC, Dallas,
Texas, USA
Ammoniumpersulfat

Langtag-Bedingungen: 16 h Licht / 8 h Dunkelheit (Licht: Osram Typ L58W / 77,
50 pmol / m?s). 21 °C Lufttemperatur, 23 % rel. Luftfeuchte

2.8 LED-Belichtungsanlagen

Kingbright Cluster/52 mm LED-Scheinwerfer Rot (660 nm), Conrad Elektronik SE, Hirschau,

Deutschland

High Power LED Array LED660-66-60 Rot (660 nm) TO-66, Roithner Lasertechnik, Wien,

Osterreich

High Power LED Array LED740-66-60 Dunkelrot (740 nm) Roithner LaserTechnik GmbH Wien,

Osterreich

465 nm LED array, Luxeon Blue LXHL, Philips Lumileds Lighting, San Jose, CA
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Labor Netzgerat PS 152 A “Voltcraft”, Conrad Elektronik SE, Hirschau, Deutschland,
modifiziert.
Labor Netzgerat Voltcraft PS-2403 D, Conrad Elektronik SE, Hirschau, Deutschland

2.9 Spektralphotometer
Agilent 8453 UV-Visible Spektralphotometer inkl. Photodiode Array (PDA)-Detektor und
Agilent ChemStation-Software (Agilent Technologies Inc.,, Santa Clara, Kalifornien, USA) zur
Konzentrationsbestimmung von PCB.
Shimadzu UVmini 1240 UV-Vis Spektralphotometer (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan)
Bio Spectrometer Basic (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Nano-Drop zur Quantifizierung von DNA-Losungen (NanoVue Plus Spectrophotometer von
GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK)

2.10 Lumi-Imager
Fusion-SL4 (damals von Peglab, gehort jetzt zu VWR, Radnor, Pennsylvania, USA)
myECL /mager (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham MA, USA)

2.11 Makroskop und Mikroskope
Fir Licht- und Fluoreszenz-mikroskopische Beobachtungen wurde das automatisierte
Epifluoreszenzmikroskop Leica DM6000b sowie das Makroskop Leica Macro Fluo (Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland) eingesetzt. Digitale Bilder wurden mit beiden Geraten
unter Verwendung einer DFX 500 CCD Kamera (Leica) aufgenommen. Folgende Filter wurden
im Mikroskop und Makroskop verwendet:

I3-Filterwirfel (Anregungsfilter: BP 450 - 490; dichromatischer Spiegel: 510;
Suppressionsfilter: LP 515)

N3-Filterwirfel (Anregungsfilter: BP 546/12; dichromatischer Spiegel: 565;
Suppressionsfilter: BP 600/40)

YFP-Filterwirfel (Anregungsfilter: BP 500 / 20; dichromatischer Spiegel: 515;
Suppressionsfilter: BP 535 / 30)

GFP-Filterwurfel (Anregungsfilter: BP 470/40; dichromatischer Spiegel: 500;
Suppressionsfilter: BP 525/50)

CFP-Filterwiirfel (Anregungsfilter: BP 436 / 20; dichromatischer Spiegel: 455;

Suppressionsfilter: BP 480 / 40)

Fur Split-YFP-Analysen wurde das konfokale Laser Scanning Mikroskop Leica TCS SP2-AOBS
mit folgenden Anregungs- und Detektionsparametern verwendet:
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Tabelle 2-3: Anregungs- und Detektionsparameter fiir die konfokale LASER- Scanning-
Mikroskopie am Leica TCS SP2-AOBS

Fluorophor ﬁ::ﬁgung Detektion [nm] | Look Up Table

CFP 458 468-478 Cyan

Chlorophyll 496 675-700 Rot

GFP 488 500-535 Griln

mCherry 543 605-675 Rot

YFP 514 530-560 Gelb

Transmission 488 500-535 Grauskala
555-620 Grauskala
650-750 Grauskala




3. Methoden

3. Methoden
3.1 DNA-Methoden

3.1.1 Agarose-Gelelektrophorese und Farbung von DNA
StandardmaBig wurden 1% (w/v)-Agarosegele durch Suspension von Agarosepulver in 0,5x-
TBE-Puffer und Aufkochen in der Mikrowelle hergestellt. Agaroseldsungen wurden in
Flachbettkammern (Eigenbau) gegossen und mit Proben-Kammen versehen. Abgekihlte Gele
wurden mit 0,5x-TBE-puffer Uberschichtet. DNA-Proben wurden mit 6x Agarosegel-
Ladepuffer versetzt und auf das Gel geladen. Die Elektrophorese fand bei 200 V fir ca. 40 min
statt. AnschlieBend wurden die Gele in einem Ethidiumbromidbad fir ca. 10 min gefarbt.
Nach kurzem Abspilen mit dest. H,O wurden die Gele auf einem UV-Transilluminator
(Fluoreszenzlampe, 312 nm, TCP20M) angeschaut und mit einer Nikon-CCD-Kamera
dokumentiert.

3.1.2 Restriktions-Endonuklease-basierte Klonierung von Y2H-
und Y3H-Konstrukten

3.1.2.1 Klonierung der Physcomitrella Phytochrom CDS in pBAC

Zur Klonierung der PHY4-Volllangen-CDS und der des N-terminalen photosensorischen
Moduls in den pBAC Bait-Vektor wurden Primer mit Pacl Schnittstellen hergestellt. Hier
wurde zur Bestimmung der Lange der N- (und C-) terminalen phy4-Halfte ein phyB-Fragment
aus Arbeiten von Ni et a/ (1998) zu Grunde gelegt. Die homologen Aminosauren innerhalb
der Hinge-Region zwischen Arabidopsis phyB und Physcomitrella Phytochrom 4 wurden
bestimmt. Daraus ergab sich die N-terminale PHY4 Halfte mit einer Lange von 606
Aminosauren. Als Matrize fur die PCRs diente Physcomitrella Erststrang-cDNA, die mittels
Superscriptll Reverse Transkriptase und einem Oligo dT Lock-Docking Primer von Dr.
Katharina Mailliet aus gesamt-RNA hergestellt wurde. PCR-Reaktionen wurden wie unten
angegeben angesetzt und durchgefiihrt.

Reagentien Menge [Endkonzentration]
H.O 34 ul [ad 50 pl]
5x Phusion Puffer 10 pl [1x]
2,5 mM dNTPs 4 ul [10 nmol]
Template: pKJ27-PHY44#5 fl. [1ng/ul] [1 pl [1 ng]
FW-Primer ALL7 0,25 pl [0,025nmol]
RV-Primer KJ68 (FL) bzw. KJ69 (N) [0,25 pl [0,025nmol]
Phusion Polymerase 0,5 ul [1 Unif]

Temperatur [°C] |Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 98 30 sek
Denaturierung 98 10 sek
Hybridisierung 66 1 min
Elongation 72 1 min 30
Finale Elongation 72 10 min
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Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mittels eines 1%igen praparativen Agarose-Gels
gereinigt und mittels Topoisomerase-Reaktion in den pCR-BluntII-TOPO-Vektor (Invitrogen)
ligiert. Die Transformation erfolgte in chemisch kompetente £ co/i TOP10-Zellen durch
Hitzeschock (Hanahan, 1985). Selektion der Transformanden erfolgte auf Kanamycin-haltigen
LB-Platten. Putativ positive Klone wurden mittels Kolonie-PCR identifiziert und in 3 ml
flissigem LB+Kanamycin-Medium als Ubernachtkultur angeimpft. Die Plasmid-DNA wurde
mit dem Qiagen Miniprdparations-Kit extrahiert und anschlieBend durch Restriktionsverdau
mit Pacl und Xmal analysiert. Die Integritat der Subklone wurde durch Sequenzierung mit
M13 FW und M13 RV verifiziert.

Zur Klonierung in pBAC (ein Derivat des pBRIDGE Vektors, Doktorarbeit Jutta Rosler-Dalton)
erfolgte die Freisetzung des Inserts durch doppelten Restriktionsverdau mit Pacl und Xmal.
Der pBAC-Vektor wurde durch Restriktionsverdau mit Pacl getffnet und mittels Phosphatase-
Reaktion dephosphoryliert, um Selbstligation des gedffneten Vektors zu vermeiden. Vektor
und Inserts wurden gelgereinigt und im Agarosegel quantifiziert. Die anschlieBende Ligation
erfolgte im Vektor:/nsert-Verhaltnis 1:3 flr 7 Stunden bei 14°C. Der gesamte Ligationsansatz
wurde mittels Elektroporation in elektrokompetente £. co/i XL1Blue-Zellen transformiert. Die
Selektion erfolgte auf LB-Medium mit Ampicillin. Putativ positive Klone wurden mittels
Kolonie-PCR identifiziert. Zur Kontrolle der korrekten Orientierung der /nserts wurde nach
DNA-Minipraparation ein Restriktionsverdau mit Apall durchgefiihrt. Die Ubereinstimmung
des Leserasters von Insert und Vektor wurde mittels Sequenzierung verifiziert. Je ein Klon
beider Konstrukte wurde fiir eine DNA-Maxipraparation zunachst in 3 ml LB+Ampicillin und
nach Ubernachtkultur in 250 ml TB+Ampicillin angeimpft. Die Extraktion erfolgte nach
Maniatis mittels alkalischer Lyse und Plasmidreinigung durch PEG. SchlieBlich wurde die
DNA-Konzentration spektralphotometrisch bestimmt und ein Apall Testverdau durchgefihrt.
Die so aufgereinigte DNA wurde fiir die Transformation in Hefe eingesetzt. Fir den ofigo d7-
Library Screen wurde das Volllangenkonstrukt eingesetzt.

3.1.2.2 Klonierung aller anderen Y2H/Y3H-Konstrukte

Alle weiteren Y2H-Bait-Plasmide wurden ebenfalls durch Subklonierung in pCR-Bluntll-TOPO
hergestellt. Die phyA CDS wurde aus phyApGAD amplifiziert und Ndel/Sall in pGBK kloniert,
um eine N-terminale BD-Fusion zu erhalten. Die ebenfalls N-terminale BD-Fusion von phyA in
pBRIDGE wurde hergestellt, indem phyA pBRIDGE + FHY1 (von Dr. Jutta Rdsler-Dalton) Notl
verdaut und das pBRIDGE phyA-Fragment gelgereinigt und religiert wurde. Y3H-Baits wurden
hergestellt, indem die PKS1 und NPH3 CDS aus Arabidopsis Columbia- (Nov. 2003 von
Andrea Weisert) bzw. aus HY1-cDNA (von Dr. Joel Mailliet fiir das M-PP-MPP-Praktikum
2011) amplifiziert und in pCR-Blunt kloniert wurde. Die PKS1 und NPH3 CDS wurde mittels
Notl-Verdau aus den Subklonen herausgeschnitten und in die zweite Multiple Cloning Site
von phyA pBRIDGE#2 eingefligt. Prey-Vektoren mit Arabidopsis Phototropinen wurden
hergestellt, indem die PHOT1 CDS aus PHOT1pSPYNE und die PHOT2 CDS aus PHOT2pGBT9
(von John Cristie) amplifiziert, subkloniert und EcoRIl/BamHI bzw. Ndel/Xhol in pGADT7
kloniert wurden. AD:PKS1 wurde kloniert, indem die PKS1 CDS mit EcoRI aus dem PKS1 pCR-
Blunt-Klon#12 (s.0.) herausgeschnitten und in pGADT7 ligiert wurde.

3.1.3 Gateway Klonierungen
Wo es moglich war, wurden Klonierungsarbeiten mit dem Gateway-System (Walhout et al,
2000) durchgefiuhrt. Das System basiert auf einem sequenzspezifischen Enzym-katalysierten
Rekombinationsmechanismus aus dem Phagen A (Landy, 1989), wobei die Rekombination
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zwischen den sogenannten attachment (att) Sites stattfindet: zwischen attB und attP Sites
bzw. zwischen attL und attR Sites. Der erste Schritt einer solchen Klonierung ist die
Herstellung eines £ntry Klons, wobei die CDS von Interesse von den attL Sites flankiert wird.
Dabei gibt es prinzipiell zwei Mdglichkeiten: entweder man kloniert das DNA Fragment
mittels Ligation direkt in einen £ntry Vektor mit attL Sites (z.B. in pENTR von Invitrogen), oder
man flankiert das PCR-Produkt mit a¢tB Sites (z.B. Gber eine 2-Schritt-PCR) und fuhrt eine BP-
Reaktion mit einem Donor-Vektor (tragt attP Sites) durch. Im zweiten Schritt fihrt man eine
LR-Reaktion mit dem £ntry~-Klon und einem beliebigen Destinations-Vektor (tragt attR Sites)
durch um verschiedene Expressionsklone (mit attB Sites) zu erhalten.

3.1.3.1 Herstellung von Entry-Klonen

Um Interaktionen von phy4-Baits mit putativen Interaktionspartnern aus dem Holo-
phy4:BD- Y2H-Screen zu verifizieren, mussten alle codierenden DNA-Sequenzen in Volllange
aus Physcomitrella cDNA amplifiziert, und in AD-Vektoren kloniert werden. Dazu wurde das
wahrscheinlichste Cosmoss-Genmodell auf Basis von EST-Daten und der eigenen
Sequenzdaten ausgewahlt.

Zur Herstellung der £ntry~-Klone wurden die FL CDS aus Physcomitrella cDNA aus 6 d alten
Filamenten aus Langtags-Bedingungen (von Dr. Daniela Liebsch damals am MPI Kdln)
amplifiziert und mittels einer Zweischritt-PCR mit attB Sites versehen. Hierzu wurden
genspezifische Primer mit folgenden Headern versehen:

attBl Primerheader mit zwei extra Nukleotiden fur Erhaltung des Leserasters in N-terminalen
Fusionen: AAAAAGCAGGCTTG

attB2 Primerheader mit einem extra Nukleotid fiir Erhaltung des Leserasters in C-terminalen
Fusionen: AGAAAGCTGGGTT

In der Regel wurden Reverse-Primer mit Stoppcodon fiir N-Terminale Fusionen und ohne
Stoppcodon fir C-terminale Fusionen hergestellt. Mit 10 pmol dieser Primer und 2 pl (ca. 50
ng) cDNA-7emplate wurde im ersten Schritt eine 50 pl PCR Reaktion mit Phusion Polymerase
angesetzt.

Temperatur [°C] |Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 2 min
Denaturierung 94 15 sek
Hybridisierung 58-62 30 sek
Elongation 72 30 sek/kb |10
Finale Elongation 72 2 min

Im zweiten Schritt der PCR wurden die attB Sites mittels Adapter-Primern komplettiert.
MZA450: attB1 Primer G GGG ACA AGT TTG TAC AAA AAAGCAGGCT

MZA451: attB2 Primer GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT

10 pl der PCR-Produkte aus Schritt 1 wurde als 7Template einer weiteren 50 ul Reaktion mit 40
pmol jedes Adapter-Primers eingesetzt.
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Temperatur [°C] |Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung |95 1 min
Denaturierung 94 15 sek
Hybridisierung 45 30 sek
Elongation 72 30 sek/kb [5
Denaturierung 94 15 sek
Hybridisierung 55 30 sek
Elongation 72 30 sek / kb
Finale Elongation 72 2 min 17

Die so entstandenen PCR-Produkte tragen somit die folgenden Header mit den kompletten
attB Sites.

5" attB1l Header. GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTG
3" attB2 Header AACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend gelgereinigt und mittels BP Reaktion in pDONR207
(Invitrogen) rekombiniert. Die BP Reaktionen ergaben jeweils einen £ntry-Klon mit Stopp
Codon und je einen ohne.

Entry-Klone mit und ohne Stoppcodon fir die TP53-regulierende Kinase, das F-box/kelch-,
das 14-3-3- und das Protein mit unbekannter Funktion wurden mittels TaKaRa-Tag-
Amplifikation aus Physcomitrel/la cDNA (ebenfalls von Dr. Daniela Liebsch) und TA-Ligation in
pCR8 GW TOPO nach Herstellerangeben hergestellt. Dies geschah im Rahmen der BSc-
Arbeiten von Fabian Sahl bzw. Natalie Kempel unter meiner Aufsicht. Leider war es in diesem
Rahmen nicht maoglich, einen fehlerfreien Entry~-Klon der TP53-regulierenden Kinase ohne
Stoppcodon herzustellen. Auch wenn spater noch zwei fehlerfreie Entry-Klone hergestellt
wurden, wurden YZH- und Lokalisationsanalysen mit Expressionsklonen durchgefiihrt, die aus
dem fehlerhaften £Entry resultierten. Dieser (#4) tragt eine Missense-Mutation (V77A).

Analog zu dieser Klonierung wurden auch neue £ntry-Klone fir putative Partner aus dem
Apo-BD:phy4- Y2H-Screen (s. 3.4.1, Doktorarbeit Mailliet 2012) hergestellt. Im Fall vom Pirin
legten neue EST-Daten in der Cosmoss-Datenbank einen alternativen Beginn der CDS nahe
(53 Aminosauren mehr). Bei den urspriinglichen EFla-£ntry-Klonen lagen sehr viele
Abweichungen zum Genmodell vor, wobei es sich vermutlich um ein enges Homolog des
eigentlich vorgesehenen EFlo handelte. Somit wurden neue E£ntry-Klone mit und ohne
Stoppcodon in pCR8 GW TOPO hergestellt. Auch der PLP £ntry~-Klon ohne Stoppcodon
wurde erneut angefertigt, da der vorherige Punktmutationen enthielt.

Entry-Klone des photl-N-Terminus (AS1-492) und C-Terminus (493-996, s. Endo et a/
(2013)) wurden hergestellt, indem entsprechende Bereiche jeweils mit oder ohne Stoppcodon
aus pAL28 photlpGAD amplifiziert und, wie oben beschrieben, mit attB-Headern versehen
wurden. Resultierende attB-flankierte PCR-Produkte wurden anschlieBend mittels BP-
Reaktion in pDONR207 rekombiniert. Fir die BP-Reaktionen wurde der Invitrogen BP-
Clonase II-Mix als halber Ansatz nach Herstellerangaben angewendet. £ntry-Klone wurden
verwendet, um N- bzw- C-terminale ADg-Fusionen an photl N und photl C (in pGADg bzw.
pGADCg) per LR-Reaktion herzustellen.
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PKS1-£ntry-Klone mit und ohne Stoppcodon wurden hergestellt, indem die CDS aus PKS1
pCR-Blunt-Klon#12 amplifiziert wurde und PCR-Produkte nach Herstellerangaben in pENTRD
TOPO kloniert wurden.

Fir die Herstellung der Entry-Klone fiir Co-IP-Experimente infolge von Agrobacterium-
Transfektion und Expression von HA:phy4 und myc:phot-Fusionen in Tabak wurden zunachst
phot -Expressionsklone von Dr. Mailliet herangezogen. Der Grund daflir war, dass die von ihr
hergestellten £ntry~-Klone in pCR8 GW TOPO den gleichen Selektionsmarker tragen, wie die
bindren pGWB Destinations-Vektoren (Nakagawa et a/, 2007). Eine LR-Reaktion kann zwar in
normalem Umfang stattfinden, aber die Selektion auf Spectinomycinplatten favorisiert
sowohl die gewlnschten Expressionsklone, als auch nicht-rekombinierte £ntry-Klone. Die
Aussicht auf Erfolg bei dieser Herangehensweise ist eher gering. Daher wurden neue phot-
Entry-Klone hergestellt, indem die pKJ148 2x35S::CFP:photAl-, photA2- photB1l und photB2-
Expressionsklone mit Nael+Sacl (phot A1 und B1l) bzw. Nael (photA2 und B2) geschnitten
und in einer BP-Reaktion mit dem pDONR221 Donor-Vektor kombiniert wurden. Fur die BP-
Reaktionen wurde der Invitrogen BP-Clonase II-Mix als halber Ansatz nach Herstellerangaben
angewendet.

3.1.3.2 Herstellung von Expressionsklonen flir Y2H
Aufgrund der groBen Anzahl putativer Partner wurde nach einer Mdglichkeit gesucht, die
Klone maoglichst gleichzeitig in groBerer Menge zu bearbeiten. Hierzu wurden Gateway-
kompatible YZH-Destinations-Vektoren von Uetz and Grigoriev (2005) und von Stellberger
und Mitarbeitern herangezogen (Stellberger et al/, 2010). Diese Arbeitsgruppen haben die
konventionellen Clontech pGADT7 und pGBKT7 Vektoren zundchst durch Einfligen der
Invitrogen Conversion System Cassette B (fur Leseraster 2) in die Smal-Schnittstellen beider
Vektoren modifiziert. Zudem enthalt der pGBKT7g eine verkirzte Version des ADH1
Promoters. Diese Vektoren wurden dann umkloniert, indem die Gateway-RfB Kassette (fir
Leserahmen 2) so eingefligt wurde, dass C-terminale Fusionen mit BD und AD ermdglicht
werden (Genebank Accession Numbers F1696409 bzw. FJ696408). Der HA-T7ag in pGADCg
wurde dabei auf 7 AS verkirzt und ist somit womaoglich fur eine Expressionsanalyse nicht
verwendbar. Zudem ist in diesen Vektoren der T7 Promoter dem AD-Konstrukt
nachgeschaltet, so dass dieser nicht flr /n vitro Transkription/Translation verwendet werden
kann. Alle Vektoren wurden freundlicherweise von Peter Uetz (Forschungszentrum Karlsruhe)
und Jurgen Haas (Ludwigs-Universitat Miinchen) zur Verfiigung gestellt.

Um die Funktionalitat der Gateway-Prey-Vektoren zu verifizieren, wurden zundchst LR-
Reaktionen von PHOTB1 pCR8 GW TOPO-£ntry-Klonen (Dr. Mailliet) mit pGADg- bzw.
pGADCg-Destinationsvektoren durchgefihrt.

Zur Herstellung von Y2H AD:- bzw. :AD-Expressionsklonen putativer phy4-Interaktionspartner
wurden LR Reaktionen mit den hergestellten £ntry-Klonen und den pGADg- bzw. pGADCg-
Destinationsvektoren durchgefiihrt. Dazu wurde der LR Clonase II Mix von Invitrogen nach
Hersteller-Angaben angewendet. In der Regel wurden die Reaktionsansatze und somit auch
die einzusetzende Menge des Destinationsvektors auf 75 ng halbiert. Diese Menge wurde in
fmol umgerechnet, um die dquimolare Menge des jeweiligen £ntry-Klons flr den jeweiligen
Destinationsvektor zu erhalten. Diese Stoffmenge wurde anschlieBend in Nanogramm £ntry
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umgerechnet und fir die LR Reaktion eingesetzt. Flr die Rechnung wurde folgende Formel
verwendet:

Masse Destination [75 ng] , fmol 10%fg
Lange Destination [bp] 660fg 1 ng

Stoffmenge Destination [fmol] =

660fg 1 ng
Masse Entry [ng] = Stoffmenge Destination [fmol]® Lange Entry [bp]® *—
fmol 10°fg
Die Integritat der Expressionsklone wurde per Restriktionsverdau und ggf. Sequenzierung
bestatigt. So wurden auch alle ADg: und :ADg-Fusionen wie zum Beispiel auch C-terminale
ADg-Fusionen von putativen phy4-Interaktionspartnern aus dem Apo-BD:phy4-Y2H-Screen
oder von C- und N-terminalen ADg-Fusionen an photl-Halften hergestellt.
Als Negativkontrolle fir die Interaktionsuntersuchung mit C-terminal fusionierten Preys sollte
ein leerer :AD-Fusionsvektor mit Phy4-Baits kombiniert werden. Der unveranderte pGADCg-
Destinationsvektor eignet sich nicht dafiir, da das Leseraster durch die Gateway-Kassette
unterbrochen und somit keine AD exprimiert wird. Somit musste die Gateway-Kassette (mit
Chloramphenicol-Resistenz und dem ccdb Gen etc) durch Rekombination entfernt werden.
Es wurde ein myc-£ntry Klon von Dr. Jutta Rosler-Dalton herangezogen und durch LR
Reaktion in pGADCg kloniert. Damit wurde die Gateway-Kassette durch den kurzen myc 7ag
ersetzt, so dass die AD mit dem SV40 NLS im gleichen Leseraster vorlag und somit in Hefe
exprimiert werden konnte.

3.1.3.3 Herstellung von Expressionsklonen fur Lokalisationsstudien

Zur Herstellung von Fluoreszenzprotein-Fusionen wurden von Dr. Katharina Mailliet
modifizierte Destinationsvektoren von Karimi et al (2002) verwendet (s. 2.4). Sie ermdglichen
in planta Expression von N- und C-terminalen GFP- bzw. CFP-Fusionen zur Untersuchung von
intrazellularen Lokalisationen. Die Original-Vektoren wurden so umkloniert, dass sie einen
doppelten 35S-Promoter und einen TL-Enhancer aus dem pSAT6-mCherry-VirD2-NLS-
Konstrukt (Citovsky et al/, 2006) tragen, um die Expressionsstarke in Physcomitrella zu
erhohen. Codierende Sequenzen aller ausgewadhlten putativen phy4-Interaktionspartner
wurden mittels LR-Reaktion, wie oben beschrieben, in diese umklonierten
Destinationsvektoren hinein rekombiniert. Meist wurden N- und C-terminale CFP-Fusionen
(Partner aus Holo-phy4:BD-Screen) oder GFP-Fusionen (EFla, Pirin und PLP aus dem Apo-
BD:phy4-Screen) hergestellt. Zusatzlich zu Partner-FP-Fusionen wurde auch ein phy4:GFP-
Konstrukt fir eventuelle Kolokalisationsstudien hergestellt. Dazu wurde eine LR-Reaktion
eines PHY4 pCR8GWTOPO-£ntry-Vektors von Dr. Katharina Mailliet mit p2x35S 2GWF 7,0
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurden zum einen die Destinationsvektoren fir N-
terminale Fusionen verwendet, da eine Expression des Fluoreszenz-Proteins stattfinden kann.
Fir C-terminale Fusionen wurde zum anderen die Gateway-Kassette im Destinationsvektor
analog zu 3.1.3.2 mittels LR-Reaktion durch einen myc-7ag ersetzt, so dass myc:GFP bzw.
myc:CFP-Fusionen exprimiert werden konnten.

3.1.3.4 Herstellung von Expressionsklonen fur Split-YFP
Split-YFP-Expressionsklone fur die Untersuchung von /n vivo Interaktionen von phy4 mit
putativen Interaktionspartnern wurden per LR Reaktion von E£ntry-Klonen mit
Destinationsvektoren der pSAT-Serie hergestellt. Vier Destinationsvektoren ermoglichen N-
bzw. C-terminale Fusionen von YFP N- (pSAT4-DEST, pSAT4a-DEST) oder C-Termini (pSAT5-
DEST, pSAT5a-DEST) an codierende Sequenzen (Citovsky et a/, 2006). Diese Vektoren tragen
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einen doppelten 35S-Promoter und £nhancer. In Split-YFP-Experimenten mit putativen
Partnern aus dem Holo-BD:phy4-Screen sollte zumeist phy4:YFPy (pSAT4a) bzw. YFPy:phy4
(pSAT4) mit verschiedenen YFPc: und :YFPc (pSATS5 / pSAT5a)-Expressionsklonen kombiniert
werden. Bei putativen Partnern aus dem Apo-BD:phy4-Screen waren die YFP-7ags meist
umgekehrt (YFPc am phy4 und YFPy an putativen Partnern). Bei der Auswahl der
Fusionsreihenfolge von YFP-Halften an die codierende Sequenz von putativen Phytochrom 4-
Interaktionspartnern wurde diejenige Konformation bevorzugt, die im Y2H-Assay positiv war.
Als Negativkontrollen dienten die entsprechenden Fusionskonstrukte von putativen
Interaktionspartnern in Kombination mit YFPc: bzw. myc:YFPc (also ohne phy4). Myc:YFPy und
myc:YFPc wurden hergestellt, indem LR-Reaktionen von MYC pENTR (s.0.) mit pSAT4a bzw.
pSAT5a durchgefiihrt wurden.

Auf diese Weise wurden auch LR-Reaktionen von PKS1l(ohne Stopp)pENTR D TOPO mit
pSAT4a bzw. 5a und von PKS1(mit Stopp)pENTR D TOPO mit pSAT4 bzw. pSATS
durchgefiihrt, um PKS1:YFPy/ PKS1:YFPc bzw. YFP\:PKS1 / YFPc:PKS1 zu erhalten.

3.1.3.5 Herstellung von Expressionsklonen fur Co-IP

HA:phy4 wurde hergestellt, indem der PHY4 pCR8 GW TOPO-£ntry-Klon von Dr. Mailliet mit
Bgll+Nhel verdaut, und das gelgereinigte Fragment in einer LR-Reaktion mit dem bindren
pGWB415-Destinations-Vektor kombiniert wurde (Nakagawa et a/, 2007). Fir die Anfertigung
der myc:photA1,A2, B1 und -B2 Expressionsklone wurden die in 3.1.3.1 hergestellten phot-
Entry-Klone in einer LR-Reaktion mit pGWB421 kombiniert (Nakagawa et a/, 2007). Resultat
dieser LR-Reaktionen waren Expressionsklone mit 3x HA- bzw. 10x myc-7ag am N-Terminus
von phy4 bzw. der vier Physcomitrella Phototropine.

3.1.4 DNA-Praparation aus E. coli
Plasmid-DNA Minipraparationen wurden der Anleitung des QIAprep Spin Miniprep Kits
(QIAGEN) folgend durchgefiihrt. Die Praparation groBerer Mengen Plasmid-DNA wurde
entsprechend der Anleitung nach Sambrook and Russel (2001) durchgefiihrt. Die
Konzentration der Plasmid-DNA wurde spektralphotometrisch iber die optische Dichte bei
260 nm (ODyg) bestimmt. Integritait der Plasmid-DNA-Konstrukte wurde mittels
Restriktionsverdau und Sequenzierung verifiziert.

3.1.5 DNA-Praparation aus Hefe

Gesamt-DNA aus Hefe beispielsweise zur Identifikation putativer Interaktionspartner nach
Y2H-Analysen folgendermaBen durchgefiihrt: 5ml GN-Kulturen in (D)SD Medium angezogen,
durch Zentrifugation geerntet, mit Wasser gewaschen und in 500 pl Lysepuffer durch
Vortexen resuspendiert. Zum Aufbrechen der Zellen wurden Glasperlen (0,45 — 0,5 mm) bis
ca. 2 mm unterhalb des Flissigkeitsmeniskus hinzugegeben und mit einer Mixermill bei
Maximalgeschwindigkeit fir 30 s homogenisiert. Es wurden 25 pl 5 M NaCl hinzugegeben
und die Homogenisation wiederholt. Durch Zentrifugation bei 13000 rpm fir 2 min wurde
Schaum reduziert und anschlieBend die Flissigkeit vom Eppiboden beginnend abgesaugt. Es
folgt eine Phenolaufreinigung durch Mischen mit 400 pl Phenol, Mischen durch Vortexen und
Zentrifugation bei 13000 rpm fir 4 min. Die Oberphase wurde anschlieBend mit 400 pl
Phenol:Chlorophorm (4:1) versetzt und wie oben zentrifugiert. DNA wird durch Zugabe von
eiskaltem 95 %igen Ethanol gefallt, 6 min zentrifugiert und das Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird das Pellet auf einem Heizblock getrocknet und
in 30 yl H,O gelost.
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3.2 Bakterien-Methoden

3.2.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

XL1blue wurde aus dem Glycerol-Stock auf LB + Tetracyklin ausgestrichen und bei 37°C G.N.
inkubiert. 3 ml LB Tetracyklin (5 mg/ml) wurden als Uber-Nacht-Kultur mit einer einzelnen
Kolonie beimpft. 1 ml der Kultur wurden in 500 ml TB + Tetracyklin Uberfuhrt und G.N. bei
37°C und 180 rpm inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde die Kultur weiter bei 18°C und
160 rpm inkubiert, bis eine OD600 von 0,4 erreicht war. Zellen wurden durch Zentrifugation
bei 5000 g geerntet, zwei Mal mit eiskaltem sterilem Wasser gewaschen und in 800 pl steriler,
eiskalter 7 % DMSO-L6sung resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden 100 ul-Aliquots
angefertigt, die in flissigem Stickstoff Schock-gefroren und bei -80°C bis zum Gebrauch
aufbewahrt wurden. Die Kompetenz der Zellen wurde mittels Transformation mit 1 ng
pUC19-DNA bestimmt und ergab i.d.R. 1 x 10° bis 1 x 10° Kolonien / ug DNA.

3.2.2 Bakterientransformation

Bakterientransformationen erfolgten zum einen mit chemisch kompetenten Zellen TOP10-
Zellen nach Hanahan et a/. (1985), zum anderen mittels Elektroporation in elektrokompetente
XL1Blue oder TOP10 Zellen. £ coli-Aliquots wurden bei —80°C gelagert und unmittelbar vor
Transformationsbeginn auf Eis aufgetaut. Die zu transfizierende Plasmid-DNA wurde in
beiden Protokollen vorsichtig mit der Bakteriensuspension vermischt. Chemisch kompetente
Zellen wurden nach Inkubation auf Eis (30 min) durch Hitzeschock (45 sec bei 42°C)
transformiert. Nach Abkuhlen auf Eis erfolgte eine Inkubation in 500 pl SOC-Medium bei
37°C und 190 rpm fir eine Stunde. Elektrisch kompetente Zellen wurden in eine vorgekihlte
Elektroporations-Kivette Uberfihrt und mit 1550V (21 yF, 400 Q) transformiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in 500 pyl LB+MgSO4-Medium inkubiert. Transformierte
Zellen wurden mittels Antibiotika-haltigen LB-Agarplatten selektiert. Positive Klone wurden
zur DNA-Minipreparation G.N. in 3 ml LB mit Antibiotikum angezogen.

Agrobacterium wurde analog zur £ coli Transfektion nach einem Elektroporationsprotokoll
transfiziert. Binare phy- phot- und PKS1-Expressions-Pasmide wurden einzeln in ABI
eingebracht, wahrend pBIN P19 (Voinnet et al, 2003) - ein Plasmid das die
Tomatenzwergbuschvirus-Protein P19-CDS tragt — in GV3101 transfiziert wurde. Dies sollte
bei Co-Expression mit den anderen Konstrukten der Unterdriickung von post-
transkriptionellem Gene-Silencing dienen. Agrobacterium-Zellen wurden analog zur E-col-
Transfektion mit DNA gemischt und in Kivetten Uberfihrt. Die Elektroporation erfolgte bei
1550 V / 21 pF / 200 Q. AnschlieBend wurden die Zellen mit 450 yl LB MgSO, versetzt und
eine Stunde bei 30 °C geschiittelt. Die Selektion der transformierten ABI-Zellen erfolgte auf
LB Kanamycin + Chloramphenicol + Spectinomycin und die der GV3101 Zellen auf LB
Kanamycin + Rifampicin + Gentamycin bei 30°C fur 2-3 Tage.

3.3 Hefe-Methoden

3.3.1 Das MatchMaker Hefe-Zwei-Hybrid-System
Das Hefe-Zwei-Hybrid System (englisch: yeast-2-hybrid, Y2H) ist eine Methode zur
Identifikation und Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen (Fields & Song, 1989).
Durch rekombinante Expression eines Proteins von Interesse kdnnen unbekannte
Interaktionspartner aus einer cDNA-Bibliothek identifiziert, mutmaBliche Interaktionspartner
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bestatigt oder andere Aspekte einer bereits bekannten Wechselwirkung untersucht werden.
Das Prinzip des YZ2H beruht auf der molekularen Rekonstitution eines Transkriptionsfaktors.
Ein Transkriptionsfaktor setzt sich aus zwei verschiedenen Strukturmotiven zusammen: aus
einer DNA-Bindedomédne (DNA-BD) und einer Transkriptions-Aktivierungsdomane (AD).
Beide Domanen kdnnen auf Sequenzebene voneinander getrennt und als translationale
Fusionen mit anderen Proteinen in Hefezellen exprimiert werden. Im Falle einer Interaktion
zweier Proteine werden Binde- und Aktivierungsdomane des Transkriptionsfaktors in
raumliche Nahe gebracht. Diese raumliche Annaherung ist ausreichend, um den funktionalen
Transkriptionsfaktor wieder herzustellen. Der aktive Transkriptionsfaktor flhrt zur Expression
eines Reportergens, welches zur Synthese einer Aminosdure (AS) fihrt, die es den Hefezellen
ermoglicht, auf Selektionsmedium zu wachsen, welches diese Aminosaure nicht enthalt. Der
hierflr verwendete Hefestamm ist auxotroph fiir diese Aminosaure und ist somit selbst nicht
in der Lage, die Aminosdure zu synthetisieren. Darliber hinaus besitzt der Stamm den zu
rekonstituierenden Transkriptionsfaktor nicht, damit es ohne Interaktion nicht zur
Reportergen-Expression kommen kann.

In dem hier verwendeten MatchMaker-System von Clontech handelt es sich konkret um den
GAL4-Transkriptionsfaktor. Dieser bindet an die Gall Upstream Activating Sequence (UAS, ein
Bestandteil des Promotors) und initiiert als Folge einer Interaktion die Transkription des HIS3-
Gens. Im Falle einer Protein-Interaktion erlangen transformierte Hefezellen damit die
Kompetenz zuriick, selbst Histidin synthetisieren zu kdnnen und damit auf Histidin-freiem
Selektionsmedium zu wachsen. Das MatchMaker-System  enthédlt verschiedene
Expressionsvektoren: pGBKT7 (im Folgenden pGBK) fur das Koderprotein (Bait) und pGADT7
(im Folgenden pGAD) fir das Beuteprotein (Prey)) bzw. eine cDNA-Bibliothek. Der pBRIDGE
Vektor (Clontech) ist zusatzlicher Vektor flr Y3H-Analysen, da er nicht nur eine N-terminale
Fusion der BD an eine CDS codiert, sondern auch die Expression eines Bridge-Proteins unter
der Kontrolle eines Methionin-responsiven Promoters ermdéglicht. Dr. Jutta Rosler-Dalton hat
diesen Vektor so modifiziert, dass auch C-terminale Fusionen der BD maoglich sind (s. 2.4). All
diese Vektoren kodieren nach Klonierung der cDNAs die translationalen Fusionsproteine. Alle
Vektoren tragen je einen Marker zur Selektion in Escherichia coli (E. coli; Trp fir pGBK; alle
Anderen Amp) und zusatzlich je einen Marker (Leucin flr Prey-Vektoren bzw. Tryptophan fir
Bait-Vektoren) zur Selektion transformierter Hefezellen auf Aminosaure-defizienten Medien
(s. Tabelle 3-1).

3.3.2 Arbeiten mit dem MatchMaker Hefe-Zwei-Hybrid-System
Selektion nach Transformation der Bait- bzw. Prey-Vektoren in Hefe erfolgt auf Synthetic
Dropout (SD)-Medien, die Glukose, eine Stickstoffstoffquelle und ein Dropout (DO)
Supplement (= Aminosauren und Nukleoside) enthalten. Bestimmte Aminosauren sind je
nach Selektion in dem DO-Supplement nicht enthalten. Fir die Selektion einer einfachen
Transformation flr das Bait- bzw. das Prey-Plasmid -Tryptophan (Trp) bzw. -Leucin (Leu)
Single-Synthetic-Dropout (SSD) verwendet. Die Selektion fir das Vorhandensein beider
Plasmide in doppelt transformierten Hefezellen erfolgt auf —Trp/-Leu Double-Synthetic-
Dropout (DSD). Auf dem —Trp/-Leu/-Histidin (His) Triple-Synthetic-Dropout-Medium (7SD)
kann schlieBlich flr doppelte Transformanden selektiert werden, die durch Protein-
Interaktion den Transkriptionsfaktor GAL4 wieder herstellen und so die Mdglichkeit zur
Histidin- Synthese wiedererlangen. Ein weiteres GAL4-responsives Reportergen unter der
Kontrolle des GAL2-Promotors ist das ADEZ2-Gen, welches Enzyme zur Adeninsynthese
kodiert. Zur Erhéhung der Selektionsstringenz kann daher —Trp/-Leu/-His/-Ade Quadruple-
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Synthetic-Dropout (QSD) eingesetzt werden. Abwesenheit des GAL4-Transkriptionsfaktors
fuhrt auf Adenin-Mangel-Medium dazu, dass ein rotes Stoffwechsel-Intermediat akkumuliert
und sich Kolonien ohne Protein-Interaktion rot farben. Tritt eine Interaktion auf,
komplementiert der ADE2-Marker den ade2-101 Phanotyp und die Kolonien bleiben weiB.

AH109 Constructs

| onws | eom

| metvas | mEuTATA | lac2 | B GALACTOSIDASE

\ MEL1 UAS | MEL1 TATA | MEL? | a-GALACTOSIDASE
Y187 Constructs

| caruas | caumam | acZ | B GALACTOSIDASE

Abbildung 3-1: Reportergene in AH109 und Y187 werden durch verschiedene GAL4-responsive
Promotoren kontrolliert (aus: MatchMaker Two-Hybrid System 3 & Libraries User Manual)

Im Falle einer Interaktion werden im Hefe-Reporterstamm AH109 zusatzlich zu HIS3 und
ADEZ2 auch /acZ und MELI exprimiert. Deren Genprodukte (o- und B-Galaktosidase) kdnnen
die Substrate X-B-Gal bzw. X-a-Gal umsetzen was zur Bildung eines blauen Indigofarbstoffs
fuhrt. Beide Gene befinden sich unter der Kontrolle des MELI-Promotors (vgl. Abbildung 3-1),
welcher ebenfalls von GAL4 gebunden wird. Durch Zugabe von X-a-Gal im SO-Medium kann
daher Blaufarbung der Hefekolonien und des umgebenden Mediums als weiterer
Selektionsmarker eingesetzt werden, da die o-Galaktosidase im Gegensatz zur -
Galaktosidase in den periplasmatischen Raum und das Medium sekretiert wird. Der
Reporterstamm Y187 kann fur HefeMating in Kombination mit AH109 eingesetzt werden (s.
3.3.7) und eignet sich zudem fir die Analyse der Interaktionsstarke zweier Proteine mittels
Flissig-ONPG-Assay, welches auf spektralphotometrischer Messung der lacZ-
Expressionsstarke basiert.

Fur den Hefestamm AH109 ist bekannt, dass er gehauft zur Ausbildung falsch positiver Klone
neigt. Der dazugehdrige Phanotyp wird als ,His-leaky' bezeichnet, da auch ohne Protein-
Protein-Interaktion die Expression des HIS3-Gens initiiert wird. Dies kann durch bestimmte
Eigenschaften von DNA-Bindedomane-Fusionsproteinen ausgeldost werden, so dass diese
allein transkriptionsaktivierend wirken kénnen. In diesem Fall ware es Hefezellen auch ohne
eine spezifische Protein-Interaktion mdglich, auf Histidin-freiem Medium zu wachsen. Dies
manifestiert sich als Hintergrund-Wachstum auf -Trp/-His-SD- bzw. in Kombination mit dem
leeren  Prey-Vektor auf -Trp/-Leu/-His-7SD-Platten. Mdogliche Autoaktivierung der
Reportergene kann mit Hilfe eines kompetitiven Inhibitors des HIS3-Proteins gel6st werden.
Der Inhibitor 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol) blockiert das HIS3-Genprodukt und Histidin kann
letztlich nicht synthetisiert werden. Um auf der einen Seite das Wachstum falsch positiver
Klone zu vermeiden, die Sensitivitat des Systems jedoch nicht zu stark einzuschranken, ist es
notwendig, die Konzentration des Inhibitors so gering wie mdglich einzustellen. Tabelle 3-1
stellt eine Ubersicht Gber in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Medien mit den im
Folgenden verwendeten Abkiirzungen und die durch das jeweilige Medium erzielte Selektion
dar.
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Tabelle 3-1: Ubersicht iiber eingesetzte Medien, Zusitze und die daraus resultierende Selektion

Abklirzung [Bedeutung Selektion
DSD - Trp/-Leu DSD Aufnahme von Bait- und Prey-Plasmid
TSD -Trp/-Leu/-His TSD Plasmidaufnahme, HIS3-Expression
QSD -Trp/-Leu/-His/-Ade QSD  [Plasmidaufnahme, HIS3- und ADE2-Expression
+ 3-AT mit 3-Amino-Triazol Kompetitive Inhibition des HIS3-Genprodukits
+ X-a-Gal  |mit 5-Bromo-4-chloro-3- MEL 1-Expression
ndolyl-a-D-galatopyranosid

3.3.3 Hefe-Einzeltransformation

Einzeltransformationen beispielsweise vom Bait-Konstrukt PHY4 FL pBAC (PHY4:BD) sowohl in
AH109 als auch in Y187 wurde nach Gietz and Woods (2002) durchgefiihrt. Das angewendete
Protokoll basiert auf einer Lithiumacetat/single-stranded carrier DNA/Polyethylenglycol-
(LiAc/ss-DNA/PEG) Transformation mit anschlieBendem Hitzeschock. Bei einer einfachen
Transformation wurden zunachst 25 ml YPDA-Medium in einem Schikanekolben mit frischem
Zellmaterial (nicht alter als 6 Wochen) beimpft und Uber Nacht bei 30°C und 200 rpm
angezogen. Die Zellzahl wurde mittels einer Zahlkammer bestimmt. Aus der U.N.-Kultur
wurden 2,5-10° Zellen zur Inokulation der 50 ml Expansions-Kultur entnommen. Die
Expansionskultur wurde in  YPDA wie oben inkubiert, bis eine ODggo von 0,8 - 1,0 erreicht war
(ca. 3-5 h nach Inokulation). Dies entspricht der mittleren bis spaten Log-Phase der Subkultur.
50 ml Transformations-Kultur sind ausreichend fir 10 Transformations-Ansatze und enthalten
mehr als 2 - 10’ Zellen/ml. Die Zellen wurden bei 3000 g fiir 5 Minuten und RT pelletiert und
anschlieBend mit 25 ml sterilem Wasser gewaschen. Hiernach wurden die Zellen in 1 ml
sterilem Wasser aufgenommen, in ein Eppendorf-Gefal3 Uberfihrt, nochmals sedimentiert
und das Volumen mit Wasser auf einen Milliliter aufgefiillt. 100 pl Aliquots (ca. 1-10° Zellen)
der Zellsuspension wurden pro Transformation eingesetzt. Nach erneuter Zentrifugation
wurden 360 pl Transformationsmix gemal Abschnitt 2.2.4 hinzugegeben. Pro Reaktion wurde
500 ng - 1 ug Plasmid-DNA transformiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fir 30
Minuten unter mehrfachem Invertieren ca. alle 5 bis 7 min. Nach erneuter Zentrifugation
wurde das Pellet zuletzt in 1 ml H,O aufgenommen. Verschiedene Verdiinnungen der Zellen
wurden auf den entsprechenden SSD-Medien ausplattiert und 4 Tage bei 30°C inkubiert. Mit
einzeln transformierten Hefeklonen erfolgten Analysen hinsichtlich HIS3-Reportergen-
Autoaktivierung und im Fall von Bait-Vektoren mdglicherweise notwendige Einstellung der 3-
AT Konzentration auf -Trp/-His-Synthetic Dropout-Medium.

3.3.4 Hefe-Doppeltransformation

Die sequentielle Doppeltransformation basiert prinzipiell auf derselben Methode wie
Einzeltransformationen. Diese Methode ist besonders angepasst, um eine hohe
Transformations-Effizienz bei einer Doppeltransformation zu erreichen (Agatep et al, 1998).
Das Protokoll wurde sowohl bei einer sequenziellen, als auch bei einer simultanen
Transformation mit zwei Plasmiden angewendet. Die in unterschiedlichen MaBstaben
durchgefiihrten sequentiellen Doppeltransformationen unterschieden sich hinsichtlich der
Volumina der G.N.-Kultur und der Transformationskultur, des Volumens an eingesetztem
100 mM LiAc, der Hitzeschockdauer und des finalen Resuspensionsvolumens in sterilem H,O.
Eine Ubersicht tiber die fiir einen zehnfachen Ansatz eingesetzten Volumina sind in Tabelle
3-2 dargestellt.
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Tabelle 3-2: Ubersicht iiber Transformationsansitze einer sequenziellen Doppeltransformation

10X
Volumen an SSD-Medium fir (.N.-Kultur 25 ml
Zellzahl fiir 50 ml YPDA-Transformationskultur 2,5 - 10°
Volumen an 100 mM LiAc 3 ml
Hitzeschock-Dauer 30 min
Resuspensionsvolumen H,O 1 ml

Um den Selektionsdruck auf dem zuvor transformierten Plasmid zu erhalten, wurden die zu
transformierenden Hefezellen in dem entsprechenden SSD-Medium G.N. angezogen. Eine
simultane Transformation wurde untransformierte Hefe G.N. in YPDA angezogen. Zur
Herstellung der Transformations-Kultur wurden anschlieBend 2,5 - 10° Zellen zur Herstellung
einer 50 ml Transformations-Kultur entnommen, bei 3000 g 5min in einem 50 ml
Reaktionsgefal pelletiert, in einem finalen Volumen von 50 ml YPDA resuspendiert und in
einen Schikanekolben Uberfihrt. Die Kultur wurde anschlieBend, wie oben beschrieben
inkubiert, bis eine ODgy von 0,8 erreicht wurde. Die Zellen wurden dann mit dem halben
Volumen an sterilem Wasser gewaschen und 15 min in 100 mM sterilem LiAc bei 30°C
inkubiert (3 ml fir 10x-Ansatz). Nach Entfernung des LiAc durch Zentrifugation wurden die
Zellpellets mit 360 pl Transformationsmix versetzt. Es folgte eine 30-minttige Inkubation im
Transformationsansatz bei 30°C. AnschlieBend wurde der Hitzeschock bei 42°C wie oben
beschrieben durchgefiihrt. Das Ausplattieren erfolgte wie beschrieben auf geeigneten
Selektionsmedien. In den meisten Fallen wurden je 100ul auf -Trp/-Leu DSD und auf —Trp/-
Leu/-His 7SD ausgestrichen. Von allen einzeln und doppelt transformierten Hefen wurden
Glycerol-Stocks im entsprechenden SD-Medium zur dauerhaften Aufbewahrung bei —80°C
angefertigt.

3.3.5 Untersuchung der Reporter-Autoaktivierung durch Bait-
Expression

Um mogliche Autoaktivierungen zu untersuchen, wurden zum einen Bait-Konstrukte einzeln
transformiert und auf -Trp/-His-SD-Platten ausgestrichen. Zum anderen wurden Bait-
Konstrukte und der leere Prey-Vektor pGADT7 sequenziell oder simultan in AH109
transformiert oder durch Mating in Hefe eingebracht und auf -Trp/-Leu/-His- 7SD-Medium
ausgestrichen. Wenn trotz eines fehlenden Interaktionspartners Wachstum auftritt, bedeutet
dies, dass die Expression des BD-Fusionsproteins alleine oder in Kombination mit AD: zu
Reportergenexpression fihrt. In einem solchen Fall kann man entweder BD- und AD-7ags
tauschen, HefeMating (s. 3.3.7) versuchen, oder man muss 3-AT als kompetitiven Inhibitor
des HIS3-Genproduktes einsetzten (s. 3.3.2). Hierzu stellt man 7SD-Platten mit 3-AT-
Konzentrationen z.B. zwischen 0 mM und 5 mM in 0,25- oder 0,5-mM-Schritten her und
plattiert darauf in einem quantitativen Ansatz je 8 x 10° doppelt transformierte/diploide
Zellen aus. Fur alle weiteren Y2H Experimente wahlt man diejenige 3-AT-Konzentration aus,
auf der gerade keine Kolonien mehr wachsen. Somit stellen Ba/t-Konstrukte in Kombination
mit leeren Prey-Vektoren (pGADT7) oder mycAD (pGADCg; s.0.) Negativkontrollen fir
Enzym- und Wachstums-Assays dar.

3.3.6 Y2H Positivkontrollen
Um die Funktionalitat des MatchMaker Systems zu bestatigen, wurden zum einen die
System-internen  Kontrollen durchgefiihrt (Interaktion von dem Tumorsuppressor-
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Genprodukt p53 mit dem SV40 groBem T-Antigen). Zum anderen wurde nach einer internen
Positivkontrolle in Kombination mit den verschiedenen phy4-Baits gesucht. Da zuvor keine
Interaktionspartner von phy4 beschrieben wurden, wurde die Dimerisierungs-Eigenschaft von
Phytochrom selbst herangezogen. Hierzu wurde phy4:BD bzw. BD:phy4 mit AD:phy4
kombiniert und als starke konstitutive Positivkontrolle in Enzym- und Wachstums-Assays
eingesetzt. Als externe Positivkontrolle wurde AH109 phyA:BD/BD:phyA + AD:FHY1 (mit 0,5 -
1 mM 3-AT) eingesetzt. Hiltbrunner et a/ (2005) konnten in diesem Zusammenhang zeigen,
dass die Aufnahme von PCB aus dem Medium und autokatalytische Assemblierung in Hefe
prinzipiell funktionieren muss, denn nur so ist eine Rotlicht-abhangige Interaktion zwischen
Arabidopsis thaliana phyA:DNA-BD und AD:FHY1 Uberhaupt moglich. Ohne den PCB-
Chromophor hingegen kann die phyA-FHY1-Interaktion nicht stattfinden und keine
Reportergen-Expression initiiert werden, so dass die Hefen nicht auf einem entsprechenden
Selektionsmedium wachsen kdnnen. Die Lichtabhangigkeit der Interaktion konnte dadurch
belegt werden, dass PCB-komplementierte Hefe in Dunkelheit ebenfalls nicht in der Lage war,
zu wachsen (Hiltbrunner et a/, 2005). Eine Interaktion zwischen phyA und FHY1 findet
demnach nur statt, wenn der Chromophor an phyA gebunden ist (also Holophytochrom
vorliegt), und das Phytochrom durch R-Bestrahlung die Pfr-Konformation eingenommen hat
(s. Einleitung). Somit kann gezeigt werden, dass die Aufnahme des PCB-Chromophors aus
dem Medium in Hefe erfolgreich war.

3.3.7 Einfaches Mating-Protokoll zum Interaktionstest

Als Alternative zu einer Doppeltransformation kann auch Hefe-Mating eingesetzt werden. Bei
Y187 handelt es sich um einen im Vergleich zu AH109 genotypisch ahnlichen Stamm, mit
dem Unterschied des Mating-Typs so dass Y187 (mat a) gemeinsam mit AH109 (mat a)
eingesetzt werden kann, um zwei Vektoren mittels Mating in eine Hefezelle einzubringen
(s.u.). Hierzu bendtigt man einzeln transformierte Hefe beider Hefestamme auf frischen
Selektionsplaten, von denen man Zellmaterial von etwa der GroBe eines halben Pfefferkorns
abnimmt und in 50 pyl YPDA durch Vortexen resuspendiert. Diese sehr dichte Zellsuspension
wurde anschlieBend in 10 pl-Tropfen auf kleine YPDA-Platten aufgebracht und fir 3-6 h bei
30°C inkubiert. Dabei konnen die haploiden Hefezellen durch zelluldare und nukleare Fusion
diploide Zellen bilden. Nach dem Mating wurden die Zellen in drei Mal mit je 2 ml sterilem
Wasser mittels eines Glas-Drigalski-Spatels von den Platten herunter gewaschen und in
einem 15 ml Falcon gesammelt. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert, der Uberstand
entfernt und das Pellet in 500 pl sterilem Wasser resuspendiert. Von dieser Suspension
wurden je 100 pl auf DSD und 75D plattiert.

3.3.8 Quantitatives Hefe-Mating zur Effizienzbestimmung
Fir einen quantitativen Mating-Ansatz wurde einzeln transformierte Hefe beider Mating-
Typen U.N. in SSD angezogen, quantifiziert und dann in einem definierten Verhaltnis
gemischt. Das Pretransformed MatchMaker Libraries User Manual wirde fir einen 50 ml
Ansatz insgesamt 5,05 10° Zellen vorsehen (Screening-MaBstab). Nach Herunterskalierung
fir paarweise Matings wurden in einem 7,5 ml Ansatz insgesamt etwa 7,6 x 10® Zellen
eingesetzt. Nach Bestimmung der Zellzahl / ml wurden die Zellen beider Mating-Typen in
definierten Verhdltnissen in einem kleinen Volumen (z.B. 7,5 ml) 2x YPDA angeimpft und in
einem groBen Kolben ohne Schikane bei 30°C und 40 rpm fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen geerntet und der Kolben zweifach mit dem Volumen des Mating-Ansatzes
an 2x YPDA gespllt. Die Zellen wurden in einem sterilen 50 ml ReaktionsgefaB gesammelt
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und pelletiert (10 min bei 1000g) und anschlieBend mit 0,5x YPDA auf ein Endvolumen von
20% des Volumens des Mating-Ansatzes (z.B. hier 1,5 ml) gebracht. Von dieser sehr dichten
Zellsuspension wurden serielle Verdinnungen angefertigt und plattiert: eine 1:100- und
1:1000-Verdiinnung wurde auf DSD und 75D (ggf. +PCB; s.u.) plattiert, um die Anzahl an
Diploiden bzw. die Anzahl der Interaktoren bestimmen zu kénnen. Eine 1:10000 Verdiinnung
wurde jeweils auf -Trp SSD und —Leu SSD plattiert, um zu bestimmen, ob Bait- oder Prey-
Stamm limitierender Partner im Mating-Gemisch war. Die Mating-Effizienz berechnet sich wie
folgt: (Anzahl Diploide / Anzahl limitierender Partner)*100 [%)].

3.3.9 Bestimmung der Mating-Effizienz bei verschiedenen Bait-
Prey-Verhaltnissen

Um die optimalen Screening-Bedingungen fir den Y2H Oligo dT-Library-Mating-Screen zu
bestimmen, wurden Vorexperimente mit unterschiedlichen Mischungs-Verhaltissen von mat
a- und mat a-Stamm durchgefihrt. Das Clontech Benutzerhandbuch schldgt einen 100fachen
Uberschuss des mit dem Bait-Vektor vortransformierten mat a-Stammes gegeniiber des mit
der ¢cDNA Bibliothek vortransformierten mat o-Stammes vor. Dariiber hinaus weist die
Hefeliteratur darauf hin, dass es nicht unerheblich fir die Mating-Effizienz ist, welcher der
beiden Mating-Typen im Uberschuss eingesetzt wird und ob Bait- oder Prey-Konstrukte in
der jeweiligen Hefe vorliegen. Soellick and Uhrig (2001) beispielsweise konnten zeigen, dass
eine maximale Effizienz erreicht wird, wenn das Bai/t-Konstrukt im mat a-Stamm vorliegt und
im Uberschuss mit dem mat a-Stamm (mit Prey-Konstrukt) gemischt wird. Aufgrund der
Tatsache, dass die cDNA Bibliothek in der hier vorliegenden Arbeit im mat a Stamm
vortransformiert vorlag (s.u.) und nicht sinnvoll ist, die Bibliothek im Uberschuss einzusetzen,
blieb nur die Mdglichkeit, verschiedene Uberschiisse des mat a-Bait-Stamms zu untersuchen.
Dazu wurden AH109 AD:PHY4 Zellen 1:1 und 1:3 mit Y187 PHY4:BD Zellen gemischt und wie
in Abschnitt 3.3.7 beschrieben inkubiert, geerntet und plattiert.

3.3.10 Herstellung von Holophytochrom in Hefe durch Zusatz
von PCB ins Selektionsmedium

Fur die Bereitstellung des Chromophors zur autokatalytischen Assemblierung mit dem in
Hefe exprimierten Apophytochrom zu Holophytochrom gibt es prinzipiell verschiedene
Moglichkeiten. Die Herstellung von PCB aus Ham in Hefe durch Ko-Expression von
Biosyntheseenzymen (Hamoxygenase und P®B-Synthase) ist aufgrund von vermutlich
fehlenden Ferredoxin-dhnlichen Elektronendonatoren fiir die Reduktionsschritte schwierig.
Dazu ware vermutlich eine zusatzliche Lokalisation beider Enzyme innerhalb der
Mitochondrien nétig. Dies bedeutet eine zusatzliche Verkomplizierung der Expression. Daher
wurde stattdessen PCB dem Medium zugegeben, so dass es von Hefe aufgenommen werden
konnte. PCB unterscheidet sich von dem nattrlichen Pflanzenphytochrom-Chromophor P®B
lediglich durch einen Substituent an Ring D (C-18 Ethyl anstatt Vinyl). Hierzu wurden
Flissigmedien mit 20 uM (Hiltbrunner et a/, 2005) und Agar-basierte Medien mit 30 uM PCB
versehen. Aufgrund der Hitze-und Lichtlabilitat von PCB in wassrigem Medium, wurden die
PCB-Medien stets im Halbdunkel und frisch hergestellt. PCB lag in Methanol gel6st vor und
wurde dem Medium nach Autoklavieren und Abkiihlen des Mediums in der entsprechenden
Menge beigemischt. Die erfolgreiche Aufnahme von PCB aus dem Medium wurde mittels
einer genetischen Positivkontrolle Gberprift (s. 3.3.6).
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3.3.11  Semiquantitatives Y2H-Wachstums-Assay in Rc und Rp
Um Protein-Protein-Interaktionen beziglich ihrer Starke und Abhangigkeit von
verschiedenen Lichtbedingungen zu untersuchen, wurde ein semiquantitatives
WachstumsAssay herangezogen. Dazu wurde doppelt transformierte Hefe G.N. flissig in
-Trp/-Leu-DSD-Medium bei 220 rpm und 30 °C angezogen. Nach Ernten der Zellen wurden
jeweils 2 - 10° Zellen auf verschiedene Selektionsmedien mit und ohne Chromophor
aufgetropft. Selektionsplatten mit 30 yM PCB wurden meist flr 5d in verschiedenen
Lichtbedingungen oder Dunkelheit (D) inkubiert (s. Tabelle 3-3). Eine technische
Weiterentwicklung des Hefe-Wachstums-Assays wurde etabliert, indem PCB-haltige
Selektionsplatten mit Lichtpulsen anstelle von kontinuierlichem Licht bestrahlt wurden.
Hierdurch kann nachgewiesen werden, ob eine durch einen Rotlichtpuls initiierte Interaktion
durch einen Dunkelrotlichtpuls verhindert werden kann. Somit kann eine YZ2H-Interaktion mit
Holophytochrom hinsichtlich ihrer Lichtabhangigkeit untersucht werden. Dieses Assay kann
somit eine hohere Aussagekraft bzgl. einer physiologisch relevanten Phytochrom-
Wechselwirkung haben, als der Vergleich von Hefewachstum in Rc und FRc.

Tabelle 3-3: Belichtungsregimes in semiquantitativen Hefewachstums- Assays mit
Holophytochrom

Wellenldange | Fluenzrate
Bedingung |[nm] [umol / m’ s] |Dauer [min] |Frequenz
Rc 660 0,8 | kontinuierlich
Rp 660 412 1/h
FRc 740 5 [ kontinuierlich
Rp + FRp 660 /740 4/5]12/183 1/h
Bc 465 0,7 | kontinuierlich
3.3.12  Y3H-Experimente

Um herauszufinden, ob es sich bei PKS1 oder NPH3 um ein Briickenprotein zwischen phyA
und PHOTL in Arabidopsis handelt, wurde ein Y3H Ansatz herangezogen. Dafir wurde
At.phyA in den ersten ORF und PKS1 in den 2. ORF des Clontech pBRIDGE-Vektors kloniert,
wobei die Expression des Bridge-Proteins (2. ORF) Uber die Methionin-Konzentration im
Medium reguliert wird. Der Promoter ist Methionin-reprimierbar und eine Repression der
Expression kann erreicht werden, indem man dem normalen SO Medium 300 mg/I Methionin
zufugt. Durch eine Verringerung der Methionin-Konzentration im DO Medium ist die
Briickenprotein-Expression induzierbar, wofiir Clontech SD-Mischungen ohne Methionin
anbietet. Fur die Durchfihrung eines Y3H Experiments unter Methionin-Mangelbedingungen
ist es unabdingbar, Hefen fir Transformation oder WachstumsAssay durch zwei bis drei
Vorselektionsrunden an die Methionin-Mangelbedingungen zu gewdhnen. Wachstums-
Assays wurden wie in Absatz 3.3.11 beschrieben durchgefiihrt. Belichtungen der Platten
erfolgte in D, R¢, FRc und Bc. Expression der BD-, AD-Fusionen und Briickenproteine in Hefe
wurde per SDS PAGE und WB nach Anzucht in -Trp/-Leu DSD mit normaler
Methioninkonzentration, ohne Methionin bzw. mit erhdhter Methionin-Konzentration
nachgewiesen.

3.3.13 Lichtabhangiges ONPG-Y2H-Assay
Um die Interaktionsstarke von Physcomitrella Phytochrom 4 und den vier Phototropinen
quantitativ zu erfassen, sollte fur die Publikation ein ONPG-Assay mit Holophytochrom in
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verschiedenen Lichtbedingungen etabliert werden. Das Assay beruht auf der GAL4-
regulierten Expression von [B-Galaktosidase, die durch Protein-Protein-Interaktion der BD-
und AD-Fusionsproteine initiiert wird. Zellen, die sich in der mittleren logarithmischen Phase
befinden, werden geerntet, aufgeschlossen und mit einem chromogenen Substrat — in
diesem Fall ONPG (o-nitrophenyl B-D-Galaktopyranosid) versetzt. Die B-Galaktosidase-
vermittelte Farbreaktion zu o-nitrophenol und D-Galaktose wird nach einer gewissen Zeit
spektralphotometrisch quantifiziert und die Miller Einheiten (Miller, 1972; Miller, 1992)
berechnet. Eine Miller-Einheit ist definiert als diejenige B-Galaktosidase, die 1 pmol ONPG pro
Minute pro Zelle hydrolysiert. Die Miller-Einheiten berechnen sich wie folgt:

B-Galaktosidase-Einheiten = 1000 x A4y / (t X V x ODgo)

t = Reaktionsszeit [min]

V = 0,1 ml x Konzentrationsfaktor (=5)

ODe¢go = optische Dichte der Expansionskultur vor dem Ernten

Fir das Holophytochrom-Assay wurde doppelt transformierte Y187-Hefe wurde U.N. in DSD-
Medium mit 20uM PCB im Dunkeln angezogen. Die ODgy der U.N.-Kulturen wurde nach
Vortexen gemessen und mit DSD + PCB auf eine OD von 1 verdinnt. Von der Verdiinnung
wurden je 1,4 ml mit 56 ml 2xYPDA + PCB in einem Falcon gemischt und mit folgenden
Lichtpulsen bestrahlt: R (660 nm) 5 min bei 20 ymol / m? s; FR (740 nm) 10 min bei 20
umol /m? s; R + FR, B (465 nm) 5 min bei 12 pymol / m? s und B + FR. Eine Kultur pro
Konfiguration wurde in D belassen. AnschlieBend wurden die Expansionskulturen 3 h in D bei
220 rpm und 30°C inkubiert. AnschlieBend wurde das ONPG-Assay nach den Angaben im
Yeast Protocols Handbook in grinem Sicherheitslicht durchgefiihrt: ODgy jeder
Expansionskultur wurde (nach kraftigem Vortexen) gemessen, je 1,5 ml wurden in je drei
Eppis aliquotiert (= technisches Triplikat) und die Zellen anschlieBend mittels Zentrifugation
geerntet (14000 rpm, 30"). Nach Entfernung des Uberstandes wurden die Zellen in 1,5 ml Z-
Puffer gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Pellets in 300 pl Z-Puffer
resuspendiert (= 5-fache Aufkonzentrierung) und je 100 pl in ein frisches Eppi Uberfihrt. Die
Zellen wurden durch dreimaliges Schockfrieren in flissigem Stickstoff und anschlieBendem
Auftauen im 37°C-Wasserbad aufgebrochen. Zu den Suspensionen und zu 100 pl Z-puffer als
Referenz wurden daraufhin 700 pl Z-Puffer mit B-Mercaptoethanol und dann 160 pl ONPG-
Losung pipettiert. Die Farbreaktion erfolgte bei 30°C G.N., wobei die genaue Reaktionsdauer
notiert wurde. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 400 uyl 1M Na,CO;-L6sung gestoppt,
mittels Zentrifugation (14000 rpm, 10 min) klarifiziert und letztlich wurde die Absorption bei
420 nm bestimmt. Pro Kombination wurden drei unabhangige Experimente durchgefihrt. Die
Aktivitat der Kombination BD: (pGBK) / :AD (pGAD) in der jeweiligen Lichtbedingung wurde
als Hintergrundaktivitat eingestuft und die dafiir berechneten Miller-Einheiten wurden von
allen anderen berechneten Werten subtrahiert.

3.4 Y2H-Oligo dT-Library-Screens

3.4.1 Apo-BD:PHY4 Oligo dT-Library-Screen mittels Doppel-
Transformation

Der Apo-BD:phy4 YZH-Screen wurde von Dr. Mailliet wie in ihrer Doktorarbeit beschrieben

mittels Hefe Doppeltransformation in einem 40x-MalBstab durchgefiihrt (Jaedicke, 2012). Als

Prey diente die ebenfalls in dieser Arbeit verwendete in AH109 vortransformierte
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Physcomitrella Oligo dT-cDNA Bibliothek von Hans Sommer (MPI Koln). Selektion erfolgte
auf 75D + 2,5 mM 3-AT fiir 2 Wochen in D. Positive Klone wurden auf DSD, 75D+3-AT und
Q@SD-Masterplatten Uberfuhrt. Diese zweite Selektionsrunde Uberlebten 75 Klone. Nach
einem Zymolase-Protokoll wurde DNA aus G.N-Kulturen extrahiert und fiir PCR-Analysen mit
flankierenden Primern eingesetzt. Klone mit unterschiedlich langen PCR-Produkten wurden
selektiert und in E. coli transformiert und die daraus resultierenden DNA-Minipraparationen
wurden mit flankierenden Primem sequenziert. Nach Ausmerzen von mehrfach in Hefe
vorhandenen Sequenzen blieben 23 Hefeklone mit unterschiedlichen Sequenzen (s. Ermert et
al. (2016), SI). Diese wurden analog zu 3.4.4 untersucht. Dr. Mailliet hat auf Basis von
Datenbank- und Literaturrecherchen vier Kandidaten fir weitere Analysen ausgewahlt: ein
Pirin, ein P-Loop-Protein (PLP), PRL1 und den Translations-Elongationsfaktor 1a (EF1 o). Fir
die Publikation wurden Experimente zu diesen Kandidaten wieder aufgenommen und nach
der Vorgehensweise dieser Arbeit vervollstindigt. Dies beinhaltete einige
Klonierungsarbeiten beispielsweise, da zuvor ohne die GW- Y2H-Vektoren keine C-terminalen
AD-Fusionen moglich waren und da sich in der Zwischenzeit Genmodelle gedndert hatten (s.
3.1.3.1). Aus neuen Pirin- und EFla-£ntry-Klonen mussten alle ndtigen Expressionsklone fir
Y2H-, Lokalisations- und Split-YFP-Analysen mittels LR Reaktion angefertigt werden. Dem
schloss sich die Untersuchung des YZH-Interaktionsverhaltens mit phy4-Baits in gepulstem
Licht an (s. 3.3.11). In dieser Arbeit wurden im Vergleich zu Dr. Mailliet's Doktorarbeit auch
Lokalisationen und Spl/it-YFP-Interaktionen mit C-terminalen FP-Fusionen untersucht (wie in
3.75 und 3.7.6 beschrieben), die abgesehen von Pirin und EFla auch fir PLP
(Fluoreszenzfusionen und Spl/it-YFP-Konstrukte) und PRL1 (Sp/it-YFP-Konstrukte) kloniert
werden mussten (s. 3.1.3.3. und 3.1.3.4). In vivo Interaktionen von phy4 mit den vier putativen
Partnern wurden sowohl in D, als auch nach R-Vorbehandlung beobachtet und dokumentiert.
Ergebnisse dieser Analysen sind in 4.5.1, 4.5.2.1, 4.5.2.3,4.5.2.5, und 4.5.2.12 dargestellt.

3.4.2 Holo-phy4:BD Y2H-Oligo dT-cDNA Library-Mating-Screen

Fir den Y2H-Screen wurde eine 50 ml Y187 phy4:BD Kultur in =Trp SSD 1.N. angezogen und
die Zellzahl bestimmt. Parallel wurde eine AH109 AD:-Kultur in —Leu SSD fiur ein Negativ-
Kontroll-Mating (s. Ergebnisse Y187 PHY4:BD / AH109 AD:) angezogen und in kleinerem
MaBstab ebenfalls unter Screening-Bedingungen untersucht. Die U.N. Kulturen wurden
geerntet und mit 2xYPDA im Verhaltnis 1x Prey: 2,3 x Bait mit definierter Gesamtzellzahl und
Gesamtvolumen in einen Erlenmeyerkolben ohne Schikane gemischt (s. Tabelle 4-2). Dieses
Mischungsverhaltnis weicht von dem geplanten ab, da die hier angegebene Zahl auf den auf
den Selektionsmedien Uberlebensfahigen Hefekolonien basiert und nicht auf der Anzahl der
mikroskopisch quantifizierten Hefezellen vor Ansatz des Matings. Die Ansatze wurden 24 h
bei 40 rpm und 30°C inkubiert und anschlieBend durch Zentrifugation geerntet. Der Kolben
wurde 2 mal mit 2xYPDA gesplilt, die Zellen ebenfalls pelletiert und mit den tbrigen Zellen
vereint. Der Mating-Ansatz wurde in 5 ml 0,5xYPDA aufgenommen, griindlich resuspendiert
und auf 23 groBe 750 + 0,25 mM 3-AT + PCB + Antibiotika + Lysozym plattiert. Es wurde ein
Selektionsmedium mittlerer Stringenz (HIS3 aber nicht ADEZ Reporter) gewahlt, um auch
schwachere oder temporare Interaktionen identifizieren zu konnen. Von 100ul des Mating-
Ansatzes wurde eine serielle Verdiinnungsreihe hergestellt und auf -Trp bzw. —-Leu SSD, DSD
und 75D (+/- 0,25 mM 3-AT) zur Bestimmung des limitierenden Partners, der Anzahl an
Diploiden und der Mating-Effizienz ausgestrichen.
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3.4.3 Selektion putativer phy4:BD-Interaktoren

Inkubation der Screening-Platten erfolgte fiir zwei Wochen bei 30°C und 0,7 pmol / m? s R
(LED-Scheinwerfer; 660 nm). Nach 1 Woche wurde aufgrund der Temperaturlabilitat von PCB
mit der PCB-Nachfutterung begonnen. Dazu wurden mit einem sterilen kreisférmigen Bohrer
je 2 Locher in den Agar gestochen und mit insgesamt 1 pmol einer 50%igen PCB-
Methanolldsung befillt. Die Prozedur wurde an Tag 11 und 13 wiederholt. 7SD-Platten
wurden nach 15 d aus dem Brutraum entnommen. AnschlieBend wurden alle putativ
positiven Kolonien auf folgende Masterplatten Uberflhrt: DSD und 75D + 3AT + / - PCB.
Zusatzlich wurde x-a-Gal zur Selektion auf MELI-Expression hinzugefligt. Inkubation erfolgte
7 d bei 30 °C und im Fall der PCB Platten in R (wie 0.A.).

Nach der 2. Selektionsrunde der Diploiden, wurden Uberlebende putativ positive Klone U.N.
in DSD Medium angeimpft, um zum einen Glycerol-Stocks und zum anderen DNA-
Praparationen aus den Hefekulturen herzustellen. AnschlieBend erfolgte ein Versuch, der
Identifikation von mdglichen Duplikaten, indem Klone anhand ihrer PCR-ProduktgrofBen
(unter Verwendung flankierender Primer KJ62 / KJ63) sortiert und diese anschlieBend Mspl
verdaut wurden. Mspl verfugt tner eine kurze Erkennungssequenz (4 Basen) und schneidet
somit mit hoherer Wahrscheinlichkeit. Da die Verdaumuster nahezu alle unterschiedlich
aussahen, wurden alle Hefe-DNAs in £.coli transformiert, um die entsprechenden Plasmide
zur anschlieBenden Sequenzierung (bei GATC-Biotech) vervielféltigen zu kdnnen. Ein weiterer
wichtiger Grund flr diese Herangehensweise war, dass ggf. mehrere Prey-Plasmide, die in
einer Hefe vorlagen, voneinander getrennt werden mdissen, denn wenn zwei Plasmide
denselben Replikationsursprung besitzen, kann £. coli nur eines der Plasmide propagieren.
Sowohl der PHY4 pBAC BD-Vektor, als auch der pGAD AD-Vektor enthalten den Ampicillin-
Selektionsmarker. Durch Kolonie-PCRs nach £ coli-Transformation konnte mittels BD- und
AD-Vektor-spezifischen Primern (KJ62/KJ63 bzw. EG41/KJ80) gezeigt werden, dass in einem
gegebenen £ coli-Klon entweder nur der BD- oder der AD-Vektor vorliegen konnte.
Sequenzierungen der AD-Vektor-Insertionen erfolgte zumeist aus beiden Richtungen: mit
KJ76 als Forward-Primer und mit KJ77 als Reverse-Primer. Problematische Sequenzierungen
wurden z.T. wiederholt, ggf. unter Einsatz eines alternativen Klons, der aus der Transformation
mit der gleichen Hefe-DNA stammte. Fir diese Sequenzierungen wurde lediglich der
Forward-Primerverwendet.

3.4.4 In silico Analyse putativer phy4-Interaktoren

Die von GATC erhaltenen Sequenzdaten wurden zunachst bereinigt: Sequenzen des
Vektorriickgrats und Poly A-Tails wurden entfernt und die verbliebenen Sequenzen wurden,
wenn maoglich, zu Contigs zusammengefihrt. Bereinigte Sequenzdaten wurden nun /n silico
analysiert, indem sie mit verschiedenen Datenbanken abgeglichen wurden. Zum einen
wurden Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)-Suchen in der Physcomitrella
Nukleotidsammlung auf NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) und zum anderen in der
Physcomitrella Datenbank auf Cosmoss (http://www.cosmoss.org/)  durchgefihrt.
Suchparameter bei NCBI entsprachen den automatischen Einstellungen zur Suche hdchst
ahnlicher Sequenzen (megablas?). Bei Cosmoss wurden DNA-Sequenzen zumeist gegen ,P.
patens.all_models_transcripts (435298 mRNAs from all available gene models as of
13.09.2010" oder gegen ,V3 models_transcripts" abgeglichen. NCBI-Modelle entsprechen
bislang Version 1.2 der Annotation und sind nicht auf dem neuesten Stand, wohingegen
Cosmoss immer die neuere Annotation bereitstellt (V1.6 zur Zeit der Sequenzanalyse bzw.
mittlerweile Version 3 nach kompletter Neu-Zusammenstellung aller Scaffolds zu den 27
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Physcomitrella-Chromosomen). Allen Sequenzen konnte ein Physcomitrella Gen auf Cosmoss
zugeordnet werden. Im hdufigen Fall nicht annotierter Physcomitrella Gene wurde deren
Identitdt durch Vorhersagen von Proteindomanen (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan und
NCBI CDD (Conserved-Domains-Database)) in den entsprechenden Aminosduresequenzen
naher bestimmt. Zusatzlich wurden flr alle Physcomitrella-Proteine intrazellulare
Lokalisationen vorhergesagt. Dazu wurden 2-3 unterschiedliche Vorhersage-Algorithmen
angewendet:

WolfPSORT (http://www.wolfpsort.org)
Plant-mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/cgi-bin/PlantmPLoc.cgi)
TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).

Weitere Physcomitrella-Homologe wurden identifiziert, indem Kandidaten AS-Sequenzen auf
Cosmoss mit V1.6 und V3.1 Proteinen abgeglichen wurden. Homologe Proteine in
Arabidopsis oder Viridiplantae wurden mittels BLASTP der Physcomitrella AS-Sequenz auf
NCBI identifiziert. Der Abgleich erfolgte mit nicht redundanten Proteinsequenzen von
Arabidopsis thaliana (taxid:3702) oder Viridiplantae (taxid:33090) mit NCBI-BLASTP-
Voreinstellungen. Physcomitrella und Arabidopsis AS-Sequenzen wurden von Cosmoss bzw.
NCBI heruntergeladen und mit Vector NTI alignt (fir HIP1-14 s. Ermert et a/ (2016), fur alle
Anderen s. Anhang). AnschlieBend wurden alle putativen Interaktionspartner anhand ihrer
moglichen Funktionen / Gene Ontology (GO) gruppiert, indem entweder mogliche
Funktionen identifizierter Domanen und / oder von Homologen betrachtet wurden. Auf Basis
dieser Analysen wurden putative Interaktionspartner fiir weitere Untersuchungen ausgewahlt.
Gegebenenfalls wurden diverse Online-Vorhersage-7ools zur Identifizierung mdglicher NLS
(Nuclear Localization Signal) oder NES- (Nuclear Export Signal) Sequenzen herangezogen:

NLS  NucPred (www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/)
SecNLS (mleg.cse.sc.edu/seqNLS)
NLS Mapper (nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi)

NES  NetNES server (www.cbs.dtu.dk/services/NetNES)

Darlber hinaus wurden Microarray- und RNAseq-Expressionsdaten putativer phy4-Partner
von JGI/Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/jbrowse/index.html?data=genomes%
2FPpatens&loc), vom eFP-Browser (http://bar.utoronto.ca/efp_Physcomitrella/cgi-
bin/efpWeb.cgi) und von Genevestigator (www.genevestigator.com) heruntergeladen, um
auf eventuelle Synexpression und Ko-Regulation mit phy4 schlieBen zu kdnnen. Dazu wurden
Expressionsdaten aller Datensdtze zum einen paarweise mit denen von phy4 verglichen,
indem linear skalierte Daten nach jeweiliger phy4-Expressionsstarke sortiert abgebildet
wurden (s. Anhang; Diagramme flir HIP1-14 aus Ermert et al/ (2016)). Von negativen
Genevestigator-Perturbationswerten wurde zuvor der negative Reziprokwert berechnet (um
die von Genevestigator ausgefiihrte Operation riickgdngig zu machen und die relativen
,Originaldaten” zu erhalten). Zum anderen wurden alle Datensadtze fir sich mittels
Hierarchical Clustering unter Verwendung von ClustVis (biit.cs.ut.ee/clustvis/) nach Genen
und Bedingungen sortiert (mit Manhattan DistanzmaB; s. Anhang Abb.6).
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3.4.5 Experimentelle = Untersuchung ausgewahlter phy4-
Interaktoren

Die Sequenzdaten wurden mit dem auf Basis von EST-Daten wahrscheinlichsten Genmodell
im Cosmoss Genome Browser verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass 61 % der
untersuchten Klone zwar Volllangen-CDS aber i.d.R. zusatzlich auch Teile von UTRs enthielten.
Daher mussten die CDS aller ausgewadhlten Interaktionspartner in Volllange aus
Physcomitrella cDNA (freundlicherweise zur Verfliigung gestellt von Dr. Daniela Liebsch)
amplifiziert werden. PCR-Produkte wurden mit attB-Sites versehen und mittels BP-Reaktion in
Gateway Entry-Vektoren kloniert (s. 3.1.3.1). Nach LR Reaktion mit den Destinations-Vektoren
pGADg und pGADCg ergaben sich AD:- bzw. :AD-Expressionsklone (s. 3.1.3), die in
Kombination mit PHY4:BD oder BD.PHY4 erneut in Hefe eingebracht wurden (s. 3.3.4), woraus
sich fir jeden putativen phy4-Interaktionspartner vier zu untersuchende Konformationen
ergeben:
BD:phy4 + AD:Partner
BD:phy4 + Partner:AD
phy4: BD + AD:Partner
phy4: BD + Partner:AD
Diese Interaktionen wurden mittels eines quantitativen VY2H-WachstumsAssays in
verschiedenen Lichtbedingungen - vorzugsweise mit Rotlicht- (Rp) und Dunkelrotlichtpulsen
(FRp) (s. 3.3.11) analysiert. Im nachsten Schritt wurde die /n vivo Lokalisation der
Interaktionspartner in unterschiedlichen Lichtbedingungen mittels transienter Expression von
Fluoreszenzprotein (FP)-Fusionen mikroskopisch untersucht. Dazu wurden N- und C-
terminale FP-Fusionen mit CFP oder GFP mittels Gateway-Klonierung (s. 3.1.3.2) hergestellt
und mittels PIG (s. 3.7.4.4) in Physcomitrella Filamentzellen eingebracht. Letztlich wurde die /n
vivo Interaktion mit phy4 mittels Sp/it-YFP und Mikroskopie am Konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop (KLSM) nachgewiesen (s. 3.7.6).

3.5 Proteinbiochemische-Methoden

3.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
10 % SDS-PAGE Gele wurden gemaB Sambrook and Russel (2001) vorbereitet. Es wurden
Mini-PROTEAN 3 Gelkammern (BioRad) verwendet. Fur eine Coomassie-Farbung wurden in
der Regel 5 pl und fir einen Western Blot wurden 10 pl einer wie in 3.5.4 vorbereiteten
Probe geladen. Die Trennung der Proteine erfolgte bei 100 V fir etwa 1,5 h. Im Anschluss
erfolgte entweder Coomassie-Farbung der Proteine (s. 3.5.2 oder weitere Analyse der
Proteine im Western Blot (s.u.).

3.5.2 Farbemethode
Farbung von Proteinen im SDS-PAGE-Gel erfolgte durch kurzes Aufkochen in Hot Coomassie
Losung (Mikrowelle, 600 W, 1 min). Nach kurzem Abkihlen wurde das Gel dreifach mittels
einer 10% Essigsaurelésung durch Aufkochen wund Abklhlen entfarbt, bis die
Hintergrundfarbung ausreichend entfernt war. Zugabe eines geknoteten Einweg-Tuches
beschleunigt die Entfarbung.

3.5.3 Western Blots
Eine PvDF-Membran (GE) wurde zur Aktivierung in 100 % Methanol Uberfiihrt. Das SDS-Gel
wurde auf einer Schichtung aus (von unten nach oben) aufeinander gelegten jeweils mit
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Tankblot-Puffer durchtrankten Lagen bestehend aus einem Schaumstoffschwamm, einem
dicken und einem dinnen Filterpapier (Whatman Ltd., UK) platziert. Die aktivierte Membran
wurde luftblasenfrei deckungsgleich auf das SDS-Gel gelegt. Die Membran wurde mit
derselben Schichtung Filterpapiere und Schaumstoff abgedeckt, ggf. Luftblasen
herausgestrichen und die 7ankblot-Halter-Kassette geschlossen. Der Tankblot-Halter wurde
anschlieBend zusammen mit einem Kuhlaggregat in die 7ankbl/ot-Kammer (BioRad) gestellt.
Die Kammer wurde komplett mit Tankblot-Puffer aufgefillt. Der Proteintransfer erfolgte
unter permanentem Rihren bei 40 V, 100 mA und 4°C flr zwei Stunden oder bei 30V U.N.
Hiernach wurde die Membran fiir 1 h bei RT in 10 ml Blockierungspuffer abgesattigt, drei mal
in 10 ml Waschpuffer gewaschen und anschlieBend 1h mit dem primaren Antikorper (je nach
AK mit oder ohne Milchpulver) bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer
wurde die Membran 1h bei RT im sekundaren Antikdrper (meist Alkaline-Phosphatase-
gekoppelter Anti-Maus-Antikorper in Blockierungspuffer) inkubiert. Alle Blockierungs- und
Antikorperinkubationsschritte kdnnen alternativ auch bei 4°C G.N. durchgefihrt werden.
AnschlieBend wurde die Membran nochmals 3x mit Waschpuffer gewaschen und dann in
Detektionspuffer bzw. CDP-Star-Waschpuffer aufgenommen. Die Detektion erfolgte
entweder durch NBT/BCIP-Losung fir etwa 10 min (je nach Signalstarke) und Stopp der
Reaktion durch Spilen mit dest. H,O oder alternativ durch Inkubation mit einem
chemiluminogenen Substrat (z.B. CDP-Star 1:100) und Lumi-/mager. Hierzu wurde eine 1:100-
Verdinnung des CDP-Star-Reagenz in zugehdrigem Puffer verwendet. DerB/ot wurde in eine
Folientasche gelegt (transparente Autoklavierbeutel, Roth) und ca 600 pul/Blot aufgetropft.
Nach 5 min Inkubation wurde die Flussigkeit herausgestrichen und mit dem Imaging
begonnen. Die Detektion schwacher Signale (z.B. in Co-IPs) erforderte i.d.R. Expositionszeiten
von ca. 7,5 min.

3.5.4 Hefe-Probenaufbereitung fir SDS-PAGE

Die Expression der Bait-Fusionsproteine phy4:BD und phy4 N:BD in AH109 und Y187 wurde
mittels SDS-PAGE und Western Blot untersucht. Dazu wurde etwas Zellmaterial von
Transformations-Platten und zusatzlich auch von YPDA-Platten mit untransformierter Hefe
von beider Reporterstamme abgenommen, in 25 ml -Trp-SSD-Medium (einzeln
transformierte Hefe) bzw. YPDA (untransformierte Hefe) angeimpft und U.N. bei 220 rpm und
30°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen bei 3000 g (5 min, 4°C) pelletiert, der US
entfernt und das Pellet in 50ml VYPDA =zur Subkultivierung resuspendiert. Die
Expansionskulturen wurden wie beschrieben inkubiert, bis zu einer ODgyp von ca. 0,5.
AnschlieBend wurde ein geeignetes Kulturvolumen zu einem etwa erbsengroBen Pellet in
einer Tischzentrifuge sedimentiert (13000 rpm, 1 min) und in 1 ml kaltem H,O durch Vortexen
resuspendiert. Hiernach wurden die Zellsuspensionen mit 1 ml 0,2 M NaOH versetzt, durch
Invertieren gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Nach einer zweiminutigen Zentrifugation bei
13000 rpm wurde das Pellet in 50 yl 2x SLB aufgenommen und 5 min gekocht. Nach
nochmaliger Zentrifugation konnte der Uberstand zur Proteinauftrennung in einer SDS-PAGE
eingesetzt werden.

3.5.5 Proteinextraktionen aus Nicotiana benthamiana

3.5.5.1 Fur Expressionstest
Zur Uberpriifung der Expressionsstirke der HA-, myc-, FLAG-, oder GFP-Fusionsproteine in
Tabak wurden Scheiben von etwa 1 cm Durchmesser (~ 50 mg) aus transient transformierten
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Tabakblattern mit einem sauberen Korkbohrer herausgetrennt und in ein Eppendorf-Gefa
mit 100 pl 2x SDS-Ladepuffer und einer Metallkugel Uberfiihrt. Das Blattgewebe wurde
mechanisch mit einer Mixer Mill (MM300 von Retsch) mit -20°C kalten Halterungen fiir 3’ bei
voller Geschwindigkeit aufgebrochen. Proben wurden anschlieBend sofort im kochenden
Wasserbad fir 5 inkubiert, kurz abgekihlt und bei 13000 rpm zentrifugiert. 5 ul der
Uberstande wurden auf ein 10%iges SDS-Gel geladen und Proteine nach SDS-PAGE per
Western Blot auf eine Membran Ubertragen. Fusionsproteine wurden mit Antikorpern, die
gegen den entsprechenden 7ag gerichtet sind, detektiert und das Blatt mit der starksten
Expression der gewilinschten Fusionsproteine wurde fiir die Co-IP ausgewahlt.

3.5.5.2 Fiur Co-IP

Proteine wurden aus 2 g Frischgewicht an Blattmaterial extrahiert, indem es in 4 ml eiskaltem
Extraktionspuffer gemorsert und das erhaltene Homogenat in 3 kalte Eppendorf-GefaBe
Uberfiuhrt wurde. Extrakte wurden fir 15 bei 30000g bei 4°C zentrifugiert und resultierende
Pellets wurden anschlieBend in je 800 pl kaltem Extraktionspuffer mit 0,3% Triton-X-100
resuspendiert, um Membranproteine zu solubilisieren. Nach Klarifizierung (50000g, 25’
wurden die drei Uberstande vereint und je 1 ml als Input fir eine Immunoprazipitation
eingesetzt.

3.5.6 Co-Immunoprazipitation (Co-IP)

Fir die Co-Immunoprazipitation von Phytochrom- und Phototropin-Fusionsproteinen wurde
je 1 ml des Proteinextraktes aus 3.5.5.2 mit 2 ug an monoklonalem anti-HA-Antikérper
(Sigma) versetzt, wahrend eine entsprechende Vergleichsprobe ohne Antikdrper belassen
wurde. Die Extrakte wurden fiir 40" in Rc (660 nm, 0,75 umol/m? s) bei 4°C auf einem
Orbitalschuttler mit hoher Inklination inkubiert. Je 40 pl an in Triton-haltigem
Extraktionspuffer gewaschenen Protein G-gekoppelten magnetischen Beads (NEB) wurden
hinzugefuigt und der Inkubationsschritt wiederholt. AnschlieBend wurden die Bead’s vier Mal
mit Extraktionspuffer +0,3% Triton-X gewaschen und in 20 pl 2xSDS-Ladepuffer
aufgenommen und sofort fiir 5 gekocht. Ein Drittel bzw. zwei Drittel der IP-Extrakte wurde
fur einen Western Blot fir die Detektion der HA:phy- bzw. der myc:phot-Fusionsproteine
eingesetzt.

3.6 Extraktion von PCB aus Spirulina-Tabletten
Phycocyanobilin (PCB) wurde aus Tabletten getrockneter Spirulina-Cyanobakterien (Green
Valley) gewonnen. Hierzu wurden 50 g Tabletten in einem Morser zerkleinert, in 500 ml
Cyanopuffer bei RT etwa 5 h lichtdicht unter Rihren gelést und anschlieBend mittels
Zentrifugation (5000 rpm, 15 min, 4°C) von nicht aufgeldsten Zellen und Zelltrimmern
befreit. Der dunkelgriine Uberstand wurde mit 70% (w/v) festem Ammoniumsulfat (.N. bei
4°C lichtdicht gefallt. Geféllte Proteine wurden abzentrifugiert (8000 rpm, 30 min, 4°C), der
farblose Uberstand verworfen und das erhaltene Pellet mit Hilfe eines Ultrathurrax-Gerates in
je 100 ml kaltem technischen Methanol resuspendiert. Daran schloss sich eine erneute
Zentrifugation bei 6000 rpm, 20 min und 4°C an. Der Uberstand wurde erneut verworfen
(bzw. zum Recycling durch Destillation gesammelt). Dieser Waschschritt wurde im Dunkeln
weitere 4 bis 5 Male wiederholt, bis der Uberstand sich ausgehend von tief dunkelgriin
deutlich ins Gelbliche aufgehellt hatte. AnschlieBend wurde das Pellet in insgesamt 200 ml fur
HPLC geeigneten Methanol mittels Ultrathurrax wie oben resuspendiert und G.N. bei 54°C
unter kontinuierlichem Rihren inkubiert (Methanolyse I). Am darauf folgenden Tag wurde die
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Methanolyse abzentrifugiert (wie oben) und der tief-blaue Uberstand mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers mit angeschlossener Vakuumpumpe im Dunkeln auf ca. 5 bis 10 ml
eingeengt. Mit dem Pellet wurde U.N. eine zweite Methanolyse entsprechend der
Methanolyse I gestartet und anschlieBend ebenfalls auf eine Konzentration von etwa 2 pmol /
m? s einrotiert. Die Reinheit des Extraktes und die PCB-Konzentration der eingedampften
Uberstinde aus beiden Methanolysen wurde spektralphotometrisch  lber ein
Absorptionsspektrum bzw. die Absorption bei 690 nm bestimmt. Der Absorptionskoeffizient
von PCB bei 690 nm betragt 37,9 1 / mol x cm. PCB wurde in Methanol gel6st bei —80°C
aufbewahrt und vor Gebrauch sonifiziert.

3.7 Pflanzen-Methoden
3.7.1 Physcomitrella-Anzucht und Kulturpflege

Anzucht und Pflege von Physcomitrella Protonema-Kulturen wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefihrt. Als Stammkulturen dienten Protonemata auf Agar-basiertem BCE
205 Medium. Zur Produktion gréBerer Mengen an Filamenten wurden ausgehend hiervon
zunachst Filamente auf BCE225-Platten Uberfiihrt und kultiviert. Davon wurden
Flissigkulturen in ca. 20 ml BCE225-Flissigmedium in einem 50 ml-Kolben angeimpft. War
eine ausreichende Dichte erreicht, wurde die Kultur in einen 500 ml-Kolben mit ca. 150 ml
Medium Uberflhrt. Insgesamt wurde eine Flissigkultur Uber einen Zeitraum von etwa 2 bis
maximal 3 Wochen unter permanenter Belliftung unter Langtags-Bedingungen kultiviert.
Zwei mal wochentlich wurde eine Homogenisation mit einem Ultra-Thurrax durchgefihrt,
ggf. Pflanzenmaterial entfernt und durch frisches Medium ersetzt, um das Ausbilden von
Gametophoren zu verhindern.

3.7.2 Nicotiana benthamiana Anzucht fir Agrobacterium-
Transfektion
Nicotiana benthamiana Samen wurden in ein Vermiculit-Erde-Gemisch ausgesat und unter
Langtags-Bedingungen angezogen. Nach ca. 2 Wochen wurden Keimlinge pikiert und fir
weitere 5-7 Wochen in Einzeltdpfen unter gleichen Bedingungen angezogen.

3.7.3 Transformation von  Nicotiana  benthamiana  mit
Agrobacterium tumefaciens

HA-, myc- und FLAG- / GFP-Fusionskonstrukte mit Phytochrom-, Phototropin- bzw. PKS1-
CDS wurden wie in 3.1.3.5 bzw. 3.2.2 hergestellt und in Agrobacterium transfiziert. Geeignete
ABI-Klone und GV3101 pBIN P19 wurden fiir >16h in Antibiotika-haltigem Selektionsmedium
bei 30 °C angezogen. Kulturen fir gewinschte Konformationen (inkl. GV3101 pBIN P19)
wurden zu gleichen Zellzahlen in Infiltrationsmedium gemischt, so dass die End-OD 0,3
entsprach. Die Bakteriengemische wurden mit einer 1 ml-Einwegspritze ohne Kanile durch
Andriicken durch die Stomata in die Blattunterseite eingebracht, so dass (wenn mdglich) die
gesamte Blattspreite durchtréankt war. 3-5 Tage nach Infiltration wurde die Expression der
Fusionsproteine mittels Proteinextraktion und Western Blot Gberprift (s.3.5.5.1) und das
beste Blatt fur die Co-IP ausgewahlt. 5-7 Tage nach Infiltration wurde die Co-IP, wie in 3.5.5.2
und 3.5.6 beschrieben, durchgefiihrt.
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3.7.4 Biolistische Transformation von Physcomitrella patens und
Allium cepa mittels Particle-Inflow-Gun (PIG)

3.7.41 Herstellung von Physcomitrella Protonema-Platten fiir die
PIG-vermittelte Transformation

Nach dem Homogenisieren einer weniger als drei Wochen alten Protonema-Flissigkultur
wurde die Kultur in Falcon 7ubes gefillt und zum Sedimentieren unter der Sterilbank stehen
gelassen. Medium-Uberstande wurden dekantiert und die verbliebene Suspension mit einer
sterilen Einweg-3ml-Pipette (Sarstedt) auf Cellophan- (A.A. Packaging Ltd. Liverpool, UK)
Uberschichtete BCE225 Platten gegeben. Protonemata wurden durch horizontale
kreisformige Bewegungen in der Mitte der Platten gesammelt und Uberschissige Flissigkeit
mit der Pipette abgesaugt. Diese Platten wurden 3-5 d in der Klimakammer inkubiert. Am Tag
des Beschusses wurden die Filamente mit der Cellophanfolie auf eine BCE225 Platte mit 0,2 M
Mannitol Uberfihrt, um den Turgordruck der Zellen zu senken und bis zum Beschuss der
Klimakammer inkubiert.

3.7.4.2 Vorbereitung von Zwiebeln fir die PIG-vermittelte
Transformation

Frische handelsiibliche Gemise- oder Kiichenzwiebeln vom Markt oder aus dem Supermarkt
wurden 4-10 d vor Beschuss in Leitungswasser gestellt, um Wurzelwachstum zu induzieren.
Die duBeren trockenen und die erste innere Blattschicht wurden entfernt und die Zwiebel
langs in 2 Halften geschnitten. Blattansatzstellen und Wurzeln unten und der obere Teil
wurden weggeschnitten und die einzelnen Zwiebelschichten vorsichtig voneinander getrennt.
Mit einem scharfen Kiichenmesser wurden von den Zwiebelhalbschalen alle Rander entfernt,
so dass nur eine flache Schale Ubrig blieb. Diese wurde dann in einer mit feuchtem
Filterpapier ausgelegte Petrischale platziert.

3.7.4.3 Prazipitation von DNA an Gold- und Wolframpartikel

Fir den Beschuss von Protonemata wurden 1,6 uym Inbio-Goldpartikel und fir den Beschuss
von Zwiebeln 1,0 um Wolframpartikel von BioRad vorbereitet. Dazu wurden die Partikel
zunachst sterilisiert, indem 25 mg Gold- bzw. Wolframpuder in 1 ml 96%igem Ethanol
suspendiert und 1 min durch Vortexen gewaschen wurden. Nach Zentrifugation (1 min 5000
rpm) wurde das Pellet in 500 pl sterilem Wasser aufgenommen.

10 pl dieser Suspension wurden pro Ansatz in ein Eppi gegeben und 2 min bei 9000 rpm
sedimentiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurden 16,5 ul 50% Glycerol zugegeben und
durch Vortexen gemischt. AnschlieBend wurden 1 pg Cherry:NLS-DNA, ggf. 1ug pBIN P19-
DNA und 2 pg der Konstrukte von Interesse hinzugegeben und gemischt. Vorteilhaft ist es,
hierzu DNA-Maxi-Praparationen zu verwenden, um das Ansatz-Volumen gering zu halten
(Arbeitslosungen waren i.d.R. auf 1ug / pl verdiinnt). Nach Zugabe von je 10 ul 2.5 M CaCl;
und 4 pl 0,1 M Spermidin wurden die Proben 5 min durch kraftiges Vortexen gemischt. Die
Partikel wurden durch eine kurze Zentrifugation fir 10 s bei 5000 rpm sedimentiert. Nach
Entfernen des Uberstandes wurden die Partikel mit etwa 100 pl 96% Ethanol gewaschen,
indem Partikel-Aggregate mittels Klopfen mit der Pipettenspitze auf den Eppiboden
zerkleinert wurden. Nach erneuter Sedimentation wurden die Partikel in 12 pl 96%igem
Ethanol aufgenommen.
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3.7.4.4 Beschuss der Praparate mittels PIG

Nach 4,5 h Inkubation der Protonema auf BCE225 mit 0,2 M Mannitol bzw. nach Zuschneiden
der Zwiebelhalbschalen wurden die Pflanzenmaterialien mit den DNA-beschichteten Partikeln
beschossen. Dazu wurde eine selbst gebaute Genkanone verwendet. 12 pl Ethanol-
Partikelsuspension wurden pro Schuss auf einen mit 70% Ethanol sterilisierten
Plastikprobenhalter (Swinney Filterhalter 13 mm, Acetal Kopolymer, VWR) pipettiert und in
die Kammer eingeschraubt, die Gewebeproben unter einem sterilen Teflonnetz platziert und
in einem Halbvakuum von -0,8 mPa mit einem Heliumdruck von 9 bar (0.9 mPa) beschossen.
AnschlieBend wurde das Halbvakuum sofort entlassen und die Moosfilamente zuriick auf
BCE225 ohne Mannitol zurlickgesetzt. Teflonnetze und Probenhalter werden ggf. durch
Sonifizierung aber immer mit 1M HCI gereinigt, mit dest. H,O gespiilt und in 70% Ethanol
bzw. getrocknet aufbewahrt. Lokalisationsproben wurden 1-2d, Sp/it-YFP Proben mindestens
3d bis zur Beobachtung in Dunkelheit inkubiert.

3.7.5 Lokalisationsstudien mittels Fluoreszenzmikroskopie

Transient  transformierte Physcomitrella ~ Protonemata  wurden unter  dem
Fluoreszenzmakroskop betrachtet, um transformierte Zellen zu identifizieren. In der Regel
wurden Transformanden anhand des co-transormierten mCherry:NLS-Kernmarkers mittels
N3-Filter (fir Rot-fluoreszierende Proteine) selektiert und unter Verwendung von schwachem
grunen Sicherheitslicht auf einen Objekttrager mit Wasser oder BCE225-Medium Uberfihrt.
Mittige Zwiebelepidermen-Ausschnitte wurden zumeist ohne vorherige Betrachtung in
grinem Sicherheitslicht auf einen Objekttrager mit Wasser Uberfuhrt. Intrazelluldre
Lokalisationen von GFP- oder CFP-Fusionsproteinen, Cherry-Kernmarker und ggf.
Chlorophyll-Autofluoreszenz wurden nebst eines Differential-interference-Contrast (DIC)-
Bildes mit einem Epifluoreszenzmikroskop und CCD-Kamera dokumentiert. AnschlieBend
wurden die Proben ggf. etwa eine Stunde mit Rc (660 nm; 3 pymol / m? s) bestrahlt und die
Dokumentation der intrazellularen Lokalisation wiederholt.

3.7.6 In vivo Interaktionsstudien mittels Split-YFP und
Konfokalmikroskopie

Um die /n vivo Interaktion von phy4 mit putativen Interaktionspartnern in Physcomitrella-
Filamentzellen nachzuweisen, wurde Split-YFP angewendet, welches darauf beruht, dass ein
fluoreszierendes Protein (in diesem Fall Yellow Fluorescent Protein, YFP) auf DNA-
Sequenzebene in zwei Teile getrennt und einzeln an zwei CDS von Interesse fusioniert wird.
Die zwei resultierenden Plasmide werden wie in 3.7.4 beschrieben in (Pflanzen-)zellen
eingebracht und die Fusionsproteine so ko-exprimiert. Im Falle einer Protein-Protein-
Interaktion, werden die zwei FP-Teile — ahnlich wie im Y2H - in rdumliche Nahe gebracht und
zu einem funktionalen FP rekonstituiert. Daher wird diese Methode auch BiFC = Bimolecular-
Fluorescence-Complementation genannt und es kommt nur nach einer Interaktion zu einem
Fluoreszenz-Signal. Analog zu den VYZ2H-Studien ergeben sich prinzipiell 4
Kombinationsmoglichkeiten (bzw. die gleichen Kombinationen mit getauschten 7ags):
YFPn:phy4 + YFPc:Partner
YFPn:phy4 + Partner:YFPc
phy4:YFPy + YFPc:Partner
phy4:YFPy + Partner:YFPc
In der Regel wurden diejenigen Konformationen ausgewahlt, die auch im Y2H-Assay
Wachstumsreaktionen hervorgerufen haben. 3-4 d nach Transfektion der pSAT-Konstrukte (s.
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3.1.3.4), des mCherry-Kernmarkers und ggf. von pBIN P19 wurden Objekttrager in griinem
Sicherheitslicht vorbereitet und anschlieBend mittels Konfokalmikroskopie zundchst ohne
eine Licht-Vorbehandlung beobachtet. Einzel-Scans der YFP-Fluoreszenz wurden mit 4-
fachem Line- und 6-fachem Frame-Average aufgenommen. Um YFP-Signale von maoglichen
Cherry-Bleedthroughs zu unterscheiden, wurde die YFP-Emissionsdetektion ggf. auf 525-535
nm eingeengt. Nach Auswertung eines Objekttragers wurde dieser ca. 1 h mit R (3 umol / m?
s) bestrahlt. Die rote mCherry- und Chlorophyll-Autofluoreszenz und die Transmissionsbilder
wurden mit 4-fachem Line- und 2-fachem Frame-Average aufgenommen. Adobe Photoshop
CS5 wurde zur Bildbearbeitung (Verstarkung von Helligkeit und Kontrast) verwendet.

3.8 Messung von Bestrahlungsstarken:

Bestrahlungsstarken des verwendeten Rot- oder Blaulichtes wurden mit einer PAR-
(photosynthetic active radiation) Messzelle (PAR quantum sensor, Skye Instruments Ltd, GB)
inklusive Mikrovoltmeter (Voltcraft M-4660-A) eingestellt. Von der angezeigten Spannung
[mV] wurde die Dunkelspannung (0,12 mV) subtrahiert und der erhaltene Wert mit dem
Faktor 3 multipliziert, um die Fluenzrate in umol / m? s zu erhalten. Die Messung von sehr
schwachen R- oder von FR-Bestrahlungsstarken erfolgte mittels eines Spektralradiometers
(Ocean Optics SD 2000 mit 89 x 10“ m? Sensor, Duneedin, USA) und zugehériger
Spectrasuite-Software. Das Ergebnis der Messung wird in Anzahl Photonen pro cm? und sec
angegeben. Daraus wird die Fluenzrate mittels Umrechnung in Photonen pro m? und Division
durch die Avogadrozahl berechnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Herstellung und Charakterisierung von phy4-Baits

4.1.1 Untersuchung der Expression der Bait-DNA-BD-
Fusionsproteine in Hefe via Western Blot
AH109 Y187 AH109 Y187

Mw
[kDa]

250
150

100
75

50

205

106
94

66

Abbildung 4-1: Anti-DNA-BD- Western Blot (oben) und 10%iges SDS Gel (unten) mit je 10 pl
(WB) bzw. 5 pl (SDS-Gel) Gesamtproteinextrakten aus PHY4:BD- und PHY4 N:BD-
exprimierenden AH109 u Y187 Hefen. Als Negativkontrolle dienten untransformierte AH109
und Y187 Hefezellen.

Abbildung 4-1 zeigt ein SDS-PAGE-Gel (unten) und einen Western Blot (oben) von Gesamt-
Proteinextrakten aus einzeln transformierter Hefe der Stamme AH109 und Y187 zum
Nachweis der Synthese von phy4:BD-Fusionproteinen (s. 3.5). Zur Detektion von PHY4:BD
und PHY4 N:BD wurde eine Immunodetektion mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrpers
gegen die DNA-Bindedomane durchgefiihrt (Clontech). Die Detektion des sekundaren
Antikorpers erfolgte mit BCIP/NBT. Als Negativkontrollen dienten untransformierte Hefen
beider Stamme. Als Positivkontrolle fir den Western Blot diente ein Extrakt aus AH109-
Zellen, die ein BD:phy4 N-Fusionsprotein (PHY4 N pGBK) exprimieren.

Das errechnete Molekulargewicht des Volllangen-PHY4:BD-Proteins betragt 142,1 kDa (124,9
kDa + 16,6 kDa 7ag), das der kirzeren PHY4 N:BD-Fusion belduft sich auf ca. 83,8 kDa (66,6
kDa + 7ag). Das SDS-Gel zeigte keine distinkten Proteinbanden bei den errechneten GréRen,
da die Fusionsproteine nicht in groBer Menge in Hefe exprimiert werden, was fir die
Funktionalitat des Y2H-Systems nicht notwendig ist. Die Gesamt-Proteinkonzentration in den
Extrakten aus transformierten Hefen war untereinander in etwa vergleichbar, wohingegen
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diejenige in Extrakten aus untransformierter Hefe etwas geringer war. Im Western Blot
jedoch konnten beide BD-Fusionsproteine eindeutig nachgewiesen werden: PHY4:BD und
PHY4 N:BD erzeugten sowohl in AH109 als auch in Y187 je ein spezifisches Signal bei ca. 140
bzw. 80 kDa. Die untransformierten Hefen beider Stamme hingegen weisen keinerlei Signale
auf. Das N-terminal fusionierte BD:PHY4 N-Fusionsprotein (PHY4N pGBK) erzeugte eine
Bande bei ca. 90 kDa — entsprechend des vorhergesagten Molekulargewichtes von 86,7 kDa —
und liegt somit etwas hoher, als die der C-terminal fusionierten BD-Fusionen. Der Western
Blot demonstriert somit eine erfolgreiche Expression der beiden Bait Konstrukte in beiden
Hefestammen. Der phy4:BD-exprimierende Y187 Stamm wurde fir den YZH-Oligo dT-
Library-Mating-Screen in Kombination mit einer cDNA-Bibliothek in AH109 eingesetzt.

4.1.2 Einstellung der 3-AT Konzentration fur phy4:BD-Bait Hefen
nach Doppeltransformation oder Mating

Die Transformation des PHY4 pBAC Bait-Vektors in AH109 ergab Transformanden, die
allerdings Autoaktivierung und damit HIS3-Transkription (s. Methoden) aufwiesen. Letzteres
zeigte sich bereits bei einzeln transformierter Hefe auf -Trp/-His-DSD-Medium, welches auf
die Expression des HIS3 -Gens ohne Anwesenheit des AD-Vektors selektiert. Aufgrund der
deutlichen Autoaktivierung musste fir das phy4-Bait-Konstrukt die angemessene
Konzentration des kompetitiven Inhibitors des HIS3-Proteins insbesondere flir doppelt
transformierte Hefe eingestellt werden. Wachstum von AH109 phy4:BD (PHY4 pBAC) + AD:
(pGAD) auf -Trp/-Leu/-His konnte mit 1 mM 3-AT zufrieden stellend eingeschrankt werden (s.
Abbildung 4-2 oben) Fur phy4 N:BD + AD: waren 0,5 mM 3-AT zur Unterdriickung von
Hintergrundwachstum ausreichend (Abb. 4-2 unten). Diese 3-AT-Konzentrationen wurden im
Folgenden fir alle weiteren Experimente verwendet.

phy4:BD
AD:

phy4 N:BD
AD:

DSD TSD TSD+3-AT QSD+3-AT

Abbildung 4-2: Selektion von AH109 phy4:BD (PHY4 pBAC) + AD: (pGAD) und AH109 phy4
N:BD (PHY4 N pBAC) + AD: (pGAD) auf -Trp/-Leu DSD, -Trp/-Leu/-His TSD ohne und mit 3-AT
und auf -Trp/-Leu-His/-Ade QSD + 3-AT

Infolge von Hefe-Mating von AH109 AD: (pGAD) + Y187 phy4:BD (phy4 pBAC) und Selektion
auf Medien ohne PCB war kein 3-AT vonnéten, so dass die Reporter-Autoaktivierung durch
Mating im Vergleich zur Doppeltransformation maBgeblich verringert werden konnte. Bei
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Selektion auf PCB-haltigem 75D0-Medium, welches in R inkubiert wurde (Screening-
Bedingungen), wurde ein leichtes Hintergrundwachstum beobachtet (s. Abbildung 4-3
rechts). Aus diesem Grund wurde flr den YZ2H-Screen eine minimale Konzentration von 0,25
mM 3-AT eingesetzt, um das leichte Hintergrundwachstum zu unterdriicken (s. Abbildung
4-7).

Y187 phy4:BD
AH 109 AD:

DSD TSD TSD+PCB
Abbildung 4-3: Mating von Y187 phy4:BD mit AH109 AD: und Selektion auf DSD (links), 7SD
(Mitte, eine 1:10 und eine 1:100-Verdiinnung) und 75D + 30 uM PCB

4.2 Etablierung von lichtabhangigem Hefe-Mating und
semiquantitativen Y2H-Interaktions-Assays

4.2.1 Etablierung von Hefe-Mating
Die Funktionalitat des Mating-Protokolls wurde anhand der phy4-Dimerisierung demonstriert
(s. Abbildung 4-4). Dazu wurden beide Volllangen-, phy4 N- und phy4 C-BD-Fusionen in
Y187 transformiert und mit Volllangen-phy4-, phy4 N- und phy4 C-AD-Fusionen in AH109
kombiniert und damit Matings nach dem nicht-quantitativen Protokoll durchgefiihrt (s. 3.3.7).
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Abbildung 4-4: Matings von phy4 N-, phy4 C- und Volllingen-phy4-BD-Fusionen (N- (links) und
C-terminal fusioniert (rechts)) i.d.R. in Y187 mit phy4 N-, phy4 C- und Volllangen-phy4-AD-
Fusionen (immer N-terminal fusioniert) i.d.R. in AH109. Die Kombination der phy4-Konstrukte
ist in Kurzform ganz links benannt: z.B. steht FL/N fiir eine Kombination von einer Volllangen-
BD-Fusion mit einer AD:phy4 N-Fusion.

Sowohl BD:phy4, als auch phy4:BD interagieren/dimerisieren zuverldassig mit AD:phy4,
wahrend dies bei BD:phy4 N / phy4 N:BD + AD:phy4 N nicht der Fall ist. Es konnte somit
gezeigt werden, dass die Dimerisierung von phy4 im C-terminalen und nicht im
photosensorischen Modul stattfindet. Dies konnte durch Kombination von beiden phy4 C-
BD-Fusionen mit AD:phy4 C bestatigt werden. In der Kombination BD:phy4 C + AD:phy4 C
fallt die Wachstumsantwort allerdings deutlich starker aus, als bei phy4 C:BD + AD:phy4 C.
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4.2.2 Semiquantitatives Y2H-Wachstums-Assay in Rc und Rp
Die Aufnahme des Chromophors aus dem Medium verlief erfolgreich, was sich auch in der
grinlichen Farbe von auf/in PCB Medium gewachsenen Hefen widerspiegelt. Zum Nachweis
von Aufnahme und erfolgreicher Assemblierung wurde das Wachstumsverhalten von Holo-
phyA:BD bzw. Holo-BD:phyA in Kombination mit AD:FHY1 in Rotlicht als externe
Positivkontrolle herangezogen.

DSD TSD TSD+3-AT+PCB

Bait Prey +3-AT D Rc Rp Rp+FRp
BD:phyA AD:FHY1 : © O
AD:

phyA:BD AD:FHY1
AD:

BD:phy4 AD:phy4
myc:AD
AD:

phy4:BD AD:phy4
myc:AD
AD:

Abbildung 4-5: Semiquantitatives Y2H-Wachstums-Assay von phyA:BD bzw. BD:phyA mit
AD:FHY1 als genetische Positivkontrolle und von BD:phy4 bzw. phy4:BD mit myc:AD / leerem
AD:-Vektor als Negativkontrollen und mit AD:phy4 als Dimerisierungskontrolle.

Abbildung 4-5 zeigt ein semiquantitatives Wachstums-Assay von VYZ2H Positiv- und
Negativkontrollen auf nicht-selektivem DSD Medium und auf -Trp/-Leu/-His-75D-
Selektionsmedium mit der fur die entsprechenden Bait-Konstrukte eingestellten 3-AT-
Konzentration (2,5 mM fiir BD:phy4, fir alle Anderen 1 mM). 75D0+3-AT Medium wurde ggf.
mit 30 uM PCB erganzt, um das Wachstumsverhalten in unterschiedlichen Lichtbedingungen
zu untersuchen. Es wurden je 2 10° Zellen aufgetropft. PCB Platten wurden 5 d in D, Rc, Rp
oder in Rp+FRp inkubiert (s. 3.3.11).

Alle Hefen tragen Bait- und Prey-Vektor, da sie starkes Wachstum auf DSD aufweisen. Meist
wachsen die hier untersuchten Hefen nicht auf 750 mit 3-AT ohne PCB: Apo-PHYA ist nicht in
der Lage, mit AD:FHY1 zu interagieren. Die Autoaktivierung von Apo-PHY4:BD + AD-
Konstrukte kann durch 1 mM 3-AT ausreichend unterdriickt werden. In diesem Experiment
war das nicht ganz der Fall fir Apo-BD:PHY4 + AD-Konstrukte. Bei myc:AD handelt es sich
um ein Kontrollkonstrukt im Gateway-Y2H-Vektor pGADCg, der es ermdglicht, C-terminale
AD-Fusionen herzustellen (s. 3.1.3.2). Der myc-7ag wurde dort eingefligt, um die Gateway-
Kassette heraus zu rekombinieren. AD: bezeichnet den leeren konventionellen pGADT7
Vektor, in dem Preys N-terminal mit der Aktivierungsdomane fusioniert werden. Beide
Phytochrom-Dimerisierungskontrollen zeigen eine starke Wachstumsantwort auch in der
Apo-Konformation.

Sowohl BD:phyA (hier in pGBK), als auch phyA:BD (in pBAC) interagieren lichtabhangig mit
AD:FHY1, so dass in Rc und Rp nicht jedoch in D, Hefen wachsen konnten. Die Induktion der
Interaktion durch einen Rotlichtpuls konnte durch einen Dunkelrotlichtpuls revertiert werden,
so dass in dieser Lichtbedingung genau so wenig Wachstum auftritt, wie in Dunkelheit. Dies
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zeigt, dass sowohl die Aufnahme des Chromophors in Hefe als auch die autokatalytische
Assemblierung mit dem Apoprotein zum Holoprotein stattgefunden haben muss. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die gewahlten Lichtpulse geeignet sind, um
Interaktionen mit Phytochrom (A) zu induzieren, bzw. zu revertieren. PhyA-Baits in
Kombination mit leerem AD:-Vektor zeigen an, dass die gewahlte 3-AT Konzentration (1 mM)
ausreichend ist, um Hintergrundwachstum zu unterdriicken. Analog wurden die phy4-Baits
mit unterschiedlichen AD-Konstrukten kombiniert, um Hintergrundwachstum zu berprifen.
In den meisten Fallen konnte Autoaktivierung hinreichend unterdriickt werden. Schwaches
Wachstum zeigte sich in Rc bei phy4 Baits mit leerem AD-Vektor. Bei Untersuchung von
Interaktionen putativer Interaktionspartner (mit N-terminalen AD-Fusionen) mit phy4 wurde
das jeweilige AusmaB des Wachstums mit demjenigen der Negativkontrollen in Relation
gesetzt. Die Dimerisierung von Phy4 findet sowohl als N-terminale, als auch als C-terminale
BD-Fusion konstitutiv und in starkem AusmalB statt. Selbst eine Erhohung der 3-AT-
Konzentration auf 10 mM kann diese starke Reportergeninduktion nicht unterdriicken (nicht
gezeigt). Das so etablierte Wachstums-Assay wurde angewendet, um Interaktionen von
BD:phy4 und phy4:BD mit putativen Interaktionspartnern zu charakterisieren.

] DSD TSD TSD+3-AT+PCB
Bait Prey +3-AT D Rc Rp Rp+FRp
BD:phy4 ADg:PhotB1sces i 40

. Gw
ADg:PhotB1 £ N Prey
PhotB1:ADg & A |
AD:PhotB1 ® ©

phy4:BD ADg:PhotB1sim £ 4

. GwW
ADg:PhotB1 Prey
PhotB1:ADg
AD:PhotB1

Abbildung 4-6: Funktionstest der Gateway Prey-Vektoren pGADg und pGADCg (mit der PhotB1
CDS) und Vergleich mit AD:PhotB1 im konventionellen Prey-Vektor pGADT7 in Kombination mit
N- und C-terminal fusionierten phy4- Baits.

Abbildung 4-6 zeigt ein semiquantitatives Wachstums-Assay zur Untersuchung der
Funktionalitat der Gateway Prey-Vektoren pGADg und pGADCg. Hierzu wurde Physcomitrella
Phototropin B1, wie in 3.1.3 beschrieben, die beiden Destinations-Vektoren kloniert, woraus
ADg(Gateway):PHOTB1 bzw. PHOTB1:ADg resultierten. Die AD-Expressionsklone wurden mit
den konventionellen phy4-Baits BD:phy4 (in pGBKT7) und phy4:BD (in pBAC) kombiniert. Zum
Vergleich mit dem konventionellen Prey-Vektor wurde die analoge Kombination von
AD:photB1 mit phy4-Baits herangezogen. Das Assay wurde analog zum obigen Experiment
(Abbildung 4-5) durchgefihrt.

Bei Kombination verschiedener phot-AD-Konstrukte mit BD:phy4 ist zu erkennen, dass
Wachstum sowohl auf 7SD + 3-AT ohne PCB (= mit Apo-PHY4), als auch mit PCB (= Holo-
phy4) auftritt, dann allerdings lichtabhangig in Rc und Rp. Die Interaktion ist durch einen FR-
Puls revertierbar, was mit den Ergebnissen von Dr. Mailliet konsistent ist. Dabei macht es
keinen Unterschied, ob PhotB1 in pGADg oder im konventionellen pGADT7 vorliegt und auch
nicht, ob PhotB1 ein Stoppcodon enthalt, oder nicht. Sehr wohl hat die Reihenfolge der
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Fusion mit der AD an die PHOTBI-CDS einen Einfluss auf die Interaktion, denn PhotB1:ADg
ist nicht in der Lage, mit Holo-BD:phy4 zu interagieren. Somit scheint eine Holo-BD:phy4-
photB1l-Interaktion nur méglich zu sein, wenn die AD N-terminal an die CDS fusioniert ist. Da
fur eine C-terminale AD Fusion kein konventioneller Prey-Vektor existiert, kann dieses
Wachstumsverhalten nicht verglichen werden.

Wenn die photBl-Prey Konstrukte mit phy4:BD kombiniert werden, findet auf PCB-
Mangelmedium kein Wachstum statt. Bei PCB-vervollstandigtem Medium ist bei der
Kombination mit dem konventionellen Prey-Vektor eine starke Interaktion in Rc und Rp zu
erkennen, die in D und nach Rc + FRc wesentlich schwacher ausfallt. In Kombination von
phy4:BD mit den verschiedenen Gateway Prey-Konstrukten ist ebenfalls lichtabhangiges
Wachstum, allerdings nur in Rc zu erkennen. Die Interaktionsstarke scheint somit hier
wesentlich schwacher zu sein. Die Behandlung mit Rp scheint nicht auszureichen, in dieser
Konformation eine Wachstumsantwort hervorzurufen - vermutlich, da eine putative
Initiierung der Interaktion durch den R-Puls durch Dunkelreversion von phy4 Pfr wieder
revertiert wird. Zudem macht es bei der Interaktion mit phy4:BD scheinbar keinen
Unterschied, an welchem Terminus von photBl die AD fusioniert ist. Ebenso scheint das
Vorhandensein eines Stoppcodons in der ADg:photB1-Fusion das Interaktionsverhalten nicht
zu beeinflussen. Dennoch scheint es mdglich zu sein, Licht-abhangige Interaktionen mit den
beiden GW- Prey Vektoren zu zeigen. Eine generelle Funktionalitat der Gateway Prey Vektoren
scheint demnach vorhanden zu sein, so dass diese verwendet wurden, um putative Partner
aus dem YZ2H-Screenin Volllange zu klonieren, um die Interaktion mit phy4 zu verifizieren.
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4.2.3 Etablierung von quantitativem Hefe-Mating
Zur Erprobung des quantitativen Hefe-Mating-Protokolls fir den Y2H Screen wurden die
Kombinationen Y187 phyA:BD / AH109 AD:FHY1 als Positivkontrolle und Y187 phy4:BD /
AH109 AD: als Negativkontrolle herangezogen.

@ > % -

Y187 phyA:BD
AH109 AD:FHY1

Y187 phy4:BD
AH109 AD:

Abbildung 4-7: Mating von Y187 Holo-phyA:BD mit AH109 AD:FHY1 auf 7SD+PCB in D (links),
Rc (Mitte) und FRc (rechts) (A) und Mating vonY187 phy4:BD mit AH109 AD: auf 75D (B), 7SD +
3-AT (C) und auf 75D + 3-AT +PCB in R (D)

In Abbildung 4-7: sind Mating Positiv- und Negativkontrollen dargestellt. Panel A zeigt eine
1:100 Verdinnung des Mating-Ansatzes der Y187 phyA:-BD + AH109 AD:FHY1
Positivkontrolle auf 75D mit 30uM PCB in D, Rc und FRc. Wachstum ist lediglich in Rc zu
erkennen, so dass die Diploiden erfolgreich PCB aus dem Medium aufgenommen und
autokatalytisch zu Holophytochrom A assembliert haben mussen. Nur so ist eine Rotlicht-
abhangige Interaktion zwischen Arabidopsis thaliana phyA: BD und AD:FHY1 mdglich. Somit
kdnnen auch Diploide PCB aus dem Medium aufnehmen und Holophytochrom bilden. Panels
B C und D zeigen die Negativkontrolle Y187 phy4:BD + AH109 AD: auf 75D ohne 3-AT (B),
mit 0,25 mM 3-AT (C) und mit PCB und 3-AT nach Rotlicht-Inkubation (D). In B und C wurde
eine 1:10 Verdinnung und in D 100 yl der unverdiinnten Mating-Zellsuspension plattiert. Das
Hintergrundwachstum auf PCB-Platten unter Screening-Bedingungen (D) ist vernachlassigbar
gering und somit wurde 750 Medium mit 0,25 mM 3-AT als Medium fir den Y2H-Oligo dT-
Library-Mating-Screen gewahlt.
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4.3 Untersuchung der Phytochrom-Phototropin-Interaktion

4.3.1 Charakterisierung der Interaktion von phy4 mit
Physcomitrella Phototropinen

4.3.1.1 Semiquantitatives Y2H-Wachstums-Assay zur Untersuchung
der Interaktion von phy4:BD mit AD:phots
Von Dr. Mailliet war im Vorfeld bereits demonstriert worden, dass alle vier Physcomitrella
Phototropine (photAl, A2, B1 und sehr schwach auch photB2) in der Lage sind, R-verstarkt
(bzw. konstitutiv im Fall von photAl) mit BD:phy4 im Y2H-Assay zu interagieren (Jaedicke et
al, 2012). In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion der Physcomitrel/a Phototropine
mit C-terminal fusioniertem phy4 untersucht (Abbildung 4-8).

DSD TSD QSD TSD+3-AT+PCB QSD+PCB
Bait Prey +3-AT D Re FRoe Be D 'Re FRe Be
phy4:BD AD:PhotA1
AD:PhotA2
AD:PhotB1
AD:PhotB2
AD:phy4

AD:

Abbildung 4-8: Semiquantitatives Y2H-Wachstums-Assay zur Untersuchung der Interaktion von
(Holo-) phy4:BD mit den vier Physcomitrella Phototropinen auf DSD, TSD mit 1mM 3-AT, QSD
und auf PCB-haltigen Medien (75D+3-AT bzw. QSD) in D, Rc, FRc und Bc.

Fur AD:photAl bzw. fir AD:photA2, B1 und B2 in Kombination mit phy4:BD konnte mehr
oder weniger konstitutives bzw. R-verstarktes Wachstum auf 75D+PCB beobachtet werden.
In diesem Experiment trat jedoch auch in der Negativkontrolle eine gewisse
Wachstumsantwort in Rc (und Bc) auf, sodass hier zumindest fir photBl und B2 keine
eindeutige Aussage getroffen werden kann. Allerdings konnte wenigstens flr
phy4:BD+AD:photBl auf diesem Medium in weiteren Experimenten zuverlassig eine R-
verstarkte phy4-Interaktion demonstriert werden (vgl. Abbildung 4-6). Zudem wurde auch
das Verhalten bei erhdhter Selektionsstringenz auf QSD betrachtet. Hier ist keine Interaktion
mit den Phototropinen B1 und B2 mehr, jedoch eine deutliche konstitutive bzw. R-verstarkte
Interaktion mit den Phototropinen Al bzw. A2 zu erkennen (ohne Wachstum der
Negativkontrolle). Daher kann geschlussfolgert werden, dass photAl, A2 und Bl stark /
konstitutiv bzw. stark / lichtabhdngig bzw. schwacher / lichtabhangig mit phy4:BD
interagieren.

4.3.1.2 Split-YFP-Assay zur Untersuchung der Interaktion von
phy4:YFP¢ mit YFPy:phots

Um die Interaktion von C-terminal fusioniertem Phytochrom 4 mit Physcomitrella
Phototropinen /n vivo bestatigen zu kdnnen, wurde ein Split-YFP-Experiment von phy4:YFPc
in Kombination mit YFPy:photAl bzw. YFP\:photB1 durchgefiihrt (Abbildung 4-9). Die phy4-
phot-Interaktionen konnte in beiden Fallen demonstriert werden, wobei das YFP-Signal
vorwiegend in der Zellperipherie zu beobachten war. In Einzelfallen, waren auch schwachere
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Signale in der perinukledren Region bzw. Cytoplasmastrangen (Abbildung 4-9 unten) zu
sehen.

. (57
RFP Chlorophyll gt

Abbildung 4-9: Split-YFPvon phy4:YFP: mit YFPy:photAl und A2 in Physcomitrella Protonemata
ohne Licht-Vorbehandlung. Je zwei Lokalisationsmuster pro Konformation sind dargestelit.
MaBstab 30 pm.

phy4:YFP.
YFP,:photB1

4.3.1.3 Quantifizierung der BD:phy4-AD:phot-Interaktionsstarke mit
einem lichtabhangigen enzymatischen Y2H-Assay

Nachdem die physische Interaktion von phy4 mit den vier Physcomitrella Phototropinen
(photAl-B2) im YZH-Wachstums-Assay gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage, wie
stark die Interaktionen jeweils sind und ob die beobachtete R-Induktion der Interaktion durch
FR revertiert werden kann. Zur Quantifizierung und Charakterisierung von Starke und
Lichtabhangigkeit der Interaktion wurde ein enzymatisches Y2H-Assay mit ONPG als Substrat
angewendet (s. Yeast Protocols Handbook, Clontech) und so modifiziert, dass Hefen in der
U.N- Kultur und wahrend der Expansionskulturphase mit PCB versorgt und mit verschiedenen
Lichtpulsen behandelt wurden (s. 3.3.13). Das Assay basiert auf der GAL4-regulierten
Aktivierung des /acZ-Reporters und somit der Expression der [-Galaktosidase, deren
Expressionsstarke  durch  den  Umsatz des  chromogenen  ONPG-Substrates
spektralphotometrisch bestimmt werden kann.
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Abbildung 4-10: Quantitatives ONPG- Y2H-Assayin D, R, FR, B, R+FR und B+FR zur
Charakterisierung der Interaktion von phy4 mit den Physcomitrella Phototropinen photAl,
photA2, photBl und photB2. Angabe in Miller Units. Es wurden je 3 unabhangige Experimente
pro untersuchter Interaktion durchgefiihrt. Fehlerindikatoren geben den Standardfehler an.

Abbildung 4-10 zeigt die Ergebnisse der quantitativen ONPG-Y2H-Assays von BD:phy4 mit
AD:photAl-B2. Der erhaltene Miller-Wert von BD:+AD: fiir jede Lichtbedingung wurde als
Hintergrund-Reporteraktivierung definiert und von allen anderen Werten subtrahiert. Als
genetische Positivkontrolle fir die Aufnahme von PCB aus dem Flussigmedium und der
autokatalytischen Assemblierung mit dem Phytochrom-Apoprotein diente die lichtabhdngige
Interaktion von Arabidopsis phyA:BD mit AD:FHY1. Es ist erkennbar, dass in D und FR kaum
Interaktion stattfindet, wahrend sie durch Bestrahlung mit Rotlicht initiiert werden kann.
Zusatzlich ist es moglich, die R-Initiierung der Antwort mit einem anschlieBenden FR-Puls zu
revertieren. Dieses Interaktionsverhalten ist nur moglich, wenn der Photorezeptor als
photochromes Holoprotein in Hefe vorliegt. Als phy4-Positivkontrolle wurde die
Dimerisierung von BD:phy4 mit AD:phy4 gewahlt, die in allen Lichtbedingungen recht stark
ist, aber dennoch durch einen R-Puls noch verstarkt wird. Bei der BD:phy4+AD:-
Negativkontrolle tritt zumeist kaum eine /acZ-Reporteraktivierung auf mit Ausnahme der R-
Bestrahlung, die zu einer leichten Autoaktivierung fihrt.

Entsprechend des semiquantitativen Y2H-Wachstums-Assays von Dr. Mailliet findet auch im
ONPG-Assay eine direkte und in allen Fallen R-verstarkte Interaktion von phy4 mit den
Physcomitrella Phototropinen auf mindestens das Dreifache des D- oder FR-Wertes statt
(Ausnahme phy4-photAl: auf etwa das Fiinffache). Alle anderen Interaktionsstarken sind mit
denjenigen in D vergleichbar. Die Interaktion von phy4 mit photAl ist dabei am Starksten
(sogar starker, als die phy4-Dimerisierung), wahrend von phy4+PhotA2 bis zu phy4+photB2
eine graduelle Verminderung der Interaktion zu beobachten ist. Auch im quantitativen
Interaktions-Assay ist die Interaktion von phy4 mit photBl und -B2 nahezu nur in R zu
detektieren.
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Da Phytochrom prinzipiell auch im blauen Bereich des sichtbaren Spektrums absorbiert,
wurden auch Effekte von Blaulicht (und eines anschlieBenden FR-Pulses) auf die jeweiligen
Interaktionen untersucht. In keiner der untersuchten Konformationen ist ein solcher Effekt zu
beobachten. Stattdessen sind in allen Fallen die Interaktionsstarken mit FR-Behandlung bzw.
dem D-Wert vergleichbar.
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Abbildung 4-11: BD: + AD:phot-Negativkontrollen zum quantitativen ONPG- Y2H-Assay. Die
Struktur und weitere Kontrollen entsprechen Abbildung 4-10.

In Abbildung 4-11 sind die zu Abbildung 4-10 gehdrigen Negativkontrollen des ONPG- Y2H-
Assays dargestellt, wofur Y187 BD: (pGBK T7) in Kombination mit den vier AD:phot-
Konstrukten (in pGAD T7) verwendet wurde. Assays wurden analog zu Abbildung 4-10
durchgefihrt. Es ist erkennbar, dass die Kombination von Prey-Konstrukten mit leerem Bait-
Vektor (wie im Wachstums-Assay auch) zu einer sehr geringen Autoaktivierung des jeweiligen
Reporters fihrt. Auch verschiedene Lichtbedingungen haben aufgrund der Abwesenheit von
Phytochrom keinen Einfluss auf die Autoaktivierung des /acZ-Reporters. Somit kann das
quantitativ erfasste lichtabhangige phy-phot-Interaktionsverhalten als aussagekraftig
gewertet werden.

4.3.1.4 Etablierung von Co-IP zum ex-vivo Interaktionsnachweis von
HA:phy4 mit myc:phots

Da Y2H aufgrund der heterologen Proteinexpression ein recht artifizielles System ist und als
alleiniger Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion nicht ausreicht, sollte eine weitere
Evidenz fir die direkte phy-phot-Interaktion erbracht werden. Prinzipiell bieten sich dafur
verschiedene Mdoglichkeiten an, wie z.B. Forster-Resonance-Enerqy-Transfer (FRET) oder Co-
Immunoprazipitation (Co-IP). Letzteres ist eine anspruchsvolle Aufgabe, da es sich zumindest
bei Phototropinen sowohl in héheren Pflanzen, als auch in Physcomitrella nachweislich um
Membran-assoziierte Proteine handelt ((Sakamoto & Briggs, 2002; Kong et a/, 2006; Jaedicke
et al, 2012). Die Herausforderung besteht darin, die Proteine mit einem Detergenz aus der
Membran zu solubilisieren, ohne dabei die Interaktion mit assoziierten Proteinen zu trennen.
Da Co-IP eine neue Methode fiir unser Labor war, musste ein geeignetes Protokoll zuerst
etabliert werden. Zunachst wurden Expressionsklone von N-terminalen HA- und myc-
Fusionen an die CDS von phy4 bzw. photAl und photB1 hergestellt (s. 3.1.3.5), diese wurden
in Agrobacterium transfiziert (s. 3.2.2) und mit resultierenden Klonen wurden Nicotiana
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benthamiana Blatter zusammen mit GV3101 pBIN P19 co-infiltriert (s. 3.7.3). AnschlieBend
wurde die Expression der Fusionsproteine mittels Western Blot tberpriift (s. 3.5.5.1). Die
Analyse zeigte, dass alle Fusionsproteine im Gesamtextrakt vorliegen und sowohl einzeln als
auch in Kombination zufriedenstellend Uberexprimiert wurden (nicht gezeigt). Nun musste
ein geeignetes Protokoll zur Extraktion der Fusionsproteine gefunden werden.
Vorhergehende Experimente mit HA:phyA und myciphotl hatten ergeben, dass eine
Extraktion angelehnt an die Mikrosomenextraktion nach de Carbonnel et a/ (2010) zwar
erfolgreich fur die Extraktion von photl angewendet werden kann, jedoch das HA:phyA-
Fusionsprotein recht schnell degradiert und somit nicht in ausreichender Menge im /nput der
Co-IP zur Verfligung steht. Daher wurde ein Extraktionspuffer der Nagatani-Arbeitsgruppe
angewendet (s. 2.2.6), um die Stabilitat des Phytochroms zu gewahrleisten. Zunachst wurden
Fusionsproteine wie in 3.5.5.2 beschrieben extrahiert und 950 ul der Extrakte fir Co-IP-
Prozeduren ohne bzw. mit 20 pg Anti-myc-Antikorper eingesetzt, wie in 3.5.6 inkubiert und
anschlieBend wurden 80 pl gewaschene Protein G magnetic Beads hinzugeflgt. Die
Ergebnisse dieses Experiments sind in Abbildung 4-12 dargestellt.
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Abbildung 4-12: Western Blots der Extraktion von myc:photB1- und HA:phy4-Fusionsproteinen
aus Nicotiana benthamiana, Immunoprazipitation von myc:photB1 mit 20 pg Anti-myc-
Antikorpern mit 80 pl Protein G magnetic Beads und Detektion von (co-)immunoprazipitierten
phot- bzw. phy4-Fusionsproteinen mit Anti-myc- (oben) bzw. Anti-HA-Antikérpern (unten).

Detektion der Alkaline Phosphatase-gekoppelten sekundiaren Antikorper mittels NBT/BCIP.
Myc:photBl und HA:phy4-Banden sind mit einem gelben bzw. blauen Pfeil markiert. Fiir
Abkiirzungen siehe Text unten.

In Abbildung 4-12 sind die Western Blots von Extraktions- und Immunoprazipitationsproben
eines IP-Experimentes mit Anti-myc-Antikérpern dargestellt. Nach jedem Schritt wurden
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100 pl-Proben fir die SDS-Gele entnommen und mit 20 ul 6x SDS-Ladepuffer versetzt. Von
links nach rechts sind folgende Extraktionsproben aufgetragen: Gesamtextrakt nach Mdérsern
in Extraktionspuffer (Ges), Uberstand nach erster Zentrifugation (US1, wird verworfen), Pellet
nach Solubilisierung mit Triton-Puffer vor zweiter Zentrifugation (P1+Triton), (Pre-Stained-
Marker), Gesamtproteinextrakt mittels Mixer Mil| Uberstand nach zweiter Zentrifugation
(Input). Dem schlieBen sich die Immunoprazipitationsproben an: 33% bzw. 66% der IP-Proben
mit Antikérper auf Anti-myc- bzw. Anti-HA-Blot (IP+AK), Uberstand nach der IP (US IP+AK),
der erste Waschschritt mit Triton-Puffer nach der IP (W1 +AK) und dieselben Proben fir die
JP” ohne Anti-myc-Antikdrper als Negativkontrolle.

In den Anti-myc-Blots ist zu erkennen, dass das myc:photBl-Fusionsprotein mehr oder
weniger abundant aber in allen Extraktionsproben vorliegt. Dabei scheinen die Proben
P1+Triton und /nput (der aus P1+Triton hervorgeht) besonders viel myc:photB1 zu enthalten,
was dafir spricht, dass es sich auch bei myc:photBl um ein Membran-assoziiertes Protein
handelt. Im Mixer-Mill-Extrakt ist ebenfalls viel mycphotBl vorhanden, obwohl etwa
vergleichbare Mengen an Proteinextrakt aufgetragen wurden (~ca 4% des Extrakts aus 2 mg
FG im Gegensatz zu ~0,08% des Extrakts aus ca. 1,6 mg FG in Ges). Die Input-Probe stellt ca.
1% des gesamten Inputs (einer IP-Reaktion) dar. Im Vergleich dazu zeigt die IP+AK-Probe
zwar, dass die myc:PhotB1l-Proteine an die Protein G magnetic Beads gebunden werden,
jedoch findet keine der Aufkonzentration der Probe (33x) entsprechende Aufkonzentration
der myc:photB1-Proteine statt. Dies wird auch deutlich, wenn man den Uberstand nach der
IP+AK betrachtet, denn hier ist (optisch) noch genauso viel myc:photB1 vorhanden, wie im
Input und im Waschschritt wird sogar noch einmal eine kleine Menge der bereits
gebundenen Proteine wieder von der Beads herunter gewaschen. Positiv jedoch ist, dass in
der ,IP” ohne Antikdrper nahezu kein myc:photBl an die Beads bindet. Seltsamerweise wird
in der Waschprobe dennoch etwas Protein detektiert (moglicherweise ist etwas Protein aus
der benachbarten Tasche in diese Tasche Ubergelaufen).

Die HA:phy4-Proteine scheinen im Gegensatz zu den myc:photBl-Proteinen nicht sehr
abundant/stabil in Ges, P1+Triton und insbesondere in US1 zu sein. HA:phyA war zuvor
immer auch in U1 detektierbar (nicht gezeigt), was dafiir spricht, dass evtl. ein gréBerer Anteil
des phy4-Pools Membran-assoziiert ist, als von phyA. Im Mixer-Mill-Extrakt hingegen ist eine
mit myc:photB1 vergleichbare Menge an Fusionsprotein im Blattmaterial vorhanden. Auch
hier scheint die Extraktion quantitativer zu sein. Die Aufkonzentrierung durch Solubilisierung
des Pellets fuhrt zu einer starkeren Bande von HA:phy4 im /nput im Vergleich zu P1+Triton,
so dass ausreichend Fusionsprotein fir die Co-IP zur Verfiigung steht. In der Co-IP mit
Antikorper ist zu erkennen, dass tatsachlich HA:phy4 an die Beads (evtl. an myc:photB1)
gebunden hat, jedoch werden die phy4-Fusionsproteine auch hier nicht quantitativ
gebunden (s. US IP +AK). In der IP-AK ist allerdings auch eine schwache Bande zu erkennen,
was auch in weiteren Experimenten zu beobachten war.

Dieses Experiment war demnach vielversprechend aber bedurfte einer Optimierung, da sich
die zwei folgenden Probleme ergeben hatten:
1) Sowohl myciphotBl als auch HA:phy4 werden nicht quantitativ an die Beads /
aneinander gebunden
2) Auch in der Negativkontrolle (IP-AK) treten schwache HA:phy4-Banden auf.

Problem 1 kann entgegengewirkt werden, indem das Verhaltnis der anti-myc-Antikorper zu
Beads zu myc-getaggtem Protein zu optimieren. Der Einsatz von zu viel AntikOrper hatte zur
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Folge, dass (laut Massenwirkungsgesetz) viele fiir die IP-eingesetzten Antikorper (ob frei oder
an Beads gebunden) unbesetzt bleiben. Eine Mdglichkeit ware, die anti-myc-Antikorper an
die Beads zu koppeln und Uberschiissige Antikdrper durch Waschen zu entfernen. Dies hatte
den Vorteil, dass keine freien anti-myc-Antikorper fir eine HA:phy4-Bindung zur Verfligung
stehen (die aber mit dem US der IP verloren gehen wiirden). Ein zu groBer Bead-Uberschuss
(=zu wenig Antikorper) hingegen wirde dazu flihren, dass viele Protein G-Bindestellen der
Beads unbesetzt bleiben, an denen unspezifische Bindungen stattfinden kénnen. Zudem kann
auch in dieser Konstellation das myc:phot-Fusionsprotein nicht quantitativ prazipitiert
werden. Auch die Reihenfolge der Inkubation von Proteinextrakt, Antikorper und Bead's wird
vermutlich eine Rolle spielen — daher kénnte man auch die Beads zunachst mit Antikorper
sattigen, was einen ahnlichen Effekt haben konnte, wie die Anwendung AK-gekoppelter
Beads. Zunachst wurde aber der Extrakt zuerst mit Antikdrpern versetzt und erst nach
erfolgter Inkubation durch Beads erganzt (da die Anleitung der Protein G magnetic Beads
diese Reihenfolge vorschlug).

Auch der Lésung von Problem 2 sollte eine Anpassung von Antikdrper-Bead-Verhaltnis
zutraglich sein. Darlber hinaus koénnen mehrere Strategien angewendet werden, um
unspezifische Bindung von Proteinen/HA:phy4 an Beads zu verringern: (a) mehr/langere
Waschschritte der Beads nach der IP (ggf. mit hoherer Salzkonzentration/Detergenz; es
wurde im Folgenden von drei auf vier Waschschritte mit Detergenz erhoht), (b) Anwendung
anderer Beads (z.B. Agarose etc), (c) (Aus)tausch der T7ags (d) Pulldown mit einem
Antikorper, der gegen den anderen Partner gerichtet ist (hier: Anti-HA), (e) ein sogenannter
Preclearing-Schritt vor der IP beinhaltet die Inkubation des Proteinlysates mit Beadss alleine
und konnte somit unspezifisch bindende Proteine wegfangen (wurde hier aber nicht
angewendet, da HA:phy4 offensichtlich auch unspezifisch an Beads bindet aber nicht entfernt
werden soll) oder (f) unbesetzte Protein G-Bindestellen der Beads kdnnten mit einem von
Anti-myc-AK verschiedenen Antikodrper oder auch mit z.B. BSA abgesattigt werden (setzt aber
eine andere Inkubationsreigenfolge voraus (s.0.).

Unabhangig davon wurden Alkaline-Phosphatase-gekoppelte sekundare WB-Antikorper ab
dem obigen Experiment mittels eines luminogenen Substrates (CDP-Star, NEB) und Lumi-
Imager detektiert. Vergleichende Experimente offenbarten zwar keine Erhdéhung der
Sensitivitat, aber die Detektionsmethode bietet zumindest die Mdglichkeit, denselben Blot
mit unterschiedlichen Expositionszeiten zu dokumentieren.

Zunachst wurde ein Titrationsexperiment mit konstanter Antikdrpermenge und variierenden
Bead-Mengen durchgefihrt, dessen Ergebnis in Abbildung 4-13 dargestellt ist.
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Abbildung 4-13: Anti-myc- Western Blots von Inmunoprazipitations-Experimenten mit
konstanter Anti-myc-Antikérpermenge (2 pg) und variierender Menge an Protein G magnetic
Beads im Bereich zwischen 10-fachem Bead-Uberschuss (10x = 50 ul, bezogen auf die maximale
Antikorper- Protein G-Bindekapazitat der Beads) iiber die (theoretisch) der Bindekapazitit
entsprechende Bead-Menge (1x) bis hin zu 10-fachem Antikorperiiberschuss (0,1x). 50 % der IP-
Reaktionen (oben) bzw. ca. 12 % der Uberstinde nach der IP (unten) wurden aufgetragen.

Die 2-fach gewaschenen Protein G magnetic Beads wurden in einem Gesamtvolumen von
100 pl Extraktionspuffer mit je 2 ug Anti-myc-Antikdrper gemischt, ca. 35 min im 4 °C-
Kiihlraum auf Eis inkubiert, der US entfernt und die Beads drei mal mit 300ul Puffer
gewaschen. Es sieht so aus, als sei ab einem Bead-Uberschuss von 2x immer die gleiche
Menge an Anti-myc-Antikorper an die Beads gebunden worden, wahrend unterhalb von 2x
die Menge an gebundenem Antikorper der Abnahme der Beads entsprechend graduell
abnimmt. Bei der Betrachtung der Uberstande der IP-Reaktionen wird deutlich, dass bei dem
bisher verwendeten Bead-Uberschuss von 1,6x und auch bei 2x bzw. 1x sehr viel Antikérper
nicht an die Beads bindet, sondern im Uberstand verbleibt. Bei Antikérper-Bead-
Verhaltnissen <1 wére im US eine der abnehmenden Menge an gebundenen AK
entsprechende hohere AntikOrpermenge zu erwarten gewesen. Moglicherweise wird ein
gewisser Anteil der gebundenen Antikorper (insbesondere bei hohem Antikorper-
Uberschuss) durch die Waschschritte wieder entfernt. Es konnte beobachtet werden, dass die
Durchmischung von Beads in dem geringen Flissigkeitsvolumen (100 pl) nicht sehr effizient
war (eine gewisse Menge an Beadss setzte sich an der GefaBwand ab), was moglicherweise bei
sehr geringen Bead-Mengen einen gravierenderen Einfluss auf die Prazipitation des
Antikdrpers haben kann. Bei Bead-Mengen >2x ist zu erkennen, dass immer weniger
Antikérper im US verbleibt und dass bei einem Bead-Uberschuss zwischen 4x und 10x alle
Antikorper prazipitiert werden.

Dieses Experiment sagt aus, dass das bisher verwendete Antikorper-Bead-Verhaltnis
suboptimal war, nicht jedoch welche absolute Menge an Beads bzw. Antikdrpern im
Verhdltnis zu myc-Fusionsproteinen im Lysat eingesetzt werden sollte. Dazu wurden
verschiedene IP-Experimente durchgefiihrt: zunachst wurde die Bead-Menge und das
eingesetzte Lysatvolumen konstant gehalten und die Antikérpermenge variiert: 4,8-facher
AK-Uberschuss (60 ug), 1,6-facher AK-Uberschuss (wie bislang, 20 ug), ca. 2-facher Bead-
Uberschuss (7 ug) und ca. 6,5-facher Bead-Uberschuss (2 ug, s. Abbildung 4-14). Zusatzlich
wurde auch Uberpriift, ob nach der IP noch myc:photBl im US vorhanden war, indem
nochmals Beads zugegeben und die IP wiederholt wurde. Exemplarisch ist dies fiir eine Anti-
myc-IP mit 20 pg AK in Abbildung 4-14 dargestellt. Abgesehen davon wurden auch £EZview
Red Protein G Affinity Gel-Agarose-Beads (Sigma E3403) in einem Anti-myc-Pulldown mit
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20ug AK u. einem theoretischen Bead-Uberschuss von 1,6 ausprobiert. Myc:photB1 bindet
allerdings auch in AK-Abwesenheit sehr stark an die Bead’s (nicht gezeigt) und auch HA:phyA
zeigt in dieser Konformation eine leichte Bande, weshalb diese Herangehensweise wieder
verworfen wurde.
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Abbildung 4-14: Western Blots der Inmunoprazipitationen von myc:photB1 mit 60 pg, 20 pg,

7 ug, 2 ug und ohne Anti-myc-Antikorper mit 80ul Protein G magnetic Beads und Detektion von
(co-)immunoprazipitierten phot- bzw. phy4-Fusionsproteinen mit Anti-myc- (oben) bzw. Anti-
HA-Antikorpern (unten). Detektion der Alkaline-Phosphatase-gekoppelten sekundéren
Antikorper mittels CDP-Star und Lumi-Imager. Myc:photB1 und HA:phy4-Banden sind mit
einem gelben bzw. blauen Pfeil markiert.

Bei den Immunoprazipitationen der myc:photBl-Fusionsproteine mit unterschiedlichen
Antikérpermengen st keine sehr deutliche Anderung der an die magnetischen Beads
gebundenen Proteinmengen erkennbar (obere Blots). Im Vergleich zur /nput-Bande scheint
die IP mit 7 pyg AK am ehesten zu einer Aufkonzentrierung von myc:photBl in der Bead-
Fraktion zu fiihren, aber auch hier verbleibt noch sehr viel Protein im Uberstand. Dass
ungebundene Antikérper/myc:photB1-Fusionsproteine im Uberstand der IPs noch in groBer
Menge vorhanden sind und durch nochmalige Bead-Zugabe prazipitiert werden kénnen wird
deutlich, wenn man die letzten beiden Spuren der Blots auf der linken Seite betrachtet (IP des
Uberstandes der IP mit 20 ug AK): die IP-Bande des Uberstandes ist sogar stirker ausgepragt,
als die der eigentlichen IP, was (nochmals) dafiir spricht, dass dieses AK-Bead-Extrakt-
Verhéltnis suboptimal ist. Nach der zweiten IP sieht es aber zumindest so aus, als sei die
myc:photB1-Konzentration im Uberstand deutlich reduziert worden. Auch in der IP ohne AK
ist eine schwache myc:photB1-Bande erkennbar.

Die unterschiedlichen Mengen an Anti-myc-Antikdrper sind auf den HA-Blots (unten)
besonders deutlich (~60 kDa), da hier 66 % der IP-Lysate aufgetragen wurden und der
sekundare Anti-Maus-Antikdrper an die Anti-myc-Antikérper (aus Maus) bindet und somit zu
einem Western Blot-Signal fuhrt. Betrachtet man die HA:phy4-Protein-Co-IPs, wird deutlich,
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dass die héchste Anti-myc-AK-Menge (~4,8-facher AK-Uberschuss) am ungiinstigsten fiir die
Prazipitation ist, denn hier ist die IP-Bande am schwachsten. Die IP-Banden in allen anderen
Konformationen (auch in der IP des Uberstandes der 20 pg-Anti-myc-IP) scheinen in etwa
vergleichbar zu sein. In allen Ansatzen ist die Bande im Uberstand der IPs stérker, als in der IP
selbst und in etwa mit dem I/nput vergleichbar. Dies deutet entweder darauf hin, dass die AK-
Bead-Extrakt-Verhaltnisse weiter optimiert werden sollten, oder dass nur eine Subpopulation
der HA:phy4-Proteine mit myc:photB1 assoziiert ist (was den Sp/it-YFP-Beobachtungen von
Dr. Mailliet entsprechen wiirde). Auch in der Negativkontrolle ist (wie zuvor) eine schwache
Bande erkennbar.

Im nachsten Schritt wurde versucht, die HA:phy4-Fusionsproteine mit (nun vorhandenen)
monoklonalen Anti-HA-Antikorpern zu prazipitieren, deren Konzentration und auch die
Menge an Beads zu variieren.

20 pg 7 ug 0 ug 2 g
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Abbildung 4-15: Western Blots der Inmunoprazipitationen von HA:phy4 mit 20 pg, 7 pug, 2 ug
und ohne Anti-HA-Antikorper mit 80 pl Protein G magnetic Beads und Detektion von
(co-)immunoprazipitierten phy4- bzw. photB1-Fusionsproteinen mit Anti-HA- (oben) bzw. Anti-
myc-Antikorpern (unten). Detektionsmethode und Markierung der Banden entspricht
Abbildung 4-14.

Bei der IP von HA:phy4 mit 20 ug (~1,6-facher AK-Uberschuss), 7 ug (~2-facher Bead-
Uberschuss), 2 ug (~6,5-facher Bead-Uberschuss) und ohne Anti-HA-Antikdrper ist zu
erkennen, dass in allen Ansatzen auBer der Negativkontrolle eine Aufkonzentrierung in der
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IP-Fraktion im Vergleich zum Input stattfindet (obere Blots). Dies scheint bei den IPs mit 7
und 2 ug am starksten ausgepragt zu sein und fihrt evtl. sogar zu einer sichtbaren
Verringerung an detektierbarem HA:phy4 in den Uberstianden nach der IP (was zuvor bei IPs
von myc:photBl nicht der Fall war). Dennoch kann durch erneute Bead-Zugabe zu den
Uberstanden der 7 ug und 2 ug-IPs noch einmal eine betrichtliche Menge an HA:phy4
prézipitiert werden, aber es war nicht so viel des Fusionsproteins im US vorhanden, wie es
noch bei den myc-IPs der Fall war. In der IP ohne Antikorper ist keine Bande zu sehen.

Die Detektion von Co-immunoprazipitierten HA-Fusionsproteinen (B/ots unten) zeigt, dass
auch in dieser Konstellation eine Bindung des zweiten Partners an die Beads erfolgt ist.
Vergleicht man die Bandenintensitaten der HA:phy4-Banden in den IP-Fraktionen, ist zu
erkennen, dass zwischen der Verwendung von 20 yg und 7 yg Anti-HA-Antikdrper (und der
zugehdrigen IP mit dem resultierenden Uberstand) kein deutlicher Unterschied besteht. Eine
Erhdhung der Bead-Menge auf 100 pl bei einer IP mit 7 ug AK (~2,5-facher Bead-Uberschuss)
verstarkt zwar die IP-Bande, aber auch diejenige in der Negativkontrolle ohne AK (nicht
gezeigt). Evtl. ergibt der Einsatz von 2 pg AK die starkste Bande (nicht zu 100 % vergleichbar,
da diese Proben auf einem anderen Blotsind). Auch in diesem Fall prazipitiert die nochmalige
Bead-Zugabe zuvor ungebundene Anti-HA-Antikdrper mit assoziierten HA:phy4-myc:photl-
Komplexen, allerdings in geringerem AusmaB, wie bei der IP mit 7 uyg AK. Daher sprach nichts
dagegen, diese Antikdrpermenge beizubehalten. In der Negativkontrolle ohne AK ist auch
eine schwache Bande zu erkennen.

Um die nach wie vor vorhandene unspezifische Bindung von (Fusions)proteinen an die Beads
in der —AK-Negativkotrolle zu unterdricken, wurde zum einen ein GFP-Antikorper
ausgewahlt, der zwar die Bindestellen besetzen sollte, aber nicht mit den Fusionsproteinen
interferieren sollte. Zum anderen wurde die Bead-Menge um die Halfte verringert (~3-facher
Bead-Uberschuss, s. Abbildung 4-16).

84



4. Ergebnisse

IP USip

Input aHA -AK oGFP aHA -AK aGFP

VH-JUY

Abbildung 4-16: Western Blots der Imnmunoprazipitationen von HA:phy4 mit 2 pg und ohne
Anti-HA-Antikorper bzw. mit 2 pug Anti-GFP-Antikérper mit 40 pl Protein G magnetic Beads und
Detektion von (co-)immunoprazipitierten phy4- bzw. photB1-Fusionsproteinen mit Anti-HA-
(oben) bzw. Anti-myc-Antikorpern (unten). Detektionsmethode und Markierung der Banden
entspricht Abbildung 4-14.

In Abbildung 4-16 ist zu erkennen, dass die Anti-GFP-Antikorperzugabe nicht dazu fihrt,
unspezifische Bindung der myc:photBl-Proteine an die Beads zu verringern (eher im
Gegenteil, s.u.), weshalb dieser Ansatz wieder verworfen wurde. Die Halbierung der Bead-
Menge hingegen hat einen positiven Einfluss auf die Negativkontrolle, in der nun kein
myc:photB1-Signal mehr aber gleichzeitig eine distinkte Bande in der IP zu erkennen ist. Dass
im IP-Uberstand noch beide Fusionsproteine vorhanden waren, wurde billigend in Kauf
genommen (auch wenn das Protokoll noch hatte weiter optimiert werden kdnnen, denn in
den Uberstanden ist auch noch AK vorhanden). Es ist zudem nicht ausgeschlossen, dass nur
eine Subpopulation von HA:phy4 an (eine Subpopulation) von myc:photBl bindet. Fir die
entsprechenden IP-Experimente mit myc:photAl und fiir Negativkontrollen wurden folglich
2 pg Anti-HA-Antikérper und 40 pl Bead’s eingesetzt.

Da in der Anti-GFP-IP auch eine (schwache) myc:photB1-Bande evident war, stellte sich die
Frage, wie zuverlassig die zuvor erhaltenen IP-Ergebnisse waren. Um die Madoglichkeit
auszuschlieBen, dass myc:photB1 an (einen beliebigen) Antikdrper bindet anstatt an HA:phy4,
wurden IP-Experimente mit Extrakten aus einzeln infiltrierten Blattern mit myc:phot / ohne
HA:phy4 durchgefihrt.
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Abbildung 4-17: Western Blots der myc:photAl- und myc:phot-B1-IP-Negativkontrollen.
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Myc:phot-Fusionsproteine wurden aus P19-co-exprimierenden Blattern extrahiert und IP-
Reaktionen wurden mit (+AK) und ohne 2 pg Anti-HA-AK (-AK) mit 40 pl Protein G magnetic
Beads durchgefiihrt. Anti-HA- B/ots (oben) und Detektion von photB1-Fusionsproteinen mit
Anti-myc-Antikérpern (unten). Detektionsmethode und Markierung der Banden entspricht
Abbildung 4-14.

Die IP-Negativkontrollen zeigen, dass in Abwesenheit von HA:phy4 (B/ots oben: keine Banden
bei ca.140 kDa) keine IP von myc:phot-Fusionsproteinen stattfindet. Lediglich in /nput und in
den Uberstanden der IPs sind Banden erkennbar. Dies bedeutet, dass die myc:phot-Banden in
den IPs nur zustande kommen konnen, wenn HA:phy4 anwesend ist und zeigt somit
(indirekt), dass myc:phot an HA:phy4 und nicht an die Antikorper bindet.

4.3.1.5 Co-IP von HA:phy4 mit myc:phots

Mit dem in 4.3.14 etablierten Protokoll wurden nun HA:phy4-Fusionsproteine aus dem
Proteinextrakt aus den transient transformierten Tabakblattern mit Anti-HA-Antikérpern und
Protein G magnetic Beads in Rc immunoprazipitiert (s. Abbildung 4-18 oben). Dies fihrte
reproduzierbar zu einer starken Aufkonzentrierung von HA:phy4 aus dem Extrakt (/nput) in
der IP-Fraktion, wahrend die Menge an HA:phy4 im IP-Uberstand in Relation zum Input
sichtlich verringert wurde. Eventuell co-immunoprazipitierte myc:phot-Fusionsproteine
wurden auf Western Blots mittels Anti-myc-Antikdrpern detektiert (s. Abbildung 4-18 unten).
Sowohl fir myc:photB1 als auch myc:photAl war es moglich, eine distinkte Bande in der
HA:phy4-IP (in R) nachzuweisen, wahrend in der entsprechenden -AK-Negativkontrolle keine
Bande zu detektieren war (Abbildung 4-18 B). In den WT-Extrakten war ebenfalls kein Signal
erkennbar. Analog wurden auch Co-IPs mit HA:phy4 und myciphotA2 bzw. myc:photB2
durchgefihrt. Myc:photA2 co-immunoprazipitierte in dhnlicher Art und Weise mit HA:phy4
(mit einer sehr schwachen Bande in der -AK-Negativkontrolle), wahrend bei der myc:photB2-
Co-IP eine sehr distinkte Bande zu beobachten war, allerdings auch bei der Negativkontrolle
(Abbildung 4-18 B unten).
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Abbildung 4-18: Co-IPs von HA:phy4 und myc:photAl, -A2, -B1 & -B2 in verschiedenen (in vivo
und /n vitro) Lichtbedingungen und mit Proteinextrakten aus untransformierten Bldttern (WT)
als Negativkontrolle. Co-IPs wurden mit 2 pg Anti-HA-Antikérper und 40 pl magnetic Beads in
Rc (B) oder in D (A & C) durchgefiihrt. In (A) wurden lichtgewachsene infiltrierte Tabakpflanzen
10’ mit FR bestrahlt und anschlieBend 18h in D inkubiert. Die Extraktion fand ebenfalls in D
statt. In (C) wurde die Extraktion in WL durchgefiihrt und Proben vor der IP in D mit FR- oder R-
Pulsen bestrahlt und mit einer IP in Rc (wie in B) verglichen. Input, IPs und Uberstinde der IPs
wurden mit Anti-HA- (oben, HA:phy4 mit blauen Pfeilen markiert) bzw. Anti-myc-Antikdrpern
(unten, gelbe Pfeile = myc:phot) detektiert. 33% bzw. 66% der IPs wurden fiir HA- bzw. myc-
Blots eingesetzt. Input und USe entsprechen ca. 1 % der Extrakte. Abbildung aus Jaedicke et a/.
(2012) erganzt.

Zudem sollten mogliche Lichteffekte auf die /n vivo und/oder /n vitro phy4-phot-Interaktion
untersucht werden. Dazu wurden zum einen ganze Tabakpflanzen am Abend vor dem
Experiment mit einem FR-Puls bestrahlt und Pflanzen bzw. Extrakte bis zur IP in D belassen
(Abbildung 4-18 A). Die Vorbehandlung von HA:phy4/myc:photB1/P19-transient
transformierten Blattern mit einem FR-Puls fihrt scheinbar nicht zum Verlust des IP-Signals,
denn in der IP ist eine Bande mit vergleichbarer Intensitat wie in B zu erkennen. Es scheint
somit auch eine Interaktion von HA:phy4-Pr mit myc:photBl stattzufinden. Zum anderen
wurden Proteinextrakte wie gewdhnlich in WL angefertigt und Proben vor der IP in D (in
vitro) mit einem R- oder FR-Puls bestrahlt. Zum Vergleich wurde mit einem weiteren Aliquot
des Extrakts eine IP in Rc durchgefiihrt (Abbildung 4-18 C). Die Intensitaten der myc:phot-Co-
IP-Banden nach FR- bzw. R-Vorbehandlung und IPs in D sind vergleichbar mit der IP in Rc.
Auch hier ist keine Lichtabhangigkeit der phy-phot-Interaktion evident.

4.3.2 Charakterisierung der Interaktion von phyA mit
Arabidopsis Phototropinen

Nachdem die phy4-Interaktion mit allen Physcomitrella-Phototropinen sowohl in Y2H, Split-

YFPund Co-IP demonstriert werden konnte, stellte sich die Frage, ob eine solche Interaktion

auch fur Arabidopsis phyA mit photl und/oder phot2 nachgewiesen werden kann. Fir die
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PNAS-Publikation war bereits von Dr. Mailliet demonstriert worden, dass keine direkte Y2H-
Interaktion von BD:phyA (in pGBK) mit AD:photl bzw. AD:phot2 stattfindet (s. Doktorarbeit
Mailliet), wohingegen eine deutliche Interaktion von phyA mit photl an der Zwiebel-
Plasmamembran im Sp/it-YFP zu beobachten war (Jaedicke et a/, 2012).

4.3.2.1 Y2H- und Y3H-Experimente

Eine Mdglichkeit flr eine ausbleibende YZH-Interaktion zwischen phyA und photl kdnnte
sein, dass mogliche Bindestellen durch die Faltung des Volllangen-Fusionsproteins maskiert
werden. Dies konnte zum Beispiel bei dem YZ2H-Interaktionsnachweis von Arabidopsis photl
mit PHYTOCHROME-DEPENDENT LATE FLOWERING (PHL) beobachtet werden, denn lediglich
der photl-C-Terminus, nicht jedoch (der N-Terminus und) das Volllangenprotein war in der
Lage, mit PHL zu interagieren (Endo et a/, 2013). Daher wurde versucht, ein analoges
Experiment mit Volllangen-phyA-Baits und der genannten Publikation entsprechenden phot-
Halften als Preys zu gestalten. N- bzw. C-terminale ADg-Fusionen an phot-Halften wurden,
wie in 3.1.3.1 und 3.1.3.2 beschrieben, hergestellt und in Hefe mit BD:phyA oder phyA:BD
kombiniert. Mit doppelt transformierten Hefen wurde ein semiquantitatives Wachstums-
Assay auf TSD+PCB in verschiedenen Lichtbedingungen durchgefihrt.

DSD TSD QSD TSD+3-AT+PCB

Bait  Prey = DS By
BD:phyA ADg:Phot1 N i ;

Phot1 N:ADg
ADg:Phot1 C
Phot1 C:ADg
phyA:BD ADg:Phot1 N
Phot1 N:ADg

ADg:Phot1 C
Phot1 C:ADg

Abbildung 4-19: Semiquantitatives Y2H-Wachstums-Assay zur Untersuchung der Interaktion
von (Holo-) BD:phyA (phyA pGBK) und phyA:BD (phyA pBAC) mit ADg:photl N, photl N:ADg,
ADg:photl C und photl C:ADg auf DSD, TSD mit 0,5 mM 3-AT, @QSD und auf 75D+3-AT + PCB in
D, Rc, Rp und Rp+FRp.

Keines der partiellen ADg-phot-Konstrukte fihrte zu einer Wachstumsantwort mit phyA —
weder in Apo- noch in Holo-phy-Kombination (Abbildung 4-19). Daher scheint zumindest
keine Maskierung einer putativen phyA-Bindestelle im Phototropin N- bzw. C-Terminus
vorzuliegen. Interaktion von photl FL/N/C mit phyA-Halften wurden nicht untersucht.

Aus dem negativen YZH-Ergebnis aber dem positiven Split-YFP-Interaktionsnachweis wurde
geschlussfolgert, dass zwar eine Interaktion zwischen phyA und photl mdglich ist, jedoch
wahrscheinlich  weitere  Komponenten als Vermittler der Interaktion in einem
Plasmamembran-Signalkomplex nétig sind, die /n planta, jedoch nicht in Hefe vorhanden
sind. Aus der Arabidopsis Phytochrom- und Phototropin-Literatur ist bekannt, dass
PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 1 (PKS1) und NON PHOTOTROPIC HYPOCOTYL 3
(NPH3) sowohl mit Phytochrom, als auch mit Phototropin interagieren kénnen (Lariguet et a/,
2006; de Carbonnel et al/, 2010). Die NPH3-photl-Interaktion findet dabei sogar an der
Plasmamembran statt (Zhao et a/, 2013). Daher wurde versucht, ein Y3H-System
anzuwenden, in dem nicht nur ein Bait- und ein Prey-Fusionsprotein, sondern zusatzlich ein
Bridge-Protein in Hefe exprimiert wird (s. 3.3.12). Die Bridge-Protein-Expression ist dabei Giber
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die Methionin-Konzentration im Selektionsmedium steuer-/reprimierbar. So kann ggf. eine
BD:phyA-AD:phot-Interaktion in Anwesenheit von PKS1 oder NPH3 nachgewiesen werden
(Abbildung 4-20 B).

A -PCB +PCB
DSD TSD TSD+Met TSD TSD-Met
Bait Prey Met +Met MetBAT 3AT D Rc FRc Bc D Rc FRc Bc D Rc FRc Bc

BD:phyA AD:FHY1

(PGBK) AD:phyA
AD:
AD:phot1

AD:phot2
AD:PKS1

B -PCB +PCB
DSD TSD TSD+Met TSD TSD-Met

BD:phyA AD:FHY1

(pBRIDGE) AD:phyA
AD:
AD:phot1
AD:phot2
AD:PKS1

phyA:BD AD:FHY1

(PBAC) AD:phyA
AD:
AD:PKS1

Bait Prey -Met +Met Met3AT3AT D Rc FRc Bc D Rc FRc Bc D Rc FRc Bc

BD:phyA+PKS1 AD:phot1

(pBRIDGE) AD:phot2
AD:FHY1
AD:phyA
AD:

BD:phyA+NPH3 AD:phot1

(pPBRIDGE) AD:phot2
AD:FHY1
AD:phyA
AD:

Abbildung 4-20: Y2H- (A) und Y3H- (B) Untersuchungen der phyA-phot-Interaktion in
Abwesenheit (A) und in Anwesenheit von NPH3 oder PKS1 (B) mit einem semiquantiativen
Wachstums-Assay in D, Rc, FRc und Bc. Als Kontrollen dienen Interaktionen von phyA mit sich
selbst (Dimerisierungskontrolle), FHY1, PKS1 und der AD alleine. 2*10° Hefen/Spot wurden auf
7SD-Medien mit erhohter Methioninkonzentration (+ Met), mit normaler Met-Konzentration des
TSD-Mediums und ohne Methionin (-Met) aufgetropft, um die Expression des Bridge-Proteins
zu unterdriicken bzw. zu induzieren.

Abbildung 4-20 A zeigt Interaktionen mit BD:phyA (in pGBK bzw. pBRIDGE) und phyA:BD (in
pBAC) ohne Bridge-Proteine. Es ist erkennbar, dass Hefen auf Methionin-Mangelmedium
schlechter wachsen, da die meisten im Vorfeld nicht dahingehend selektiert wurden.
Umgekehrt scheint die hohere Methionin-Konzentration nahezu keinen Einfluss auf das
Hefewachstum im  Y2H-Experiment zu haben. Es wird hier vorwiegend das
Wachstumsverhalten auf 75D betrachtet. Die phyA-FHY1-Interaktion findet in allen
Konformationen R-abhdngig statt, sodass die Autoassemblierung und Pfr-Ausbildung
stattgefunden haben muss. Die phyA-Dimerisierung ist besonders im Fall phyA:BD+AD:phyA
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konstitutiv und sehr deutlich ausgepragt, wahrend BD:phyA (pGBK)+AD:phyA auch
konstitutiv aber schwacher interagieren. BD:phyA (in pBRIDGE) dimerisiert hingegen R-
verstarkt (was auch fir phy4 im ONPG-Assay beobachtet werden konnte, jedoch nicht in
solch starkem AusmaB weshalb dies nicht im Wachstums-Assay detektierbar war). Obwohl in
diesem Experiment auf 3-AT verzichtet wurde, ist auf den PCB-Platten (mit Ausnahme der B-
Bestrahlung) nahezu keine Autoaktivierung erkennbar (vgl. Kombinationen mit AD: alleine).
Mit keiner der N-terminal fusionierten BD-phyA-Fusionen konnte eine Interaktion mit
AD:photl oder AD:phot2 nachgewiesen werden, was die Beobachtungen von Dr. Mailliet
bestatigt. Als Kontrolle wurde zusatzlich die Interaktion von phyA mit AD:PKS1
herangezogen, welche fir alle drei phyA-Baits jedoch in unterschiedlicher Intensitat in
konstitutiver Art und Weise gezeigt werden konnte.

Panel B von Abbildung 4-20 stellt die Ergebnisse der VY3H-Experimente von
BD:phyA+PKS1/NPH3 mit AD:photl/phot2 dar. Wachstum auf DSD-Met-Medium zeigt an, ob
Hefen im Vorfeld an Methionin-Mangelbedingungen gewdhnt wurden, was tberall der Fall
war. Es fallt auf, dass lediglich AD:phyA+NPH3 in der Lage ist (schwach) zu dimerisieren und
eine starke lichtabhangige Interaktion mit FHY1 einzugehen. Bei BD:phyA+PKSL1 ist dies nicht
der Fall, was entweder bedeutet, dass PKS1 mit der Dimerisierung/FHY1-Interaktion
interferiert, was aber auf dem +Met-Medium durch die Unterdriickung der PKS1-Expression
ausgeglichen werden sollte. Alternativ kdnnte es sein, dass in diesen doppelt transformierten
Hefen eines der Bait-oder Prey-Fusionsproteine nicht in ausreichender Menge exprimiert
wird. Auch die Expression von NPH3 fihrt nicht zu einer Interaktion von BD:phyA mit
AD:photl oder AD:Phot2, sodass dieses als Bridge-Protein ausgeschlossen werden kann. Bei
der Co-Expression von PKS1 ist die Situation weniger klar, denn hier findet auf +Met- und auf
-Met-Medium keinerlei Wachstum statt, wahrend auf 75D (mit normaler Met-Konzentration)
reproduzierbar ein R-verstarktes Wachstum in der Kombination mit BD:phyA+AD:photl zu
beobachten ist (die Wachstumsantwort in B wurde mit dem Autoaktivierungslevel
gleichgesetzt). Folglich stellte sich die Frage, ob es auf normalem SD-Medium auch zu einer
Expression des Bridge-Proteins kommt, oder nicht. Daher wurden Hefen in —Trp/-Leu-DSD-
Medium mit normaler bzw. erhdhter Methionin-Konzentration bzw. ohne Methionin
angezogen, Proteine extrahiert und die Expression mittels Western Blot analysiert, wie in
3.3.12 und 3.5 beschrieben (s. Abbildung 4-21).
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Abbildung 4-21: Expressionsnachweis von Bait-, Prey- und Bridge-Proteinen im Y3H-
Experiment. Proteine wurden aus etwa gleich groBen Hefe- Pellets extrahiert. Je 15 pl der Hefe-
Proteinextrakte wurden aufgetragen. Anti-HA-Antikorper (B/ots oben) detektieren AD:-
Fusionsproteine (gelbe Pfeile), bzw. das PKS1- Bridge-Protein (orangefarbener Pfeil), wahrend
Anti-phyA- Blots (unten) BD:phyA bzw. AD:phyA (blauer Pfeil) detektieren.

Der Hefe-Expressionstest ergab, dass BD:phyA in allen Konformationen exprimiert wird (s.
Banden bei ca. 140 kDa, wobei der Anti-phyA-B/ot im Fall von BD:phyA+PKS1 — AD:phyA
keine Diskriminierung zwischen BD:phyA und AD:phyA zulasst). Bei den AD:Fusionsproteinen
fallt die Expression sehr unterschiedlich aus, wobei erwartungsgemal3 kein Zusammenhang
mit der Methionin-Konzentration zu bestehen scheint. AD:phot2 und AD:phyA (linke Seite)
sind bei etwa 140 kDa zu erkennen, wahrend bei AD:photl (zwischen 135 und 180 kDa) kein
deutliches Signal sichtbar ist (allerdings spricht das Wachstumsverhalten im Y3H-Assay dafir,
dass zumindest auf 75D eine Expression von AD:photl stattfindet, s. Abbildung 4-20B). In
Kombination mit BD:phyA (rechter Blof) ist zumindest in normalem SD-Medium eine
AD:photl-Bande detektierbar.

AD:FHY1-Banden (bei ca. bei 50-60 kDa) sind leider nicht evident (in der Kombination mit
BD:phyA+PKS1, rechter Blot), was die ausbleibende lichtabhangige phyA-FHY1-Interaktion im
Y3H-Assay erklaren kdnnte. Die AD ohne fusioniertes Protein (mit HA-7ag) erzeugt eine
Bande bei ca. 20 kDa, was mit dem vorhergesagten Molekulargewicht von 20,5 kDa
Ubereinstimmt. Es konnte in der Tat gezeigt werden, dass in allen Konformationen (auB3er
BD:phyA+AD:photl) eine betrachtliche Expression des PKS1-Bridge-Proteins stattfindet. Auch
wenn die Expressionsanalyse nicht strikt quantitativ durchgefiihrt wurde, ist sichtbar, dass
tendenziell ein Zusammenhang zwischen Methionin-Konzentration im Medium und PKS1-
Expression besteht (ob vergleichbare Proteinmengen aufgetragen wurden, kann man anhand
von unspezifischen Signalen abschatzen). In der Regel ist bei +Met kein HA:PKS1-Signal zu
erkennen, wahrend sowohl bei normaler, als auch reduzierter Methionin-Konzentration
Expression nachgewiesen werden kann. Das bedeutet, dass im Y3H-Assay von BD:phyA+PKS1

91



4. Ergebnisse

mit AD:photl auf normalem 7S5SD-Medium hdchstwahrscheinlich ebenfalls PKS1 exprimiert
wurde und fir eine Interaktion zur Verfligung stand. Dass es sich bei PKS1 um ein oder das
postulierte(s) Brlckenprotein zwischen phyA und photl handelt, kann daher nicht
ausgeschlossen (aber aufgrund der ausbleibenden Wachstumsantwort auf 75D-Met auch
nicht eindeutig bestatigt) werden.

4.3.2.2 Co-IP von HA:phyA und myc:phot1

Um die in Split-YFP gezeigte phyA-photl-Interaktion mit einer unabhdngigen Methode zu
bestatigen, wurden analog zu den Experimenten mit Physcomitrella phy4 und Phototropinen
Co-IP-Experimente durchgefiihrt. Auch hier wurden HA:phyA und myc:photl-Konstrukte in
Agrobacterium transfiziert und zusammen mit einem P19-Plasmid tragenden Agrobacterium
in Nicotiana benthamiana eingebracht. Um einen mdglichen Einfluss von PKS1 auf die
Interaktion untersuchen zu konnen, wurden N- und C-terminale FLAG- und GFP-PKS1-
Fusionen in Expressionsvektoren von Nakagawa et a/ (2007) hergestellt und Co-exprimiert.
Leider war es nicht mdglich, PKS1 wahrend der Proteinextraktion (auch nicht nach der
Mikrosomenextraktions-Methode von de Carbonnel et a/ (2010)) stabil zu halten, weshalb
PKS1 zumeist in / nach der Co-IP nicht mehr in nachweisbarer Menge vorhanden war. Daher
zeigt Abbildung 4-22 ein Anti-HA-Co-IP-Experiment mit HA:phyA und myc:photl (und P19)
alleine und die entsprechende Kontrolle ohne HA:phyA.
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Abbildung 4-22: Co-IP von HA:phyA und myc:photl mit monoklonalen Anti-HA-Antikorpern.

Immunoprazipitierte Proteine werden per Western Blot mit Anti-HA-Antikorpern nachgewiesen
(oben, HA:phyA mit blauen Pfeilen markiert), wahrend co-immunoprazipitierte myc:photl-
Fusionsproteine mit Anti-myc-Antikérpern (unten, gelbe Pfeile = myc:photl) detektiert werden.
33% bzw. 66% der IPs wurden fiir HA- bzw. myc- Blots eingesetzt.

Analog zu dem /n vivo Split-YFP-Experiment von Dr. Mailliet ist auch in der ex vivo Co-IP-
Methode eine Interaktion von phyA mit photl detektierbar (s. Abbildung 4-22, allerdings
konnte die Bande nicht in dieser jedoch des Ofteren in schwécherer Intensitat reproduziert
werden). Sowohl die Negativkontrolle ohne Antikorper, als auch die Negativkontrolle von
myc:phot in Abwesenheit von HA:phyA weisen indes keine Signale an den entsprechenden
Stellen auf. In IP-Experimenten, in denen PKS1-Fusionsproteine auch in der IP vorhanden
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waren, konnte keine entsprechende myc:photl-Bande und auch keine Prazipitation von PKS1
an die magnetischen Beads beobachtet werden (nicht gezeigt).

4.3.2.3 Split-YFP-Analyse der Interaktion von phyA oder phot1 mit
PKS1 in Zwiebel

Um zu untersuchen, ob PKS1 sich theoretisch als Briickenprotein zwischen phyA und photl
eignen wirde, wurde die /n vivo-Interaktion von PKS1 mit phyA bzw. photl in Zwiebelzellen
untersucht. Kontrollen fir Zwiebel-Sp/it-YFP-Experimente sind im Anhang (Abbildung 3)
dargestellt und belegen die Funktionalitdt des Assays mit N-terminalen YFPy- bzw YFPc-
Fusionen: phy4 und phyA dimerisieren im Cytoplasma/der perinuklearen Region und sowohl
die photl-Dimerisierung als auch phyA-photl-Interaktion sind in der Zellperipherie zu
beobachten. Die Untersuchung von YFP\:PKS1+YFPc:phyA konnte belegen, dass eine /in vivo-
Interaktion von YFPcphyA mit YFP:PKS1 stattfindet, wobei das rekonstituierte YFP-Signal im
Cytoplasma und um den Zellkern, jedoch nicht im Zellkern zu beobachten war (Abbildung
4-23 A oben). Bei genauerer Betrachtung war erkennbar, dass das Cytoplasma-Signal
Cytoskelett-ahnliche Strukturen aufweist (Abbildung 4-23 A unten). Die Kombination von
PKS1:.YFPy mit YFPcphyA flhrte nicht zu einem YFP-Signal und somit zu keiner
Rekonstitution von YFP-Halften (nicht gezeigt). Sowohl N- als auch C-terminal fusioniertes
PKS1 war in der Lage, mit YFPy:photl zu interagieren. Diese Interaktionen fanden vorwiegend
in der Zellperipherie/in Plasmamembran-Nahe statt (Abbildung 4-23 B), wobei im Fall von
YFPy:photl + PKS1:YFPc gelegentlich auch ein schwaches Signal in der perinuklearen Region
beobachtet werden konnte (Abbildung 4-23 B unten).
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A

YFP,:PKS1
YFP_:phyA

9y

YFP,:phot1
YFP.:PKS1

YFP,:phot1
PKS1:YFP;

Epidermiszellen ohne Licht-Vorbehandlung. MaBstab 100 pm.

4.4 Holo-phy4:BD Y2H-Oligo dT-Library-Screen mittels Mating

4.4.1 Bestimmung der Mating-Effizienz bei verschiedenen Bait-

Prey Verhaltnissen
Die quantitativen Mating-Vorexperimente (s. 3.3.8) ergaben, dass sowohl bei dem 1:1
Verhaltnis, als auch bei dem 1:3-Verhaltnis von AH109 AD:phy4 + Y187 phy4:BD eine Mating-
Effizienz von 1% erreicht wird (s. Tabelle 4-1). Dies bedeutet, dass auf Basis der Zellzahl des
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limitierenden Partners im Mating-Gemisch, die Anzahl der Diploiden 1% der maximal

moglichen Anzahl an Diploiden betrug.

Tabelle 4-1: Mating-Daten von AH109 AD:phy4 + Y187 phy4:BD auf Basis der erhaltenen

Koloniezahlen

Verhaltnis

Prey:Bait 1:1,1 13,3
Prey 6,27E+07| 4,5E+07
Bait 6,59E+07| 1,5E+08
Diploide 9,94E+04| 4,9E+05
Effizienz 1,0 1,09

Da die beiden Verhéltnisse in zwei verschiedenen Experimenten mit leicht abweichenden
Gesamtzellzahlen untersucht wurden, sind die erhaltenen Daten nicht ganz vergleichbar. Da
Experiment 2 mit dem Verhaltnis 1:3 entsprechend des Pretransformed MatchMaker Libraries
User Manual (herunterskaliert) durchgefiihrt wurde, wurde dieses Mischungsverhaltnis fir
den YZH Screen ausgewahlt und zur Abschatzung des Screening-MaBstabs von 1% Mating-
Effizienz ausgegangen.

4.4.2 Untersuchungen der cDNA-Bibliothek und Abschatzung
des Screening-MaBstabs

Fur das Y2H-Experiment wurde eine in AH109 (Mat a) vortransformierte Physcomitrella
patens Oligo dT-cDNA-Bibliothek von Hans Sommer (MPI-Ko6In) verwendet. Im Vorfeld wurde
die Qualitat der cDNA-Bibliothek hinsichtlich seltener Transkripte untersucht. Hierzu wurde
PHY4 erfolgreich aus der cDNA-Bibliothek mittels PCR amplifiziert. Das Vorhandensein des
seltenen PHY4-Konstrukts kann einen Hinweis darauf geben, mit welcher Haufigkeit seltene
Transkripte in der Bibliothek vorhanden sind und ob auch putative Phytochrom-
Interaktionspartner in der cDNA-Bibliothek enthalten sein konnten. Zudem wurde der Titer
der eingefrorenen Hefe-Aliquots durch Ausstrich verschiedener Verdiinnungen auf —Leu SSD
auf 1,5 - 1,8 x 108 Zellen / ml bestimmt.
In vorhergehenden YZ2H-Screens von mir und Dr. Mailliet zeigten sich ungliicklicherweise
verschiedene Kontaminationen in der cDNA-Bibliothek, zum einen eine bakterielle und zum
anderen eine Kontamination mit rétlichen Hefen. Die Kontaminationen konnten mit Hilfe von
Lysozym (Abbau der prokaryotischen Zellwand), Tetrazyklin und Cefotaxim im SD-
Selektionsmedium unterdriickt bzw. eingeschrankt werden, ohne das Wachstum von AH109
maBgeblich zu beeintrachtigen. Ohne Antibiotika etc. in den Selektionsplatten wirde es in
den 14 d Selektion zu einer Uberwucherung der Diploiden kommen, da die Kontaminationen
schneller wachen wirden.
Fur die Abschatzung des ndtigen Mating-Ansatzes, um die cDNA-Bibliothek abzudecken,
wurden folgende Uberlegungen angestellt: das Physcomitrella patens Genom enthélt ca.
32000 Gene, die meisten allerdings als kleine Genfamilien, so dass vielleicht 10* Gene erfasst
werden sollten, um die Bibliothek ansatzweise abzudecken. Berlicksichtigt man, dass drei
mogliche cDNA-Leseraster kloniert werden missen, erhoht sich diese Zahl auf 3 x 10*. Nach
Schéatzung der Relevanz von ca. einem Zehntel aller Gene fir die Licht-Signaltransduktion,
erhoht sich diese Zahl nochmals um das 10fache auf 3 x 10°.
Allerdings kdnnte diese Schatzung immer noch optimistisch sein, denn die hier gesuchten
Transkripte von Steuerungsgenen gehdren zu einer Gruppe von sehr seltenen Transkripten,
wahrend andere z.B. konstitutiv exprimierte Gene zu einer Fllle von Transkripten fiihren.
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Beziiglich dieses Verhaltnisses zwischen haufigen und seltenen Transkripten in der
vorliegenden cDNA-Bibliothek kann leider keine exakte Aussage getroffen werden. Dies
kdnnte bedeuten, dass die Erfolgschancen bei einem konventionellen Screening bescheiden
sind. Gegebenenfalls waren die gesuchten Partner bei der erreichten Mating-Effizienz nur mit
Hilfe von Normalisierungsverfahren und/oder High-Throughput Methoden mit gewisser
Sicherheit zu erfassen. Aus Ermangelung dieser und aufgrund der begrenzten Vorrate der
cDNA-Bibliothek-Aliquots wurde aus pragmatischen Grinden entschieden, insgesamt 1 ml
(ca. 1,8 10® Zellen; s. Abschnitt 3.4.2) der aufgetauten AH109 AD:Oligo dT cDNA Bibliothek
mit 5,4 10® Zellen des Y187 PHY4:BD Baits (d.h.) im Verhéltnis 1:3 zu maten. Bei 1% Mating-
Effizienz (s. 4.4.1) kdnnten somit etwa 1,8 x 10° cDNA-Klone erfasst werden.

4.4.3 Holo-phy4:BD-Y2H Oligo dT-cDNA-Library-Screen und
Sortierung putativer Interaktoren
Tabelle 4-2 zeigt eine Ubersicht (iber Kennziffern des Library-Mating-Ansatzes Y187 phy4:BD
+ AH109 AD:Oligo dT-cDNA-Bibliothek und der parallel dazu durchgefihrten
Negativkontrolle Y187 phy4:BD + AH109 AD: mit eingesetzten Bait- und Prey- und mit
erhaltenen Diploid-Zahlen die allesamt nach Ausstrich des Mating-Ansatzes auf diversen
Medien ermittelt wurden (s. 3.4.2).

Tabelle 4-2: Vergleich von eingesetzten und erhaltenen Zellzahlen und Mating-Effizienzen von
Library- Mating und Negativkontroll- Mating

Library-Mating Negativkontrolle
Volumen Mating-Ansatz [ml] 12 7,5
Bait (Mat a) Y187 phy4:BD Y187 phy4:BD
Gesamtzahl Bait-Zellen 4,3 x10° 3,0 x 10°

AH109 AD:cDNA-
Prey (Mat a) Bibliothek AH109 AD:
Gesamtzahl Prey-Zellen 1,9x 10° 1,3x10°
Verhéltnis Prey:Bait 1:2,3 1:2,3
Diploide ges. 4,2x10° 4,7 x10°
Effizienz [%] 0,10 0,16

In beiden Ansatzen war der Mat a Stamm AH109 (Prey) limitierender Partner. Der Uberschuss
an Bait-Zellen im Mating-Ansatz war mit einem Faktor von 2,3 etwas geringer als vorgesehen.
Ursache hierfur ist, dass die Anzahl lebensfahiger Zellen v. A. im Library-Aliquot vor Ansatz
des Matings und somit das Verhaltnis von Bajt und Prey nur ungefahr abschatzt werden kann.
Die tatsachlich erhaltenen Zellzahlen, die sogenannten Viabilitaten weichen somit von den
geplanten Zellzahlen ab. Somit weicht auch die erzielte Mating-Effizienz von der zuvor
bestimmten ab. Diese war mit 0,1% allerdings noch (10fach) geringer, als man bei einer
Abweichung des Bait-Uberschusses vom geplanten Uberschuss (23%) erwarten wiirde.
Vermutlich liegt dies daran, dass im Library-Mating-Ansatz bereits 25% der Antibiotika und
Lysozym-Menge der unter 2.2.4 beschriebenen Selektionsmedien eingesetzt wurde, um eine
U.N.-Vermehrung der Bibliothek-Kontamination zu vermeiden (vgl. 4.4.2). Insgesamt wurde
im Library-Mating dennoch die beachtliche Anzahl von 4,2 x 10° Klonen erfasst. Die
Diploidenzahl entspricht etwa einer 4-fachen Abdeckung des Physcomitrella Genoms, wenn
man von 3 Leserastern und 32000 Genen ausgeht.

Nach 2 Wochen Selektion des Library-Matings auf 7SD + 3-AT + PCB Medium ergaben sich
(abgesehen von der roétlichen Hefekontamination) hell beigefarbene Kolonien
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unterschiedlicher GroBe. Alle groBere Kolonien (>3mm) wurden bevorzugt flr eine zweite
Selektionsrunde ausgewahlt (67) und darlber hinaus noch eine Auswahl kleinerer Kolonien
(<2mm; 142). Abbildung 4-24 zeigt exemplarisch die Masterplattenserie der groen Kolonien,
wobei eine zusatzliche Blaufarbung eine Aktivierung des MELI-Reporters und somit, Uber die
Wachstumsantwort hinaus, eine starkere Interaktion der beiden Fusionsproteine anzeigt.
Nahezu alle Uberfiihrten Klone Uberlebten auf DSD und zeigten im Falle der groBen Kolonien
meist zusatzlich MELI-Reporteraktivierung. Die Minderheit putativer Interaktoren war in der
Lage, lediglich auf 7SD ohne PCB zu wachsen (4 Stick; s. Tabelle 4-3), d.h. die wenigsten
Klone interagieren mit Apophytochrom alleine. Klone, die entweder nur auf PCB-haltigem
7SD-Medium in Rotlicht (30), oder auf 750 unabhangig von PCB-Zugabe und
Rotlichtbestrahlung wuchsen (38 bzw. 35 ohne Kontamination), hielten sich in etwa die
Waage. In nahezu allen Fallen fiel das Wachstum und die MELI-Aktivierung auf 75D mit PCB
in Rc starker aus, als auf Medium ohne PCB. Die drei rétlichen Klone in Abbildung Abbildung
4-24 sind die Kontamination der cDNA-Bibliothek.

Tabelle 4-3: Wachstumsverhalten von 207 putativ positiven Hefeklonen nach zwei
Selektionsrunden auf 75D + 3-AT + / - PCB

Wachstumsverhalten Anzahl an Klonen

nur TSD + PCB 30

nur TSD - PCB 4

TSD + und - PCB 38 (inkl. 3
Kontamination)

kein Wachstum 137

DSD TSD + 3-AT TSD + 3-AT + PCB
Abbildung 4-24: Masterplatten groBer putativ positiver Kolonien nach 7d Inkubation in D (DSD
u 78D + 3-AT) bzw. in 0,7 pmol / m?s Rc (7SD + 3-AT + PCB)

Tabelle 4-3 zeigt eine Ubersicht (iber das Wachstumsverhalten der insgesamt 207 auf
Masterplatten Uberfihrten Klone. Bei den 137 Klonen, die die 2. Selektionsrunde nicht
Uberlebt haben, handelte es sich zumeist um kleine Kolonien. Wachstum auf 75D + PCB
alleine spricht fur eine starke Lichtabhangigkeit der entsprechenden Interaktionen. Wachstum
von Klonen auf 75D + / - PCB lasst auf konstitutive oder lediglich RL-verstarkte Interaktionen
mit phy4:BD schlieBen.

Aus den 69 verbliebenen Hefeklonen (72 Klone - 3 Kontaminanten) wurde fir die
Identifikation der putativen Interaktoren DNA extrahiert. PCR Analyse der AD-Vektor-
Insertionen zur Gruppierung putativer Partner anhand der PCR-ProduktgréBen ergab 47 bzw.
16 Klone mit Einzel- bzw. multiplen PCR-Produkten. Letzteres weist auf das Vorhandensein
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mehrerer pGAD Prey-Plasmide mit unterschiedlichen ¢cDNA-Inserts in den urspriinglichen
Hefeklonen hin. Bei sechs Klonen konnte kein /nsert amplifiziert werden. Verdau von Einzel-
PCR-Produkten mit Mspl ergab, dass nahezu alle unterschiedliche Schnittmuster aufwiesen
und somit vermutlich unterschiedliche cDNAs reprasentieren. Daher wurden alle Hefe-DNA-
Extrakte in £ coli transformiert, um die resultierenden DNA-Miniprdparationen zu
sequenzieren. 67 von 69 Transformationen ergaben £ col/i-Transformanden, teilweise mit
Kolonie-PCR-Produkten gleicher GroBe (bei 36 Transformationen) oder mit verschiedenen
Kolonie-PCR-Produkten unterschiedlicher GroBen (bei 31 Transformationen). Kolonie-PCR-
Banden unterschiedlicher GréBen entstanden insbesondere, wenn die entsprechenden
Hefeklon-DNAs auch schon multiple PCR Banden ergeben hatten (in 12/16 Fallen, s.0.). Somit
konnte mittels £ coli-Transformation eine Trennung von verschiedenen in den
entsprechenden Hefeklonen enthaltenen AD-Vektoren erreicht werden. Aus den
Transformationen ergaben sich nach diesem Schritt mehr als 100 DNA-Minipraparationen,
die mittels Sequenzierung untersucht wurden.

4.4.4 Sequenzanalyse putativer Phytochrom 4 Interaktions-
partner

Inserts mindestens eines AD-Plasmids pro Hefeklon wurden mit flankierenden Primern meist
aus beiden Richtungen sequenziert. Die erhaltenen Sequenzdaten wurden zunachst durch
Entfernung von polyA-Sequenzen und des pGAD-Vektorriickgrats bereinigt. In 22 Fallen war
es moglich, FW und RV Sequenzen zu Contigs zusammenzufiihren. Bereinigte Sequenzen
wurden mit Physcomitrella patens Transkriptom-Datenbanken bei NCBI und Cosmoss
abgeglichen (s. 3.4.4). Alle Sequenzen konnten einem Lokus im Physcomitrella Genom und
meistens auch eindeutig einem Cosmoss mRNA-Modell zugeordnet werden. Zum Zeitpunkt
der Datenbankanalyse waren lediglich funf der identifizierten Physcomitrella Gene annotiert:
ein Histon H4 (Hefeklon 2.61), ein Photosystem I Apoprotein (Hefeklon 2.1), ein Gen fir die
kleine Kette der RubisCO (Hefeklon 2.74), ein ribosomales Protein (Hefeklon 2.69) und eine
Calcium-abhangige Proteinkinase cpkl7 (Hefeklon 2.39#181). Die Identitat aller anderen
Gene musste mittels Doméanen-Vorhersage (InterProScan oder NCBI CDD) und Vergleich mit
Arabidopsis thaliana- oder Viridiplantae-Protein-Datenbanken bestimmt werden. Im
Folgenden sind alle anderen Benennungen von Proteinen und Genen von
Domanenvorhersagen oder Ahnlichkeiten mit Arabidopsis oder Viridiplantae-Proteinen
abgeleitet.

Die zunachst groBe Anzahl an erhaltenen Sequenzen konnte aus folgenden Griinden
reduziert werden:
e Im Fall von sieben Hefe-DNAs schienen ein oder zwei von mehreren E.coli-Klonen
nicht das Prey-, sondern das Bait-Plasmid PHY4 pBAC zu enthalten (bei 2.27; 2.31;
2.37; 2.38; 241; 2.62; 2.64). Ursache hierfir ist vermutlich, dass in den Hefe-DNA-
Extrakten auch das Phy4:BD Bait-Plasmid vorlag, welches ebenfalls in £ coli
transformiert wurde und aufgrund identischer Selektionsmarker von Bait und Prey-
Plasmiden, Kolonien nach E.col/i-Transformation ergaben. In diesen Fallen scheinen
Prey-Vektor-spezifische Kolonie-PCRs falschlicherweise Produkte ergeben zu haben.
e Bei Hefeklon 2.28 handelte es sich um den leeren pGAD-Vektor.
e Alle Sequenzen wurden gegeneinander abgeglichen, um identische Sequenzen zu
identifizieren. Der Abgleich ergab fiunf Sequenzgruppen, deren DNAs aus
unterschiedlichen Hefeklonen stammten: fiinf enthielten vermutlich die CDS einer
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Kohlenhydrat-Kinase (2.18#12; 2.22#38; 2.23#47; 2.35#97 & 2.79#2), vier eine
Phosphoribosylanthranilat-Isomerase (2.14#3 u #67; 2.15#6; 1.34#8 & 1.69#8), sieben
ein Dehydrin (2.8#4; 2.16#27; 2.25#40 u. #45; 2.31#17; 2.35#101; 2.41#203 & 2.64#2),
zwei eine Complex I Untereinheit eines Proteinkomplexes in der mitochondrialen
Respirationskette (2.62#5 & 2.73#1) und zwei ein hypothetisches Protein ohne
identifizierte Domadnen oder Homologe (2.19#24 & 2.62#5). Unterstrichene Klone
wurden zur detaillierten Sequenzanalyse ausgewahlt.

Nach dieser Komprimierung blieben 49 Hefeklone mit einmaligen cDNAs, und fiinf cDNAs,
die in mehreren Hefeklonen vorlagen (s.0.). Sechs Hefeklone enthielten mehr als ein
interessantes AD-Plasmid. Zusammengenommen ergab sich daraus eine Liste von 60 zu
untersuchenden Sequenzen. Tabelle 1 im Anhang fasst die Ergebnisse der Datenbankanalyse
zusammen. Dort werden fir jeden putativen Interaktionspartner (wenn mdglich) die NCBI
MRNA- und Protein-Accessions, die Cosmoss-Accessions, vorhergesagte Domanen,
Homologe in Arabidopsis thaliana und Viridiplantae, mogliche Funktionen und
Lokalisationsvorhersagen angegeben. Die Analyse von Sequenzierdaten von 51 Klonen
konnte zeigen, dass 31 (= 61%) eine komplette CDS und (z.T.) UTRs enthielten, bei 39 % war
selbst die CDS nicht komplett. Bei neun putativen Interaktoren konnte aufgrund
unzureichender Sequenzdatenqualitdt oder Leselange oder nicht eindeutiger Genmodelle
keine Aussage Uber die Vollstandigkeit des Inserts im Prey-lektor getroffen werden. Die
Oligo dT-cDNA-Bibliothek ist somit von ausreichender, aber nicht Gberragender Qualitat. Zur
Auswahl von fur die Phytochrom 4-Signaltransduktion eventuell interessanten Klonen,
wurden die Interaktionspartner ihren putativen Funktionen zugeordnet.

Tabelle 4-4: Kategorisierung putativer phy4-Interaktionspartner anhand ihrer méglichen
Funktionen

Funktion Anzahl | Hefeklone
2.1#1, 2.6#5, 2.16#7, 2.21#32, 2.27#55,
2.36#109, 2.38#23, 2.38#174, 2.39#186,
2.40#128, 2.47#228, 2.48#238, 2.72#6, 2.73#1,
Metabolismus 18| 2.74#3, 2.77#8, 2.82#2, 1.34#8
Signalling / 2.2#2, 2.3#13, 2.16#32, 2.35#97, 2.39#181,
posttranslationale 2.43#142, 2.50#243, 2.50#11, 2.55#5, 2.78#6,
Modifikation 11 | K12#7
2.7#1, 2.8#5, 2.20#13, 2.30#93, 2.42#130,
Transkription / 2.45#151, 2.60#7, 2.63#1, 2.65#7, 2.69#3,
Translation 1212.81#8, 1.79#1
Stress 512.25#45, 2.37#114, 2.52#264, 2.60#3, 2.70#7
Membranprotein /
Transport 512.29#57, 2.46#220, 2, 54#273, 2.59#6, 2.66#3
Cytoskelett 212,17#4, 2.67#2
Phytohormone 1]12.11#1
2.19#24, 2.52#260, 2.56#284, 2.58#5, 2.61#1,
Unbekannt 6 | K6#8
Summe 60

Tabelle 4-4 zeigt die Zuordnung der putativen Phytochrom 4 Interaktionspartner zu
Funktionen und Prozessen, an denen sie beteiligt sein konnten. Jedes Protein wurde lediglich
einer Funktion zugeordnet. Die vorne stehende Zahl bezeichnet den Hefeklon, aus dem die
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DNA extrahiert wurde, die Zahl nach dem ,#" den E. co/i-Klon nach der Transformation der
Hefe-DNA. Griin markierte Klone wurden als interessant eingestuft und naher betrachtet.

Folgende (in Tabelle 4-4 schwarz geschriebene) putative Interaktionspartner wurden als eher
unbedeutend hinsichtlich ihrer Relevanz fiir Phytochrom-Signaltransduktion eingestuft:

e Proteine mit Funktionen in metabolischen Prozessen: Knapp ein Drittel aller
identifizierten Phytochrom 4-Interaktionspartner spielt vermutlich eine Rolle in
Metabolismus, vermutlich da diese Gene konstitutiv exprimiert werden und die
entsprechenden cDNAs somit in der Bibliothek vergleichsweise haufig vorkommen. In
dieser Gruppe sind z.B. RuBisCO, Chlorophyll-Bindeproteine, eine ATPase, eine
Photosystem I-Reaktionszentrum-Untereinheit, eine Carboanhydrase und andere
Photosynthese-relevante Proteine enthalten (vgl. auch Tabelle 1 im Anhang).

e Proteine mit direkten Funktionen in Transkription / Translation: Proteine, die
vermutlich  direkt an der Translation von mRNAs (nicht jedoch der
Translationsregulation) beteiligt sind, wurden ausgeschlossen, da die Ubermittlung
eines Lichtrichtungssignals nicht lber Genregulation funktionieren kann (s. 1.7). Zu
diesen Proteinen gehodren z.B. RNA-Prozessierungsenzyme und ein Protein, welches
an Splicing beteiligt ist. Ebenso wurden diverse ribosomale Untereinheiten und ein
Chaperon aussortiert, da diese Proteine direkt mit dem Translationsprozess an sich
assoziiert sind. Eine Ausnahme in dieser Gruppe stellt ein eher regulatorisches Protein,
der eukaryotische Translationinitiationsfaktor 5A dar, auf den unten naher
eingegangen wird.

e Proteine, die an verschiedenen Stressantworten beteiligt sind: z.B. Pathogenese-
verwandte Proteine, ein Metall-Detoxifikations-Protein, Late Embryogenesis Abundant
(LEA)-Proteine und Dehydrine.

e Bei den ,unbekannten” Proteinen konnten keine Domanen vorhergesagt und zumeist
keine Arabidopsis-Homologe zugeordnet werden. Solche Proteine sind demzufolge
eher Moos-spezifisch und eher nicht relevant fir die generelle Funktionsweise
cytoplasmatischer Phytochrom-Signaltransduktion.

e Phytohormon-assoziierte Proteine: dabei handelt es sich um ein Protein, welches
womdglich an Jasmonat-Biosynthese beteiligt ist.

e Membranproteine / Transporter wurden nur aussortiert, wenn es sich um
Aquaporine (2.66#3), putative ER-Proteine (2.59#6) oder um Proteine handelte, die
laut Doméanencharakterisierung vermutlich auf der AuBenseite der Plasmamembran
verankert sind (2.29#57).

Putative Phytochrom 4-Interaktionspartner folgender Gruppen wurden fiir eine nahere
Untersuchung ausgewahlt (s. griine Markierung in Tabelle 4-4):

e Proteine mit Funktionen in Signaltransduktion oder posttranslationaler
Modifikation: 12 von 60 Proteinen sind womadglich an Signaltransduktion beteiligt.
Diese Gruppe ist sehr divers und enthalt Proteine mit Domanen flir Protein-Protein-
Interaktionen, wie beispielsweise Zinkfinger- (2.43#142) oder (F-box-) und Kelch-
Domanen (2.50#243 & 2.2#2). AuBerdem gehdren eine Ser/Thr (2.50#11)- und eine
Ca’*-abhingige Proteinkinase (2.39#181) dieser Gruppe an, die mittels
Phosphorylierung andere Proteine posttranslational modifizieren und ggf. deren
Aktivitat oder Lokalisation efc. regulieren konnen. Insbesondere die Calcium-
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abhangige Proteinkinase wurde als hochst interessant eingestuft, da Calcium als Znd
Messenger in cytoplasmatischer Signaltransduktion bekannt ist und auch mit
Phytochrom-Signalling in Verbindung gebracht wurde. Dartber hinaus enthalt die
Signaltransduktion-Gruppe ein Cyclophilin (2.55#5) und ein Pirin-dhnliches Protein
(K12#7). Fir beide gibt es in der Literatur Hinweise auf einen Zusammenhang mit
Phytochrom-Signaltransduktion in Arabidopsis. Fir das Arabidopsis Cyclophilin ROC1
konnte gezeigt werden, dass es eine Rolle in der phyA- phyB- und cryl-vermittelten
Deetiolierung und in der Brassinosteroid-Signaltransduktion spielt (Trupkin et a/,
2012). Fir ein Arabidopsis Pirin konnte gezeigt werden, dass dessen Expression
Rotlicht-abhangig ist, dass es mit der a-UE des heterotrimeren G-Proteins interagiert
und madglicherweise eine physiologische Rolle in der Samenkeimung spielt (Lapik &
Kaufman, 2003). Aufgrund der Tatsache, dass Dr. Mailliet in ihrem Apo-BD:PHY4- Y2H-
Screen ein ahnliches Protein aus der gleichen cDNA-Bibliothek identifiziert hat, wurde
auch das in dieser Arbeit identifizierte Pirin-dhnliche Protein zur ndheren Analyse
herangezogen. Proteine der 14-3-3- Familie hingegen sind in der Lage, an
phosphorylierte Zielproteine zu binden und stellen somit Signalproteine in der
Transduktion von Phosphorylierungssignalen dar. Eine Vielzahl an 14-3-3 Targets
konnte in Arabidopsis bereits identifiziert werden, u. A. Phototropine und phyB.
Membranproteine: zwei Membranproteine wurden als interessant eingestuft, nicht
zuletzt, weil nicht bekannt ist, wie der Phytochrom-Phototropin-Komplex an der
Plasmamembran verankert ist (Jaedicke et a/, 2012). Bei den beiden identifizierten
Proteinen handelt es sich um ein Rhodopsin-7a//-Protein (2.46#220) und eine
Rhomboid Intramembran-Serinprotease (2.54#273).

Cytoskelett-assoziierte Proteine: Alle Proteine, die mdglicherweise eine Rolle in der
Cytoskelett-Organisation spielen, wurden zur Analyse ausgewahlt, da bekannt ist, dass
vorwiegend das Aktin-Cytoskelett an der phototropen Beugungsreaktion von
Moosfilamenten beteiligt ist (Meske & Hartmann, 1995; Meske et al, 1996). Dieser
Gruppe wurden z.B. ein Ankyrin-&BTB/POZ — Protein (2.17#4) und ein Autophagie-
Protein (2.67#2) zugeordnet.

Translationsregulatoren: der eukaryotische Translations-Initiationsfaktor 5A (elF-5A;
2.65#7) wurde ausgewahlt, weil jingst eine Rolle von cytoplasmatischem Pfr in der
Regulation der Translation von PORA mittels Interaktion mit PENTA1 (PNT1) im
Cytoplasma gezeigt werden konnte (Paik et a/, 2012).

Tabelle 4-5 gibt eine Ubersicht Gber die 15 zur naheren Untersuchung ausgewahlten
putativen Phytochrom-Interaktionspartner aus dem Holo-phy4:BD- Y2H-Library Screen.
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Tabelle 4-5: In silico Charakterisierung der 15 ausgewdhlten putativen phy4- Interaktionspartner
aus dem Holo-phy4:BD- Screerr. Wachstumsverhalten auf 7SD-Masterplatten mit / ohne PCB in R

(- kein, + schwaches, ++ starkes, +++ sehr starkes Wachstum), Homologe in Arabidopsis
thaliana, mogliche Funktionen, Gene Ontology (GO) und Lokalisationsvorhersagen.

Hefe- # |Bezeichnung |+PCB|-PCB [Homologe in maogliche Funktionen und Prozesse |Gene Lokalisations
E.coli- Arabidopsis thaliana Ontology - |vorhersagen
Klon Zuordnung
2.2#2 |F-box- ein F-box/Kelch- Proteinbindung; ewvtl. Aktin- Signaltrans |Chloroplast
interacting | Repeat Protein Vernetzung, Komponente eines E3- [duktion oder
Kelch-Protein Ubiquitin Ligase-Komplexes, Cytoplasma
Proteindegradation
2.3#13 [TP53- TP53-regulating Proteinkinase-Aktivitdt, ATP-Bindung; |Signaltrans [Kern oder
regulierende Kinase Metalloprotease-Aktivitat, duktion Cytoplasma
Kinase
2.16#3 (14-3-3 Protein 14-3-3-like Protein Protein-Protein-Interaktion (u.A mit  |Signaltrans |Kemn
2 GF14 psi, omega efc. |Phototropinen), Signaltransduktion  [duktion
2.17 #4 | Ankyrin, BTB TAZ D omain Protein-Protein-Interaktion; Cytoskelett/|Cytoplasma
BTB/POZ - Protein 1; BTB/IPOZ |Transkriptionsregulation, Signaltrans [evil. Kern
Protein Domain-containing Cytoskelettdynamik, lonentransport  [duktion
Protein elc.
2.35#9 |Protein mit geringere Ahnlichkeit |Regulatorische und / oder Signaltrans |Zellmembran,
7 unbekannter mit P fkB-like katalytische Funktion duktion sekretorischer
Funktion Karbohydratkinase Weg
2.39 Ca- Calcium-abhangige |Proteinbindung, Calmodulin- Signalfrans [Cytoplasma
#181 abhingige Proteinkinase abhangige Proteinkinase-Aktivitat, duktion
Proteinkinase Posttranslationale Modifikation
243 Zinkfinger- RING-Finger und CHY|Protein-Protein-Interaktion, Signaltrans [Cytoplasma
#142  |Protein Zinkfinger Domain-  |Zinkionenbindung duktion
containing Protein 1
2.46 Rhodopsin- evil. Adhasive / Immobilisierung von Proteinen an der|Membran- [Membran
#220 Tail-Protein prolinreiche Proteine |Membran protein
2.50 Kelch-Repeat diverse F-boxKelch- |Proteinbindung Signaltrans [Kern
#243 [Protein R epeat-Proteine duktion
2.50 Ser / Thr- Serin / Threonin- Protein-Phosphorylierung, ATP- Signaltrans [Kern
#11 Proteinkinase Proteinkinase HT1 Bindung, posttranslationale duktion
Modifikation
2.54 Rhomboid- Rhomboid-related evil. Endopeptidase-Aktivitdt; Schnitt |Membran- [Zellmembran
#273 |Protein Intramembran von Transmembrandomanen protein
Serinprotease-like
Protein
2.55 #5 | Cyclophilin verschiedene Protein-Trafficking / Maturation; Signaltrans |Cytoplasma
Cyclophiline Rezeptor-Komplex Stabilisierung, duktion
Apoptose, Rezeptor-
Signaltransduktion, RNA-
Prozessierung und Spleilosom-
Assemblierung
2.65 #7 |elF-5A Eucaryotic Translationale Elongations- und Translation [Cytoplasma
Translation Initiation |Initiationsfaktor-Aktivitat,
Factor elF-5A Translationsregulation
2.67 #2 | Autophagie- Putative Microtubule- |Evil. Regulator von MT- Cytoskelett / [Cytoplasma
Protein associated / Bindungsaktivitat; evl. Funktion in Signaltrans
Autophagy-related intrazellularem Membran-Trafficking [duktion
Proteine und / oder -fusion
K12 #7 |Pirin- Pirin-like Protein Interaktion mit At. GPA1; G-Protein- Signaltrans |uneindeutig
dhnliches Signaltransduktion duktion
Protein

Die 15 Interaktionspartner (aus 14 Hefen) zeigten in der zweiten Selektionsrunde des Y2H-
Screens (s. Abbildung 4-24) alle entweder streng Rotlicht-induziertes (Kelch-Repeat-Protein,
TP53-regulierende Kinase, 14-3-3-, unbekanntes, ZF-Protein & Cyclophilin) oder zumindest
Rotlicht-verstarktes Hefewachstum (alle Anderen). Verschiedene Blautone weisen auf
unterschiedlich starke ADE2-Reporteraktivierung (von Helltlrkis: schwach bis Tiefblau: stark)
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hin. ADE2-Aktivierung und somit starke Interaktion schien insbesondere bei der Calcium-
abhangigen Proteinkinase, dem Kelch-Repeat-Protein, der Ser/Thr Proteinkinase und dem
Pirin-ahnlichen Protein stark ausgepragt zu sein. Abgesehen von den Membranproteinen
wurde flr fast alle ausgewahlten Partner eine cytoplasmatische Lokalisation vorhergesagt.
Somit waren diese Partner zumindest prinzipiell in der Lage an cytoplasmatischer
Phytochrom-Signaltransduktion beteiligt zu sein.

Aufgrund unvollstandiger CDS oder dem Vorhandensein von UTRs mussten cDNAs aller
ausgewahlten Klone in Volllange fiir alle weiteren Analysen aus Physcomitrella cDNA kloniert
werden. Hierzu wurde in allen Fallen im Cosmoss Genome Browser das auf Basis eigener
Sequenz- und von EST-Daten wahrscheinlichste mRNA-Modell ausgewahlt. Anhand der
Modelle wurden anschlieBend, wie in 3.1.3 beschrieben, Primer fir die Gateway-Klonierung
von E£ntry-Konen entworfen. Mittels LR Reaktionen wurden die codierenden Sequenzen in
Y2H Prey-Vektoren fir Interaktionsverifikation in Hefe, in Fluoreszenzfusionsvektoren fir
Lokalisationsstudien und in Sp/it-YFP Vektoren flr /in vivo Interaktionsstudien kloniert.

4.5 In silico und experimentelle Untersuchung ausgewahlter
Phytochrom-Interaktionspartner aus Apo-BD:PHY4- und
Holo-phy4:BD-Library-Screens

4.5.1 Verifizierung der Interaktion ausgewahlter Partner mit phy4
im semiquantitativen Y2H Wachstums-Assay

Volllangen-CDS ausgewahlter Interaktionspartner wurden in Gateway-Prey-Plasmide so
hinein rekombiniert, dass sowohl N-terminale, als auch C-terminale ADg-Fusionen
entstanden (s. 3.1.3.1). Diese wurden mittels simultaner Hefetransformation nach dem
Doppeltransformationsprotokoll (s. 3.3.4) zusammen mit PHY4:BD oder BD:PHY4 in Hefe
eingebracht. AnschlieBend wurde mit den erhaltenen Doppeltransformanden ein
semiquantitatives WachstumsAssay in D, Rc, Rp und Rp+FRp (s. 3.3.11) durchgefiihrt. An
dieser Stelle wurden auch vier putative Interaktionspartner aus dem Apo-BD:PHY4-VY2H
Library-Screen von Dr. Mailliet (s. 3.4.1) betrachtet, zum einen, da EFla und Pirin ganz neu
kloniert wurden (s. 3.1.3.1) und zum anderen da Wachstums-Assays zuvor lediglich mit N-
terminalen AD-Fusionen in kontinuierlichen Lichtbedingungen aber nicht in Lichtpulsen
untersucht wurden. Abbildung 4-25 zeigt die Ergebnisse des semiquantitativen Wachstums-
Assays mit allen ausgewahlten putativen phy4-Interaktionspartnern auf Selektionsmedien
ohne und mit PCB in unterschiedlichen Lichtbedingungen (s. 3.3.11). Die Funktionalitat des
Assays und der Gateway Prey-Vektoren wurden bereits in 4.2.2 demonstriert. Abbildung 5 im
Anhang stellt dartberhinausgehend das Wachstumsverhalten aller putativen Interaktoren
sowohl auf 750+PCB mit 1 mM als auch mit 2,5 mM 3-AT dar. Dies wurde ggf. bei schwachen
Interaktionen mit phy4:BD (auf 7SD + PCB + 1 mM 3-AT) in Rp herangezogen, denn
manchmal trat dennoch Wachstum einer solchen Kombination auf 750 + PCB + 2,5 mM 3-AT
in Rc auf (eigentlich zu viel 3-AT fiir dieses Bait die entsprechende Negativkontrolle war hier
immer negativ) und kann somit als Wachstum bei einer hdheren Stringenz betrachtet werden.
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TSD TSD+3-AT+PCB
DSD+3-AT D Rc Rp Rp+FRp
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F-box-interacting/
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Abbildung 4-25: Semiquantitatives Y2H-Wachstums-Assay zur Untersuchung von Interaktionen
von N- und C-terminalen phy4-BD-Fusionen mit allen ausgewahlten Interaktionspartner-AD-
Fusionen in D, Rc und Rp und in Rp + FRp.

Abbildung 4-25 zeigt das semiquantitative Wachstums-Assay, um maogliche Interaktionen der
in den beiden YZ2H-Library-Screens identifizierten Interaktionspartner zusammen mit BD:phy4
(jeweils obere 2 Reihen) und phy4:BD (jeweils untere 2 Reihen) zu untersuchen. Beide phy4-
BD-Fusionen wurden jeweils mit N- (Reihen 1 und 3) und C-terminalen (Reihen 2 u 4) AD(g)-
Fusionen putativer Interaktionspartner kombiniert. Dargestellt ist das Hefewachstum auf DSD,
um zu demonstrieren, dass alle doppelt transformierten Hefen beide Plasmide tragen und zu
gleichen Zellzahlen (2x10° Zellen/Spot) aufgetragen wurden. Dies scheint {iberall der Fall zu
sein. Die zweite Spalte zeigt die Interaktion der Partner-AD-Fusionen mit dem PHY4-
Apoprotein auf 75D mit der flr dieses Bait eingestellten 3-AT-Konzentration (2,5 mM fir
BD:PHY4 und 1mM fir PHY4:BD). Vor allem Interaktionen mit BD:PHY4 rufen
Wachstumsantworten hervor, wahrend diese bei PHY4:BD in der Regel schwacher ausfallen
(Ausnahmen: Pirin-/ike, Ser/Thr-Proteinkinase, CDPK, Rhomboid und EFla). Alle restlichen
Spalten bilden das Hefewachstum auf 750 mit 30 yM PCB und 2,5 bzw. 1 mM 3-AT in
verschiedenen Lichtbedingungen (D, Rc, Rp, Rp+FRp) ab. Fett markierte Kombinationen von
Bait und Prey zeigen die zugehorige Screening-Konformation an. ,AD" bezeichnet dabei die
Aktivierungsdomane im konventionellen pGAD-Vektor, wahrend ,ADg” fir die AD im
Gateway-AD-Vektor steht.

Interaktionen in Rp scheinen generell schwacher zu sein, als in Rc. Die Lichtdosis war bei Rc
und Rp mit 2880 umol / m? in etwa die gleiche, aber die Dunkelphasen zwischen zwei
Lichtpulsen bei der Rp-Behandlung fiihren scheinbar zu Pfr-Dunkelreversion, daher weniger
Pfr-Partner-Interaktionen und somit zu einer geringeren Reportregen-Aktivierung. Da
allerdings die Autoaktivierung bei BD:phy4 / phy4:BD mit leerem AD-Vektor in Rc zwar nicht
sehr stark, aber deutlich sichtbar war (s. Abbildung 4-5), wurden nur sehr distinkte Spots in
dieser Lichtbedingung als positives Ergebnis gewertet. Jegliches Wachstum in Rp hingegen
wurde als positiv gewertet.

Die meisten der ausgewahlten Kandidaten scheinen auch nach Klonierung der Volllangen-
CDS im Leseraster mit der AD(g) mit BD:phy4 und/oder phy4:BD zu interagieren und sind
somit im YZH-verifizierte Interaktoren und kdnnen somit vorlaufig als Holophytochrom-
Interaktionspartner (HIP) bezeichnet werden (Ermert et a/, 2016). Die Interaktion mit dem
Cyclophilin ist sehr schwach v. A. mit dem phy4:BD (= Screening)-Bait und das Wachstum in
Rc ist kaum starker, als bei der Negativkontrolle, weshalb dieses von weiteren Analysen
ausgeschlossen wurde. Das Rhodopsin-7a/- und das Autophagie-Protein interagierten eher
mit BD:phy4 statt phy4:BD und wurden zunachst nicht untersucht. Zu einem spateren
Zeitpunkt wurden zumindest Sp/it-YFP-Analysen nachgeholt (s.u.).

Alle anderen Partner weisen mindestens in einer Konformation starkere HIS3-
Reporteraktivierung und Wachstum auf. Meistens interagierten die verbliebenen Kandidaten
RL-abhangig / RL-verstarkt (in Rc und Rp) mit schwacherem oder keinem Wachstum in D
oder in Rp+FRp — im Einklang mit dem Wachstumsverhalten auf den Masterplatten (s. Tabelle
4-5). Dies spricht flr eine bevorzugte Interaktion mit dem Pfr- im Vergleich zum Pr-Zustand
des Phytochroms. Obwohl man davon ausgeht, dass N-terminale 7ags am Phytochrom die
korrekte Faltung und Ausbildung des Knotens am N-Terminus storen (Wagner et al, 2005;
Essen et al, 2008), scheint BD:phy4 lichtabhangig interagieren und somit erfolgreich
photokonvertieren zu kdnnen (s. z.B. Kelch-Repeat CDPK, Rhodopsin-7ail-Protein, das
Autophagie-Protein, EFla oder elF-5A). Dennoch wurden mit dem C-terminal fusionierten
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phy4:BD-Bait haufiger lichtabhangige Interaktionen beobachtet, als mit dem BD:phy4-Bait
(welches dafiir haufiger konstitutive Interaktionen hervorbrachte). Die Fusionsreihenfolge der
AD an die Partner-CDS scheint insgesamt einen geringeren Einfluss auf das
Interaktionsverhalten mit phy4 zu haben, wahrend die Position der BD am phy4 eine
entscheidende Rolle zu spielen scheint. Dabei ruft die Screening-Konformation nicht immer
die starkste Wachstumsantwort hervor. Konstitutive Interaktion mit BD:phy4 traten bei
ADg:Pirin, Pirin:ADg, PRL1:ADg, AD:PLP (alles Partner aus dem Apo-BD:phy4-Screen),
ADg:BTB/POZ und den beiden EFla-AD-Fusionen auf. Konstitutive Interaktionen mit phy4:BD
traten lediglich bei Kombination mit AD:PLP und elF-5A:ADg auf.

Tabelle 4-6: Kategorisierung der Interaktionseigenschaften ausgewahlter putativer phy4-BD-
Interaktoren in Rp. Zahlen von 0-5 beschreiben die Interaktionsstirke in Rp von , keine” (=0)
iiber ,sehr schwache”, ,,schwache”, , deutliche” und , starke” bis zu , sehr starker Interaktion”
(=5). Griine Felder zeigen die jeweilige Screening-Konformation an.

Bait
Prey |x BD:phy4 |phy4:BD
AD:X |Pirin |
Pirin-like
ZF-Protein
PRL1

F-box/Kelch-Protein
Kelch-Repeat-Protein
Cyclophilin

P-Loop -Protein
Ser/Thr-Proteinkinase
TP53-regulierende Kinase
CDPK
Rhomboid-Protease
Rhodopsin-Tail-Protein
BTB/POZ-Protein
Autophagie-Protein
Protein mit unbekannter Funktion
elF-5A

EFla

14-3-3-Protein

X:AD |Pirin

Pirin-like

ZF-Protein

PRL1
F-box/Kelch-Protein
Kelch-Repeat-Protein
Cyclophilin

P-Loop -Protein
Ser/Thr-Proteinkinase
TP53-regulierende Kinase
CDPK
Rhomboid-Protease
Rhodopsin-Tail-Protein
BTB/POZ-Protein
Autophagie-Protein
Protein mit unbekannter Funktion
elF-5A

EFla

14-3-3-Protein
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Tabelle 4-6 fasst die Rp-Interaktionseigenschaften der Holo-BD:phy4 und -phy4:BD
Interaktionspartner aus Abbildung 4-25 zusammen und weist der Starke der
Wachstumsantwort eine Zahl zwischen 0 (keine Interaktion) und 5 (sehr starke Interaktion,
s.0.) zu. Interaktionen der ausgewahlten Partner scheinen mit phy4:BD starker ausgepragt zu
sein (rechte Spalte), als mit BD:phy4, wahrend es nur einen geringfligigen Unterschied macht,
ob die AD am N-oder C-Terminus der Kandidat-CDS fusioniert ist. Abgesehen davon, scheint
es kein generelles Interaktionsmuster zu geben, sondern dieses scheint vom jeweiligen
putativen phy4-Interaktionspartner anzuhangen. Rot markierte Partner wurden aus den oben
genannten Griinden nicht naher betrachtet, wahrend alle lichtabhangig oder konstitutiv mit
phy4 interagierenden und somit verifizierten Partner bezuglich ihrer /n vivo Lokalisations-
und/oder Interaktions-Eigenschaften untersucht wurden.

4.5.2 Charakterisierung ausgewahlter phy4-Interaktionspartner
mittels  in vivo Lokalisations- und Split-YFP-
Interaktionsstudien

Die Exprimierbarkeit und intrazellulire Lokalisation von VYZH-verifizierten phy4-
Interaktionspartnern wurde in Physcomitrella Protonemata, die mit N- und C-terminalen FP-
Fusionen transfiziert wurden, in D und R mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht (3.7.4
und 3.7.5). In der Regel wurde dieselbe Zelle vor und nach Belichtung beobachtet.
Kandidaten, die in Cytoplasma und/oder im Zellkern lokalisiert sind, waren theoretisch in der
Lage, mit phy4(:FP) zu interagieren, denn als C-terminale FP-Fusion ist phy4 ebenfalls in
diesen Zellkompartimenten zu finden (s. Abb. 2B im Anhang). Ein Unterschied des
Fluoreszenzsignalmusters eines putativen phy4-Interaktionspartners in D und R wirde auf
einen R-induzierten und ggf. Phytochrom-vermittelten Einfluss auf das Protein- 7rafficking
des entsprechenden Proteins hindeuten. Kontrollexperimente zu Lokalisationsstudien mit den
verwendeten Destinations-Vektoren sind in Abb. 2A im Anhang dargestellt und wiesen
cytoplasmatische und nukleare Lokalisation auf, was auch vorhergehenden Beobachtungen
entspricht (Haseloff et a/, 1997).

In planta Interaktion eines jeden Partners mit phy4 wurde ebenfalls in D und nach R-
Belichtung mittels Sp/it-YFP-Hybridproteinen (entsprechend der Konformationen verifizierter
Y2H-Interaktionen) untersucht. Die Lokalisation des ggf. rekonstituierten YFP-Signals zeigt, in
welchem zelluldren Kompartiment die Interaktion stattfindet. In der Regel wurden mehrere
mogliche Kombinationen untersucht, indem YFP-Halften entweder an den N- oder den C-
Terminus des jeweiligen Partners und des Phytochroms fusioniert wurden. Dadurch kdénnen
ggf. funktionelle Artefakte oder topologische Unterschiede durch die Fusion berilcksichtigt
werden. Zugehorige Split-YFP Positiv- und Negativkontrollen sind in Abbildung 3 bzw. 4 im
Anhang dargestellt: phy4 zeigte zuverlassige Dimerisierung sowohl als N- als auch als C-
terminale Fusion an YFP-Halften (Anhang Abb. 3A) und YFPy:photB1l+YFPcphy4 zeigte
dasselbe Interaktionsmuster, wie es auch von Dr. Mailliet beobachtet wurde: ein distinktes
YFP-Signal an der Protonema Plasmamembran (mit Chlorplasten-Bleedthrough).
Negativkontrollen bestehend aus N- bzw. C-terminalen Fusionen von YFP-Halften an CDS
ausgewahlter Partner in Kombination mit YFPy: bzw. YFP¢: oder mit myc:YFPy bzw. myc:YFPc
wiesen indes keine YFP-Signale auf (Anhang Abb. 4).

16 von 18 putativen phy4-Interaktionspartnern wurden mittels Sp/it-YFP analysiert, wovon 12
Kandidaten als /n planta phy4-Interaktoren verifiziert werden konnten. Das Pirin-/ike und
das Ankyrin&BTB/POZ-Protein konnten indes /n planta nicht als phy4-Interaktoren
bestatigt werden (s. Anhang Abbildungen 7B u 8B). Moglicherweise handelt es sich bei diesen
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beiden Kandidaten um falsch positive Y2H-Interaktoren (trotz teilweise lichtabhangiger Y2H-
Interaktion), oder sie interagieren zu schwach / temporar, um ein sichtbares YFP-Signal zu
erzeugen. Das Pirin-/ike Protein/(HIP2) (Pp3c19_20830V1.1) wird in Abschnitt 4.5.2.1
zusammen mit dem im Apo-BD:PHY4-Screen identifizierten Pirin beschrieben (s. Anhang
1.7.2 und Abbildung 7). Das Ankyrin&BTB/POZ-Protein/(HIP10) (Pp3c1_11190C1.1; 41 kDa)
besitzt eine N-terminale Ankyrin- und eine C-terminale BTB/POZ (Boad-complex, Tamtrac,
Bric a brac / POx virus and zinc finger)-Doméane. Das Protein konnte mittels der Ankyrin-
Doméane  Protein-Protein-Interaktionen  eingehen und potentiell  Funktionen in
Signaltransduktion, Cytoskelett-Organisation oder Membran-Assoziation (ibernehmen.
Vergleich mit Arabidopsis- und Viridiplantae Proteinen ergab geringere Ahnlichkeiten zu
einem BTB/TAZ Domanen Protein (AT2G30600, AS 340-480), bzw. bestmdgliche
Ahnlichkeiten zu den Selaginella moellendorffii hypothetischen Proteinen Selmol_441307 &
Selmo1_440857 (96-98% Abdeckung, 54-60% Identitat). In Physcomitrella konnte ein naheres
Homolog identifiziert werden (Pp3c7_8840V1.1). Y2H-Analysen verifizierten das Protein als
konstitutiven (BD:phy4 / ADg:Ankyrin&BTB/POZ) bzw. R-induzierten (BD:phy4 /
Ankyrin&BTB/POZ:ADg und phy4:BD / ADg:Ankyrin&BTB/POZ) phy4-Interaktionspartner
(Abbildung 4-25). CFP-Fusionen lokalisierten entweder in distinkten cytosolischen Bereichen
(CFP:Ankyrin&BTB/POZ) oder in Cytoplasma und Zellkern (Ankyrin&BTB/POZ:CFP, Anhang
Abbildung 8 A), obwohl fiir das Protein keine NLS- oder NES-Sequenzen vorhergesagt
wurden. Das Ankyrin&BTB/POZ-Protein scheint in allen Entwicklungsstadien und
Bedingungen exprimiert zu sein, wobei in Blattchen (Genevestigator) und unter De- /
Rehydrierungs-Bedingungen (Phytozome) eine vergleichsweise schwache Expression
stattfindet (s. Anhang 1.7.13). Eine Synexpression mit phy4 scheint nicht vorzuliegen.

Zwei weitere Kandidaten aus dem Holo-phy4:BD-Screen Pp3cl4_6380V1.1 (8,4 kDa) und
Pp3c14_15110V1.1 (14 kDa) konnten mittels Doméanen- und BLAST-Analysen als putatives
Rhodopsin-7ail- bzw. Autophagie-Protein identifiziert werden. Beide konnten in Y2H
zumindest in einer Konformation als lichtabhdngiger phy4-Interaktionspartner verifiziert
werden (BD:phy4+Rhodopsin-7a/fADg, bzw. BD:phy4+Autophagie:ADg, s. Abbildung 4-25).
Das sehr kleine Rhodopsin-7ail-Protein besitzt eine gleichnamige Domane im N-terminalen
Bereich und ist somit moglicherweise ein Membranprotein. AS-Sequenzabgleich mit
Viridiplantae Proteinen ergab Ahnlichkeiten zu einem hypothetischen Medlicago truncatula
Protein (82% Query Coverage und 71% Identitat) und weniger Ahnlichkeit zu verschiedenen
anderen hypothetischen / uncharakterisierten Proteinen in Prunus, Capsella, Glycine,
Medicago, Ricinus etc. Unter den besten Treffern befanden sich auch (adhasive) Prolin-reiche
Proteine aus Arabidopsis wie zum Beispiel AT2G41420 (50% Abdeckung von AS 9-46, 79%
Identitat) oder AAM67217.1 (96% Abdeckung, 49% Identitat). In Physcomitrella konnte mit
Pp3cl7_11870V1.1 ein weiteres Homolog identifiziert werden (vgl. Anhang 1.7.12).
Betrachtung von Expressionsdaten ergab, dass das Rhodopsin-7a//-Protein in allen
Entwicklungsstadien und Bedingungen exprimiert wird mit Ausnahme von Sporen und bei
ABA-Behandlung (s. Anhang 1.7.12 Genevestigator Entwicklungs- und Phytozome-
Behandlungsdaten). Es gibt keine Hinweise auf Synexpression mit phy4.

Das Autophagie-Protein wurde nach seiner Autophagy Protein Atg8 Ubiquitin-like Domane
benannt und koénnte eine Funktion in Signaltransduktion, intrazellularem Membran-
Trafficking oder in der Bindung von Mikrotubuli GUbernehmen. Abgleich der Autophagie-AS-
Sequenz mit Viridiplantae und Arabidopsis-Proteinen enthillte eine erstaunliche
Konservierung des Proteins in héheren Pflanzen, denn die Query-Abdeckung und Identitat
(bezogen auf Arabidopsis Proteine) betrugen mindestens 86 bzw. 79%. In Arabidopsis scheint
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es neun Autophagie-related Protein 8-Homologe zu geben (8a bis 8i), wahrend in
Physcomitrella insgesamt 6 Homologe identifiziert werden konnten (s. Tabelle 6-1 und
Anhang 1.7.14). Expressionsdaten weisen darauf hin, dass das Autophagie-Protein in allen
Entwicklungsstadien und Bedingungen exprimiert wird, mit vergleichsweise schwacher
Expression in Sporen (Genevestigator, Chloronemata (eFP) und in kontinuierlichem Licht mit
GA-Behandlung  (Phytozome, s. Anhang 1.7.14). Lediglich die Genevestigator
Perturbationsdaten zeigen tendenziell eine Synexpression mit phy4. Sowohl das Rhodopsin-
Tail-, als auch das Autophagie-Protein wurde nicht beziiglich ihrer intrazellularen Lokalisation
analysiert. Split-YFP-Experimente mit C-terminalen YFPc-Fusionen in Kombination mit
YFP\:phy4 (entsprechend der positiven Y2H-Interaktionen) ergaben kein rekonstituiertes YFP-
Signal (nicht gezeigt). Da die YZ2H-Interaktionen jedoch lichtabhangig waren, die Interaktion
moglicherweise zu schwach fiir eine YFP-Rekonstitution ist und die Sp/it-YFP-Experimente nur
ein Mal durchgefiihrt wurde, werden interessante Aspekte in der Diskussion behandelt (5.4.10
& 5.4.12).

Das F-Box-interacting/Kelch-Protein und die TP53-regulating Kinase wurden lediglich
bezlglich ihres Y2H-Verhaltens und ihrer Lokalisation in D und R untersucht (BSc-Arbeit
Fabian Stahl). Die Ergebnisse zu den beiden Proteinen werden in den Abschnitten 4.5.2.4 und
4.5.2.7 behandelt. Split-YFP-Analysen stehen indes noch aus. Die Ergebnisse der /n silico und
in  planta-Analysen (Lokalisation u. Split-YFP) fur alle Ubrigen putativen phy4-
Interaktionspartner (mit Ausnahme der /n planta nicht bestatigten Interaktoren Pirin-
like/AHIP2) und Ankyrin&BTB/POZ/(HIP10), s.0.) sind im Folgenden dargestellt.

4.5.2.1 Pirin / HIP1 (Pp3c2_10320V1.1) und Pirin-like Protein / (HIP2)
(Pp3c19_20830V1.1)

Sowohl im Apo-BD:PHY4- als auch im Holo-phy4:BD-Screen konnte je ein Mitglied aus der
Eisen-bindenden Cupin-Superfamilie identifiziert werden: ein Pirin (Pp3c2_10320V1.1; 38,7
kDa) bzw. ein Pirin-dhnliches Protein (Pp3c19_20830V1.1; 33,9 kDa). Im Physcomitrella- und
im Arabidopsis-Genom sind drei (HIP1+ Pp3c19 20830V1.1 Pp3c21_16130) bzw. vier Pirin-
ahnliche Gene (AT3G59220 Pirin 1, AT2G43120 Pirin-/ike Protein, AT1G50590 Pirin-/ike
Protein, AT3G59260 Pirin, putative) enthalten. Das Physcomitrella Pirin und das Pirin-/ike
Protein verfligen Uber eine N-terminale Cupin-Domdne wahrend lediglich das Pirin die
typische C-terminale Domane besitzt. Beide Proteine interagierten im YZ2H-Assay zumeist R-
verstarkt mit Holo-phy4. Eine Ausnahme vom lichtabhangigen Wachstumsverhalten stellt
BD:phy4+ADg:Pirin dar, welches eine sehr starke und konstitutive Wachstumsantwort zeigte
(s. Abbildung 4-25; entspricht auch der Screening-Konformation). Die Interaktionsstarke bei
Pirin war zumeist starker, als bei dem Pirin-ahnlichen Protein (Abbildung 4-25). Dies spiegelt
sich auch in den Split-YFP-Ergebnissen wider, denn das Pirin-/ike-Protein war im Gegensatz
zum Pirin nicht in der Lage, /n planta mit phy4 zu interagieren und das YFP-Protein zu
rekonstituieren (Abbildung 4-26 B bzw. Anhang Abbildung 7 B). Eine /n planta Pirin-phy4-
Interaktion konnte nur fir die phy4:YFPc+YFPy:Pirin Konformation nachgewiesen werden und
wies zwei unterschiedliche Signalmuster auf: zum einen waren YFP-Signale (analog zu den
Lokalisationsdaten, s.u.) in Cytoplasma und Zellkern zu sehen, zum anderen vorwiegend in
cytoplasmatischen Foci und im Kern (Abbildung 4-26 B). Alle Ubrigen Konfigurationen
erzeugten lediglich Hintergrund-Signale und Signal-Bleedthroughs aus dem RFP- in den YFP-
Kanal. Unabhdngig von der Vorbehandlung scheinen beide Pirin-Konfigurationen in
Cytoplasma und Zellkern lokalisiert zu sein (Abbildung 4-26 A). Im Gegensatz dazu zeigte das
Pirin-/ike Protein zumindest als N-terminale CFP-Fusion eine ausschlieBlich cytoplasmatische
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Lokalisation in beiden Bedingungen (s. Abbildung 7 A im Anhang). Pirin/HIP1 scheint in allen
Geweben und unter allen untersuchten Bedingungen exprimiert zu sein, allerdings
vergleichsweise schwach in Blattchen. Sowohl Pirin/HIP1 als auch Pirin-/ike/(HIP2) weisen eine

Co-Expression mit phy4 auf (s. Anhang 1.7.1 bzw. 1.7.2).
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Abbildung 4-26: Pirin / HIP1 (Pp3c2_10320V1.1) intrazelluldre Lokalisations- (A) und Split-YFP
Studien der Pirin-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R) mittels
Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. MaBstab 30 pm.

Panel A von Abbildung 4-26 zeigt die grline Fluoreszenz von N- und C-terminalen Pirin-GFP-
Fusionen (GFP, Spalte 1), rote Fluoreszenz des co-transfizierten mCherry:NLS-Kernmarkers
(RFP, 2. Spalte), Chlorophyll-Autofluoreszenz (Chlorophyll, 3. Spalte) und ein Transmissions-
Bild in Differenz-Interferenz-Kontrast-Einstellungen (DIC, 4.Spalte). Jede FP-Konfiguration
wurde vor (D) und nach R-Belichtung (R) mittels Fluoreszenzmikroskopie dokumentiert. Das
.Loch” des Kern-Signal bei Pirin:GFP reprasentiert einen groBen Goldpartikel (s. auch DIC-
Bild). In Panel B sind alle moglichen Sp/it-YFP-Konfigurationen ohne (D) und mit R-Belichtung
(R) nach Dokumentation mittels Konfokalmikroskopie dargestellt. Spalte 1 zeigt ggf. die YFP-
Signale infolge einer YFP-Rekonstitution durch Interaktion (YFP): YFPc:phy4+YFPy:Pirin
(Reihen 1+2), YFPc:phy4+Pirin:YFPy (Reihen 3+4), phy4:YFPc+YFPy:Pirin (Reihen 5-8; 2
distinkte Signalmuster in D und R) und phy4:YFPc+Pirin:YFPy (Reihen 9+10) Analog zu Panel
A sind in Spalten 2-4 die rote Fluoreszenz des mCherry:NLS-Kernmarkers (RFP), ChlorophylI-
Autofluoreszenz (Chlorophyll) bzw. ein Transmissionsbild (Transmission) dargestellt.

4.5.2.2 Zink-Finger (ZF)-Protein / HIP3 (Pp3c10_4820V1.1)

Das im Holo-phy4:BD-Screen identifizierte ZF-Protein (37.4 kDa) enthalt CHY-, CTCHY- und
C3HC4 (beschreibt jeweils spezielle Cystein-Histidin-Strukturen)-RING-Typ Zinkfinger (ZF)-
Domanen. BLAST-Suchen nach Homologen in Arabidopsis ergaben starke Ahnlichkeiten des
ZF-Proteins zu dem RING-Finger und CHY Zinkfinger-Domanen enthaltenden Protein 1
(AT5G22920, 63% Identitat in der 250-AS langen dhnlichen Region), zu CHY and CTCHY and
RING-type zinc finger protein (AT5G25560) und zu MYB30-/interacting E3 Ligase 1
(AT5G18650, mit 59% Identitat, die fast die gesamte Query-Lange abdeckt, abgesehen von
den ersten 64 AS). In Physcomitrella konnten inklusive HIP3 5-7 Homologe identifiziert
werden (s. Tabelle 6-1). Y2H-Analysen mit der Volllangen-CDS zeigten schwache aber R-
verstarkte Interaktionen mit phy4 in allen Konformationen (s. Abbildung 4-25).
phy4:BD+ADg:ZF zeigte Interaktion in Rc aber nicht in Rp, was ebenfalls fir eine schwache
Interaktion spricht. Bei Lokalisationsstudien waren zwar keine Anderungen nach R-
Vorbehandlungen evident, jedoch war die Lokalisation von CFP:ZF sowohl in Kern und
Cytoplasma als auch im Cytoplasma alleine (in etwa der Halfte der Zellen) und bei ZF:CFP in
Kern und Cytoplasma zu beobachten (Abbildung 4-27 A). Da das Molekulargewicht der ZF-
CFP-Fusionen (37 kDa + 27 kDa 7ag) knapp unterhalb der Kernporen-AusschlussgroBe liegt,
sollte es zumindest als Monomer in der Lage sein, passiv in den Zellkern zu diffundieren.
Insofern ist eine ausschlieBlich cytoplasmatische Lokalisation interessant, denn dies wiirde
ggf. eine Verhinderung des Kernimports (oder aktiven Kernexport) implizieren. Daraus wirde
sich eine eher cytoplasmatische Funktion des ZF-Proteins ableiten. Allerdings ergaben
Vorhersagen klassischer NLS und NES-Motive keine Treffer in der Aminosaure-Sequenz. /n
planta Interaktion war lediglich fir phy4:YFPy+ZF.YFPc im Kern und im Cytoplasma erkennbar
(Abbildung 4-27 B) — entsprechend der Lokalisationsdaten. Alle anderen Konformationen
ergaben nur Hintergrundsignale und Kanal-Bleedthroughs. Interessanterweise waren die
Split-YFP- Signale nur nach R-Belichtung zu erkennen, was eine Pfr-abhangige Interaktion /n
planta wie in Y2H impliziert. Das ZF-Protein scheint in allen Entwicklungsstadien und allen
Bedingungen aufer Dehydrierung exprimiert zu sein (s. Anhang 1.7.3), jedoch gibt es keine
Anzeichen fir eine Synexpression mit phy4.
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Abbildung 4-27: ZF-Protein / HIP3 (Pp3c10_4820V1.1) intrazelluldre Lokalisations- (A) und Spl/it-
YFP Studien der ZF-Protein-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R)
mittels Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Die Abbildungsstruktur entspricht Abbildung
4-26. MaB3stab 30 um.

Abbildung 4-27 zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen von Lokalisation (A) und /n planta
Interaktion (B) fiir das ZF-Protein. (A) CFP:ZF (Reihen 1-4) und ZF:CFP (Reihen 5+6; Spalte 1,
CFP). Die CFP:ZF-Lokalisation war nicht eindeutig (s.0.), denn sie war zum einen in Kern und
Cytoplasma (Reihen 2+4) oder nur im Cytoplasma (Reihen 1+3) in beiden Bedingungen zu
beobachten. (B) Split-YFP-Analyse von YFPy:phy4+YFPc.ZF (Reihen 1+2), YFPy:phy4+ZF:YFPc
(Reihen 3+4) und phy4:YFPy+ZF:YFPc (Reihen 5+6) Konfigurationen. Signifikante Signale
waren nur bei phy4:YFPy+ZF:YFPc nach R-Bestrahlung zu erkennen (hier wurden D- und R-
Behandlungen in zwei unabhdngigen Experimenten durchgefihrt).

4.5.2.3 PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 (PRL1) / HIP4
(Pp3c16_8560E1.1)

Im Apo-BD:PHY4-Screen konnte PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS1 (PRL1) (53.9 kDa)
identifiziert werden, welches 65% Identitat mit seinem Arabidopsis-Homolog (AT4G15900)
und 62% Identitat mit PRL2 teilt. In Physcomitrella konnte mit Pp3c5_15520V1.1 ein weiteres
Homolog identifiziert werden, wahrend viele weitere Proteine lediglich Ahnlichkeiten im
Bereich der sieben PRL1-WD40 Domanen aufwiesen. Im Y2H-Wachstums-Assay interagierte
PRL1 mit Holo-phy4 in allen getesteten Bait-Prey-Kombinationen. Alle bis auf eine Interaktion
waren R-verstarkt und zT. FR-reversibel, wahrend BD:phy4+PRL1:ADg konstitutiv
interagierten (Abbildung 4-25). Unabhangig von der Belichtung lokalisierte PRL1:GFP im
Zellkern und Cytoplasma, wahrend CFP:PRL1 vorwiegend im Zellkern zu beobachten war
(Abbildung 4-28 A). Eine konstitutive /n planta Interaktion konnte fir alle Konfigurationen
auBer phy4:YFPc+PRL1:YFPy verifiziert werden (Abbildung 4-28 B). Rekonstituierte YFP-
Signale waren bei phy4:YFPc+YFP\:PRL1 und weniger deutlich bei YFPc:phy4+PRLL:YFPy in
Cytoplasma und Kern zu erkennen, wahrend YFPcphy4+YFPy:PRL1 eher im Cytoplasma
alleine interagierten. Die Lokalisationen der PRL1-phy4-Komplexe entsprechen weitgehend
den entsprechenden Lokalisationsdaten (Ausnahme: phy4:YFPc + YFP\:PRL1; vgl. Abbildung
4-28 A und B). PRL1/HIP4 scheint in allen Entwicklungsstadien und unter allen getesteten
Bedingungen exprimiert zu werden, wobei Genevestigator Anatomie-, Entwicklungs-und
Perturbations-Daten (Bedingungen im Vergleich zu einer Kontrolle) ein phy4-ahnliches
Muster aufwiesen (s. Anhang 1.7.4).
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Abbildung 4-28: PRL1 / HIP4 (Pp3c16_8560E1.1) intrazellulare Lokalisations- (A) und Split-YFP
Studien der PRL1-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R) mittels
Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Der Aufbau der Abbildung entspricht Abbildung 4-26.
MaBstab 30 pm. Panel A Reihen 1+2 und Panel B Reihe 1 Daten von Dr. Katharina Mailliet bzw.
Rabea Meyberg.

Abbildung 4-28 stellt die Ergebnisse der PRL1-Lokalisations- (A) und Split-YFP-
Untersuchungen der PRL1-phy4-Interaktion (B) dar. Panel A zeigt CFP:PRL1- (Reihen 1+2)
und PRL1:GFP- Fluoreszenzen (Reihen 3+4; Spalte 1, FP). In Panel B sind alle moglichen Sp/it-
YFP-Konfigurationen in D bzw. R gezeigt: YFPcphy4+YFPy:PRL1 (Reihen 1+2),
YFPc:phy4+PRL1L:YFPy  (Reihen  3+4),  phy4:YFPc+YFP\:PRL1  (Reihen 5+6) und
phy4:YFP-+PRL1L:YFPy (Reihen 7+8). Deutliche Signale konnten bei YFPc:phy4+YFPy:PRL1,
phy4:YFPc+YFP\:PRLL und schwacher bei YFPc:phy4+PRLL:YFPy sowohl in D als auch in R
dokumentiert werden. phy4:YFPc+PRL1:YFPy ergab lediglich Hintergrundsignale und Kanal-
Bleedthroughs.

4.5.2.4 F-Box-interacting/Kelch-Protein (Pp1s271_60V6.1) und
Kelch-Repeat-Protein / HIP5 (Pp3c7_3040V1.1)

Sowohl das F-Box-interagierende/Kelch-, als auch das Kelch-Repeat-Protein wurden im Holo-
phy4:BD-Screen identifiziert. Das F-box-interagierende/Kelch-Protein wurde zundchst von
experimentellen Analysen ausgeschlossen, da im urspriinglichen cDNA-Prey-Plasmid lediglich
die 3'-UTR vorhanden war. Die Untersuchung von YZH-Interaktionsverhalten und
intrazellularer Lokalisation wurden im Rahmen der BSc-Arbeit von Fabian Stahl nachgeholt.
Fur das F-Box-interacting/Kelch-Protein (35 kDa) wird in einem Uberlappenden
Sequenzbereich eine F-Box-/nteracting (AS 53-241) und eine Galaktose Oxidase/Kelch, B-
Propeller-Doméane (46-232) vorhergesagt. In Version 3 der Genomannotierung konnte kein
Genmodell zugeordnet werden, obwohl es fiir das Modell in der Version 1.6 Annotation EST-
Evidenzen gibt. BLAST-Suche von homologen Proteinen in Arabidopsis ergab lediglich zwei
Treffer mit geringeren Ahnlichkeiten (max. 26% Identity bei 30 % Query Coverage): F-box-
only Protein 13 (AT4G33160) und LEAF CURLING RESPONSIVENESS (AT1G27340). Alle Treffer
alignen im Bereich zwischen AS 20-130, also eher im F-Box-Bereich (vgl. Anhang 1.7.5). In
anderen Pflanzen (Viridiplantae) konnten auch Proteine mit Ahnlichkeiten (ber die volle
Query-Lange identifiziert werden, wobei es sich meistens um vorhergesagte / hypothetische
Proteine in Physcomitrella und Selaginella handelt. Picea Unusual Floral Organs-like Proteine
wiesen schwichere Ahnlichkeiten zum Physcomitrella Protein auf. In Physcomitrella selbst
wurde nur ein engeres Homolog identifiziert (Pp1s80_112V6.1). Y2H- und Lokalisations-
Untersuchungen wurden im Rahmen der BSc-Arbeit von Fabian Stahl unter meiner Aufsicht
durchgefihrt. R-induzierte und FR-revertierte YZ2H-Interaktion konnte fir phy4:BD in
Kombination mit ADg:F-box-/nteracting/Kelch-Protein und  F-box-/nteracting/Kelch-
Protein:ADg demonstriert werden, wahrend BD:phy4 mit keinem der beiden Preys zu einer
Wachstumsantwort fihrte (Abbildung 4-25). Unabhangig von der Position des GFP-7ags und
der R-Bestrahlung lokalisierten die GFP-Fusionsproteine in Zellkern und Cytoplasma,
vermutlich da es aufgrund seiner GroBe frei in der Zelle diffundieren kann (Abbildung 4-29).
F-Box-interacting/Kelch:GFP scheint dartiber hinaus auch in Chloroplasten vorzuliegen. Da die
GFP-Signalstarke bei der C-terminalen GFP-Fusion jedoch sehr schwach war, kann ein
Chloroplasten-Bleedthrough, der durch die starke Kontrast- und Helligkeitsanpassung
evident wird, nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
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Abbildung 4-29: Intrazellulidre Lokalisation von F-Box-interacting/Kelch-Protein
(Pp1s271_60V6.1)-GFP-Fusionen ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R) dokumentiert mittels
Fluoreszenzmikroskopie. MaBstab 30 pm. Daten von BSc Fabian Stahl.

Abbildung 4-29 zeigt die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Lokalisationsanalyse
von GFP:F-Box-/nteracting/Kelch (Reihen 1+2) und F-Box-/nteracting/Kelch:GFP (Reihen 3+4).
Die N-terminale Fusion liegt in Cytoplasma und Kern, die C-terminale Fusion liegt in
Cytoplasma, Kern und ggf. in Chloroplasten vor.

Das F-box-interacting/Kelch-Protein ist vergleichsweise schwach in den meisten
Entwicklungsstadien exprimiert, wobei die hochste Expression/Hoch-Regulation in
Gametangien-Entwicklung (Genevestigator), Sporen (eFP) und unter
Dehydrierungsbedingungen (Genevestigator) stattfindet (s. Anhang 1.7.5). Eine Synexpression
mit phy4 scheint nicht der Fall zu sein.

Fir das Kelch-Repeat-Protein (54.4 kDa) wurde im Cosmoss-Sequence Viewer eine N-
terminale F-Box-Doméne angezeigt, jedoch zeigten eingehendere Domanensuchen auf
InterProScan, dass es lediglich vier Kelch-Repeats im C-terminalen Bereich aber keine F-Box-
Domane tragt. Das Physcomitella Protein weist 32-40 % Sequenzidentitat mit Arabidopsis F-
Box/Kelch-Repeat Proteinen, wie z.B. mit Galaktose-Oxidase/Kelch-Repeat Superfamily
Protein (AT1G14330), MIR2111-5p-7arget Protein (AT3G27150) und SKIP11 auf (AT2G02870).
Diese Proteine ahneln allerdings nur dem C-Terminus des Physcomitrella Proteins (= 64-71%
der Query-Sequenz) — also im Bereich der Kelch-Repeats, wahrend die ersten 135-175
Aminosauren (AS) vom Physcomitrella Protein abweichen. In Physcomitrella konnte ein
weiteres engeres Homolog identifiziert werden (Pp3c11_19970V1.1), wahrend 22 Proteine
geringere Ahnlichkeiten ab AS 140 aufwiesen. Das semiquantitative Y2H-Interaktions-Assay
bestatigte R-verstarkte und weitgehend FR-reversible Interaktion in allen getesteten
Konfigurationen mit Ausnahme von BD:phy4+Kelch-RepeatADg (Abbildung 4-25). Das
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Kelch-Repeat-Protein scheint konstitutiv in Kern und Cytoplasma vorzuliegen unabhangig
von der Position des Fluoreszenz-7ags (Abbildung 4-30 A). Interessanterweise zeigte eine
altere N-terminal kirzere Version des Genmodells eine ausschlieBlich cytoplasmatische
Lokalisation als N-terminale GFP-Fusion (nicht gezeigt). Dies impliziert, dass ein putatives NLS
in den ersten 129 Aminosauren am N-Terminus vorliegt. Eine /n planta Interaktion von phy4
und Kelch-Repeat-Protein konnte mittels Split-YFP verifiziert werden, jedoch war diese im
Gegensatz zu den YZ2H-Daten unabhangig von der Licht-Vorbehandlung (Abbildung 4-30 B).
Analog zu den Lokalisationsdaten war das Interaktionssignal von phy4:YFP-+Kelch-
RepeatYFPy und vielleicht YFPcphy4+YFPy:Kelch-Repeat im Zellkern und Cytoplasma zu
sehen. Letzteres konnte allerdings auch RFP-Bleedthrough in den YFP-Kanal reprasentieren,
da das YFP-Signal sehr schwach war. Das YFP-Signal von der rekonstituierten
phy4:YFP-+YFPy:Kelch- Repeat-Kombination ~ hingegen  lokalisierte  interessanterweise
ausschlieBlich im Cytoplasma, obwohl GFP:Kelch-Repeat sowohl in Kern und Cytoplasma
anzutreffen war (Abbildung 4-30 B). Das Kelch-Repeat-Protein/HIP5 scheint in allen
Entwicklungsstadien und Bedingungen exprimiert zu sein. Im Gegensatz zu eFP und
Phytozome-Daten weisen die Genevestigator-Microarray-Daten fir Entwicklungsstadien,
Anatomie und Perturbationen auf eine Synexpression mit phy4 hin (s. Anhang 1.7.6).
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4. Ergebnisse

Abbildung 4-30: Kelch-Repeat-Protein / HIP5 (Pp3c7_3040V1.1) intrazelluldre Lokalisations- (A)
und Split-YFP Studien der Kelch-Repeat-Protein-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-
Vorbehandlung (R) mittels Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Der Aufbau der Abbildung
entspricht Abbildung 4-26. MaBstab 30 pm.

Panel A der Abbildung 4-30 zeigt die Lokalisation von GFP:Kelch-Repeat- (Reihen 1+2) und
Kelch-Repeat:GFP (Reihen 3+4; Spalte 1, GFP). In Panel B sind die unterschiedlichen Sp/it-
YFP-Signalmuster von drei Konformationen dargestellt: YFPc:phy4+YFPy:Kelch-Repeat
(Reihen 1+2), phy4:YFPc+YFPy:Kelch-Repeat (Reihen 3+4) und phy4:YFP-+Kelch-RepeatYFPy
(Reihen 5+6). Das YFPc:phy4+YFPy:Kelch-Repeat-Signal konnte allerdings auch RFP-
Bleedthrough in den YFP-Kanal darstellen.

45.2.5 P-Loop-Protein (PLP)/HIP6 (Pp3c6_4480V1.1)

Das P-Loop-Protein (PLP; 43,7 kDa) wurde im Apo-BD:PHY4-Screen von Dr. Mailliet
identifiziert, zeigte jedoch als C-terminale ADg-Fusion R-induzierte und FR-revertierte
phy4:BD-Interaktion, wahrend AD:PLP jeweils stark und konstitutiv mit beiden Holo-phy4-
Baits interagierte (Abbildung 4-25). Fir PLP wurde eine Transmembran- und eine P-Loop-
enthaltende Sulfotransferase-Domane an N- bzw. C-Terminus vorhergesagt (Tabelle 6-1). In
Physcomitrella konnten drei weitere Homologe identifiziert werden (Pp3c5_24550V1.1,
Pp3c25_12260V1.1 & Pp3cl6_22670V1.1), wahrend dass Arabidopsis-Genom fir 22
Sulfotransferasen codiert (Hirschmann 2014). BLASTP-Suche ergab indes drei engere
Homologe: Arabidopsis Sulfotransferasen 19-21 = P-loop containing nucleoside triphosphate
hydrolase family proteins (AT3G50620, AT2G15730 & AT4G34420). N- und C-terminale PLP-
FP-Fusionen waren ausschlieBlich im Cytoplasma vorhanden, im Fall von PLP:GFP
interessanterweise mit Konzentration in subzelluldren Foci (Abbildung 4-31 A). Eine dhnliche
Lokalisation konnte auch bei der phy4:YFPc+YFPy\:PLP-Interaktion beobachtet werden,
wohingegen  andere  Split-YFP-Konfigurationen  (phy4:YFPc+PLP:YFPy  und  evtl.
YFPc:phy4+YFP\:PLP) eher cytoplasmatische und schwachere Kernlokalisation zeigten
(Abbildung 4-31 B). Im letzteren Fall kann das Kern-YFP-Signal auch von RFP-Bleedthrough
des Kernmarkers herrihren, was die Einengung der Fluoreszenzdetektion nahe legte (nicht
gezeigt). Die Licht-Vorbehandlung hatte kaum einen Effekt auf das /n planta
Interaktionsverhalten (auch im Fall von phy4:YFPc+PLP:YFPy, was dem im VYZH
lichtabhangigen phy4:BD+PLP:ADg entspricht). Weder in Y2H, noch in Split-YFP konnte eine
signifikante Interaktion zwischen N-terminal fusioniertem phy4 und C-terminal fusioniertem
PLP detektiert werden. Der Vergleich von phy4 und PLP-Expressionsdaten ergab zum einen,
dass PLP in allen Entwicklungsstadien und Bedingungen exprimiert wird und zum anderen,
dass phy4 und PLP laut Genevestigator Microarray-Daten (v. A. der Perturbations-Daten) ko-
reguliert sein kénnten (s. Anhang 1.7.7).
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4. Ergebnisse

Abbildung 4-31: P- Loop-Protein (PLP) / HIP6 (Pp3c6_4480V1.1) intrazellulire Lokalisations- (A)
und Split-YFP Studien der PLP-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-Vorbehandlung
(R) mittels Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Der Aufbau der Abbildung entspricht
Abbildung 4-26. MaBstab 30 pym. Panel A Reihen 1+2 Daten von Dr. Katharina Mailliet bzw.
Rabea Meyberg.

Panel A von Abbildung 4-31 zeigt die intrazelluldre Lokalisation von CFP:PLP (Reihen 1+2)
und PLP:GFP (Reihen 3+4; Spalte 1 FP) In Panel B sind alle vier moglichen Split-YFP-
Konfigurationen dargestellt: YFPc:phy4+YFPy:PLP (Reihen 1+2), YFPc:phy4+PLP:YFPy (Reihen
3+4), phy4:YFPc+YFP\:PLP (Reihen 5+6) und phy4:YFP+PLP:YFPy (Reihen 7+8). Signifikante
YFP-Signale waren nur bei phy4:YFPc+YFP\:PLP und phy4:YFPc+PLP:YFPy zu beobachten,
wahrend die nukledre Fluoreszenz von YFPc:phy4+YFPy\:PLP RFP-Bleedthrough reprasentieren
kdnnte. YFPc:phy4+PLP:YFPy zeigt lediglich Chloroplasten-Bleedthrough.

45.2.6 Ser/Thr-Proteinkinase/ HIP7 (Pp3c17_9390V1.1)

Bei dem nachsten aus dem Holo-phy4-BD-Screen hervorgegangenen putativen
Interaktionspartner handelt es sich vermutlich um eine Ser/Thr-Proteinkinase (31.5 kDa). Das
Protein weist schwache aber signifikante Ahnlichkeit zu verschiedenen Arabidopsis Ser/Thr-
Proteinkinasen, wie zum Beispiel HIGH LEAF TEMPERATURE 1 (HT1, AT1G62400), oder einer
Kinase mit einer Armadillo-Repeat-Domane (AT5G18700), einer MAP-Kinase (AT1G73660)
und einer PAS-Domaénen-enthaltenden Protein-Tyrosinkinase (AT3G06620 mit je ~40% Query
Coverage und ~30% Sequenzidentitat) auf (Phytochrom selbst besitzt auch PAS-Domaénen).
Vergleich mit Viridiplantae-Proteinen ergab viele Treffer mit stirkerer Ahnlichkeit zum
Physcomitrella Protein, zumeist wiesen diese ebenfalls Ahnlichkeiten zu Arabidopsis HT1 auf.
In Physcomitrella hingegen scheint es sich um ein Einzelgen zu handeln, da keine signifikant
ahnlichen Proteine gefunden werden konnten. In Y2H-Studien war die phy4-Kinasen-
Interaktion vergleichsweise schwach, aber immerhin R-verstarkt und FR-reversibel mit
starkstem Wachstum bei phy4:BD+ADg:Proteinkinase (Abbildung 4-25). Sowohl N- als auch
C-terminale Kinase-CFP-Fusionen waren intrazellular in Kern und Cytoplasma lokalisiert
(Kernakkumulation insbesondere bei Kinase:CFP), wobei CFP:Kinase in ca. 40% der
beobachteten Zellen cytoplasmatische Lokalisation mit subzelluldaren Foci aufwies (Abbildung
4-32 A, Reihen 2+4). Diese sahen allerdings anders aus, als beispielsweise bei PLP:GFP
(Abbildung 4-31 A), und wurden in dhnlicher Form auch bei elF-5A-CFP-Fusionen (nicht
gezeigt), nicht jedoch bei elF-5A-GFP-Fusionen beobachtet. Daher kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich bei den Foci um Artefakte handelt. Im Sp/it-YFP konnten nukledre und
cytoplasmatische Signale bei YFPcKinase in Kombination mit YFPy:phy4 und phy4:YFPy
beobachtet werden (Abbildung 4-32 B), was weitgehend den Lokalisationsdaten entspricht.
Da die Split-YFP-Signale wesentlich schwacher waren, als die rote mCherry:NLS-Fluoreszenz,
wurde mittels Einengung der Fluoreszenzdetektion auf 10 nm um das YFP-
Emissionsmaximum  Uberprift, ob es sich um RFP-Bleedthrough handelt. Das
Fluoreszenzmuster anderte sich daraufthin jedoch nicht, weshalb das YFP-Signal als bona fide
nukledre Interaktion interpretiert wurde. Interessanterweise war die phy4:YFPy+YFPc:Kinase-
Interaktion scheinbar R-abhangig, denn das YFP-Signal war hier erst nach R-Vorbehandlung
zu beobachten. Dies legt eine Pfr-abhdngige Interaktion /n planta (wie in Y2H) nahe.
Phytozome- und Genevestigator- RNASeq- bzw. Microarray-Daten deuten auf eine
Synexpression von phy4 und HIP7 in Protonemata bzw. unter Dedifferenzierungs- und
bestimmten Lichtbedingungen hin. Auch bei den Genevestigator-Entwicklungs- und Ana-
tomie-Daten scheinen beide Gene ein vergleichbares Muster aufzuweisen (s. Anhang 1.7.8).
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4. Ergebnisse

Abbildung 4-32: Ser/Thr-Proteinkinase / HIP7 (Pp3c17_9390V1.1) intrazellulidre Lokalisations-
(A) und Split-YFP Studien der Kinase-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-
Vorbehandlung (R) mittels Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Der Aufbau der Abbildung
entspricht Abbildung 4-26. MaBstab 30 pm.

In Panel A von Abbildung 4-32 ist die intrazelluldre Lokalisation von CFP:Proteinkinase
(Reihen 1-4) und Proteinkinase:CFP (Reihen 5+6; CFP Spalte 1) dargestellt. Meist wurde
nukledare und cytoplasmatische CFP-Lokalisation beobachtet (Reihen 1, 3, 5&6).
CFP:Proteinkinase zeigte allerdings in ca. 40% der Zellen ausschlieBlich cytoplasmatische
Lokalisation mit cytosolischen Foci (Reihen 2+4). In Panel B sind die Ergebnisse der Split-YFP-
Analyse von 3 von 4 moglichen Kombinationen gezeigt: YFPy:phy4+YFPc:Kinase (Reihen 1+2),
YFP\:phy4+ Kinase:YFPc (Reihen 3+4) und phy4:.YFPy+YFPcKinase (Reihen 5+6).
YFPn:phy4+YFPcKinase and phy4:YFPy+YFPcKinase ergaben signifikante Split-YFP-Signale —
in letzterem Fall nur nach R-Vorbehandlung (D und R-Behandlungen wurden hier in
unterschiedlichen Experimenten durchgefihrt).

4.5.2.7 TP53-regulierende Kinase (Pp3c15_20330J1.1)

Pp3c15_20330J1.1 (25,5 kDa) wurde im Holo-phy4:BD-Screen identifiziert, allerdings lediglich
bezuglich des YZH-Interaktionsverhaltens und der intrazelluldren Lokalisation untersucht
(BSc-Arbeit Fabian Stahl unter meiner Aufsicht). Doméanenvorhersagen ergaben diverse
Domanen-Treffer (fur den gleichen Sequenzbereich): eine Protein-Kinase-/ike- und eine
Proteinkinase Domane. InterPro ordnete das Protein der Familie der Ser/Thr Proteinkinase
Bud 32 zu. Somit hat das Physcomitrella-Protein vermutlich wie die oben beschriebene Kinase
eine Funktion in posttranslationaler Modifikation von Proteinen durch Phosphorylierung von
Serin- und Threonin-Resten. Abgleich der Physcomitrella-Proteinsequenz  mit der
Arabidopsis-Proteindatenbank ergab ein Protein mit nahezu voller Query Coverage und 64%
Identitat: AT5G26110 Protein Kinase Family Protein, welches zuvor ,TP53-regulating Kinase”
hieB, wovon der gewahlte Name abgeleitet ist (vgl. Anhang 1.7.9). Auch in anderen Pflanzen
scheint das Protein sehr konserviert zu sein, denn der Vergleich mit Viridiplantae-Proteinen
ergab viele Treffer mit > 90% Coverage und zwischen 56% und 67% Identitat. Unter den
ahnlichsten Proteinen befanden sich neben der genannten TP53-regulierenden Kinase aus
Arabidopsis auch solche (vorhergesagten) Proteine aus Cicer, Gossypium, Brassica, Populus,
Vigna radliata, Camelina sativa und Glycine soja. Auffdllig haufig befanden sich unter den
Treffern auch verschiedene vorhergesagte Isoformen von EKC/KEOPS-Komplex Bud32-/ike-
Untereinheiten aus verschiedenen Nicotiana-Arten, Erythranthe, Nelumbo, Amborella,
Sesamum, Solanum und Anderen. In Physcomitrella konnten keine weiteren Homologe
identifiziert werden. Y2H-Analysen konnten Pp3c15_20330J1.1 in fast allen Kombinationen als
phy4-Interaktionspartner verifizieren (Ausnahme BD:phy4+TP53-Kinase:ADg), wobei die
Interaktion mit phy4:BD am starksten war. In Kombination mit beiden Preys war die
Interaktion mit phy4:BD lichtabhangig, allerdings im Fall von ADg:TP53-regulating Kinase
nicht FR-revertierbar. In D trat in keiner der Konfigurationen Wachstum auf (Abbildung 4-25).
Die Untersuchung der /n planta Lokalisation bestatigte die Exprimierbarkeit des
Physcomitrella-Proteins. TP53-regulating Kinase lokalisierte sowohl als N- als auch als C-
terminale GFP-Fusion konstitutiv in Kern und Cytoplasma (z.T. mit sub-nukledren Foci;
Abbildung 4-33). Interessanterweise zeigte GFP:TP53-regulating Kinase in D eine starke
subzelluldre Strukturierung des cytoplasmatischen Signals, was auf eine Assoziation mit dem
Cytoskelett hinweisen kdnnte. Nach R-Bestrahlung war diese nicht mehr in dieser Intensitat
zu beobachten.
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GFP:F-TP53-regulating Kinase

TP53-regulating Kinase:GFP

7 -k’
Chlorophyll ‘x;/“'/ _Transmission

Abbildung 4-33: Intrazelluldre Lokalisation von TP53-regulating Kinase (Pp3c15_20330J1.1)-
GFP-Fusionen ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R) dokumentiert mittels
Fluoreszenzmikroskopie. MaBstab 30 pm. Daten von BSc Fabian Stahl.

In Abbildung 4-33 ist die intrazelluldre Lokalisation von GFP:TP53-regul/ating Kinase (Reihen
1+2) und TP53-regulating Kinase:GFP (Reihen 3+4; Spalte 1 GFP) dargestellt. Unabhangig von
der Position des 7ags und der Lichtbedingung konnten die Fusionsproteine in Cytoplasma
und Kern beobachtet werden. GFP:TP53-regulating Kinase weist in D eine Cytoskelett-
ahnliche Struktur im Cytoplasma auf (Reihe 1). Die Aussparung im Kernsignal in Reihe 2 (R-
Bestrahlung) reprasentiert einen Goldpartikel (vgl. auch schwarzer Bereich im DIC-Bild).

Den Expressionsdaten zufolge wird die Kinase scheinbar in allen Entwicklungsstadien und
Bedingungen exprimiert mit etwas geringeren Expressions-Leveln in Gametophoren (eFP)
und in Gametophoren unter De- und Rehydrierungs-Bedingungen (Phytozome, Anhang
1.7.9). Es gibt keine Hinweise auf eine Ko-Regulation mit phy4.

4.5.2.8 Ca*-abhiangige Proteinkinase / HIP8 (Pp3c11_25550V1.1)

Pp3cl1_25550V1.1 (55.4 kDa) enthalt eine katalytische Ser/Thr-Proteinkinase-Doméane und
vier Calcium-bindende EF-Hande und gehort damit zur Familie der Calcium-abhdngigen
Proteinkinasen (CDPK). Abgleich der CDPK-AS-Sequenz mit Viridiplantae Proteinen ergab
viele sehr ahnliche Treffer in diversen Organismen (z.B. Syntrichia canivervis, Ricinus,
Selaginella, Jatropha, Gossypium, Brassica und CPK7, 9, 11, 12 in Physcomitrella etc.; >90%
Sequenzabdeckung, >60% Identitat), was flr eine starke Konservierung spricht. Das
Arabidopsis- und das Physcomitrella-Genom codieren fir je 34 bzw. 25 CDPKs (Hamel et al,
2014), wobei eigene BLAST-Analysen jedoch bis zu 33 &hnliche Physcomitrella Proteine
ergaben. HIP8 scheint den Arabidopsis CPKs 1, 2, 5 und 6 (AT5G04870, AT3G10660,
AT4G35310 & AT2G17290) am ahnlichsten zu sein. Y2H-Analysen zeigten vergleichsweise
schwache Interaktion mit phy4, diese waren jedoch stark R(c)-induziert (Abbildung 4-25).
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Interaktion mit BD:phy4 war starker, als mit phy4:BD. Beide Preys zeigten darlber hinaus
starkes Wachstum in Kombination mit phy4:BD in Rc auf 75D + PCB + 2,5 mM 3-AT — einer
Konzentration, die flr dieses Bait 2,5fach zu hoch ist (Anhang Abb. 5). Expression von CDPK-
CFP-Fusionen in planta war unabhdngig von der Licht-Vorbehandlung mit etwa gleicher
Signalintensitat in Cytoplasma und Kern zu beobachten (Abbildung 4-34 A). In planta phy4-
CDPK-Interaktionen konnten fir alle Konformationen auBer YFPc:phy4+CDPK:YFPy verifiziert
werden (Abbildung 4-34 B). Rekonstituierte YFP-Signale konnten abhangig von Konformation
und Lichtbehandlung entweder in Cytoplasma und Kern oder im Cytoplasma alleine
dokumentiert werden. Scheinbar fiihrte die R-Vorbehandlung bei phy4:YFPy+YFPc:CDPK und
evtl. auch bei phy4:YFP\+CDPK:YFPc zu einer verstarkten cytoplasmatischen Konzentration
des Signals. Dies konnte implizieren, dass der phy4-CDPK-Komplex entweder verstarkt im
Cytoplasma vorliegt, oder sich in R dorthin verlagert. Dieses Verhalten war allerdings nur zu
sehen, wenn der Split-YFP-Tag an den phy4-C-Terminus fusioniert war. Die
YFPc:phy4+YFPy:CDPK-Interaktion fand ausschlieBlich im Cytoplasma statt. Die Physcomitrella
CDPK wird in allen Entwicklungsstadien und Bedingungen exprimiert, insbesondere unter
Dedifferenzierungs-Bedingungen (Abtrennung eines Blattchens und Inkubation auf einem
Medium im Vergleich zu einem unbehandelten abgetrennten Blattchen). Lediglich die
Genevestigator Perturbationsdaten lassen auf eine Synexpression mit phy4 schlieBen (s.
Anhang 1.7.10)
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4. Ergebnisse

Abbildung 4-34: CDPK / HIP8 (Pp3c11_25550V1.1) intrazelluldre Lokalisations- (A) und Split-YFP
Studien der CDPK-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R) mittels
Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Der Aufbau der Abbildung entspricht Abbildung 4-26.
MaBstab 30 pm.

Abbildung 4-34 A zeigt die CFP:CDPK- (Reihen 1+2) und CDPK:CFP-Fluoreszenz (Reihen 3+4).
Signale konnten in Kern und Cytoplasma (Spalte 1, CFP) beobachtet werden. (B) Alle vier
maoglichen  Split-YFP-Konfigurationen wurden untersucht, allerdings wiesen die zu
YFPn:phy4+YFP:CDPK und YFPy:phy4+CDPK:YFP: gehorigen Negativkontrollen betrachtliche
Signale auf, so dass diese Konfigurationen durch YFPcphy4+YFPy:CDPK und
YFPc:phy4+CDPK:YFPy (7ag-Swaps) ersetzt wurden. YFPc:phy4+YFPy:CDPK (Reihen 1+2)
zeigte cytoplasmatische /n planta Interaktion. Fir YFPc:phy4+CDPK:YFPy (Reihen 3+4) konnte
keine Interaktion festgestellt werden. phy4:YFPy+YFPCDPK (Reihen 5-7) wies in D zwei
unterschiedliche Signalmuster auf, wahrend dies fiir phy4:YFPy+CDPK:YFP¢ (Reihen 8-10) in R
der Fall war.

4.5.2.9 Rhomboid Intramembran-Serinprotease / HIP9 (Pp1s254_ 10
V6.2)

Ppls254_10V6.2 (63.9 kDa) wurde im Holo-phy4:BD-Screen identifiziert und tragt eine
vorhergesagte C-terminale Rhomboid Peptidase S54 Domdne und innerhalb dessen
vorhergesagte Transmembran-Domanen. Abgleich der Ppls254_10V6.2-AS-Sequenz mit
Arabidopsis-Proteinen ergab einige Treffer mit mittelstarker (ab 17% Query Coverage und
30% Identitat) bis sehr starker (80% Query Coverage und 34% Identitat) Ahnlichkeit im C-
terminalen Bereich (der Rhomboid-Domaéne). Der Beste Treffer in Arabidopsis ist das
Rhomboid-related Intramembrane Serine Protease-like Protein 9 (RBL9, AT5G38510). Nach Li
et al. (2015) codiert das Arabidopsis-Genom fiir 17 Rhomboid-/ike Proteine (RBLs), jedoch
befanden sich unter den ersten 50 BLAST-Treffern lediglich RBLs 1 bis 10. Die dem
Physcomitrella-Protein ahnlichsten Viridiplantae Proteine (ab 42% Query Coverage und 34%
Identitdt) finden sich in Physcomitrella (ein naheres Homolog Pp3c22_8560V1.1) und
Selaginella (66% Coverage u. 38% Identitat), in Gymnospermen (Picea, 49% Coverage u. 47%
Identitat), verschiedenen Dikotyledonen (Fragaria, Populus, Solanum, Prunus, Ricinus, Vitis,
Cucumis, Glycine, Capsella, Arabidopsis) und Monokotyledonen (Oryza, Zea), sind aber mit
Ausnahme von Arabidopsis und Solanum bislang nicht als RBLs annotiert. Eine phy4-
Rhomboid-Proteasen-Interaktion trat vor allem in Rc und schwéacher auch in Rp in allen
getesteten Y2H-Konfigurationen auf (Abbildung 4-25). In planta Lokalisationsstudien zeigten,
dass CFP:Rhomboid-Protease und Rhomboid-Protease:CFP in Cytoplasma (und evtl. an der
Plasmamembran) bzw. in Cytoplasma und Kern lokalisiert sind (Abbildung 4-35 A). Eine /n
planta Interaktion von Rhomboid mit phy4 konnte nur flr eine Konfiguration nach R-
Vorbehandlung gezeigt werden: phy4:YFPy+Rhomboid-Protease:YFP¢ (in Einklang mit den
Y2H-Daten). Das YFP-Signal konnte hier meist in Kern und Cytoplasma, in Einzelfdllen aber
auch an der Plasmamembran und im Zellkern beobachtet werden (Abbildung 4-35 B). HIP9
wird in allen untersuchten anatomischen Strukturen und Bedingungen exprimiert, allerdings
gibt es keine Hinweise auf eine Synexpression mit phy4 (s. Anhang 1.7.11).
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4. Ergebnisse

Abbildung 4-35: Rhomboid-Protease / HIP9 (Pp1s254_10V6.2) intrazelluldre Lokalisations- (A)
und Split-YFP Studien der Rhomboid-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-
Vorbehandlung (R) mittels Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Der Aufbau der Abbildung
entspricht Abbildung 4-26. MaBstab 30 pm.

In Panel A von Abbildung 4-35 ist die intrazellulare Lokalisation von CFP:Rhomboid-Protease
(Reihen 1+2) und Rhomboid-Protease:CFP (Reihen 3+4) dargestellt. Die CFP-Fluoreszenz war
in Cytoplasma bzw. Cytoplasma und Kern zu sehen (CFP; Spalte 1). Panel B zeigt die
Ergebnisse der Split-YFP-Analysen aller moglichen Konfigurationen:
YFPn:phy4+YFPc:Rhomboid-Protease (Reihen 1+2), YFPy:phy4+ Rhomboid-Protease:YFP¢
(Reihen 3+4), phy4:YFPy+YFPc:Rhomboid-Protease (Reihen 5+6) und phy4:YFPy+Rhomboid-
Protease:YFPc (Reihen 7-9). Zwei unterschiedliche Signalmuster (Kern und Cytoplasma, Reihe
8 bzw. Plasmamembran und Kern, Reihe 9) konnten lediglich fiir phy4:YFPy+ Rhomboid-
Protease:YFPc nach R-Vorbehandlung beobachtet werden (D und R-Behandlung wurden hier
in unterschiedlichen Experimenten durchgefihrt).

4.5.2.10 Unbekanntes Protein / HIP11 (Pp3c20_16210V1.1)

Pp3c20_16210V1.1 (20.2 kDa) wurde im Holo-phy4-BD-Screen identifiziert und weist
abgesehen von einer vorhergesagten Transmembran-Domane (AS 7-25) keine bekannten
funktionellen Domanen und lediglich geringe Ahnlichkeiten zu Proteinen in anderen Pflanzen
auf. Der beste Treffer in Arabidopsis ist ein pfkB-/ike Kohlenhydratkinase-Familien Protein
(AT5G19150; 36% Abdeckung und 31% Identitat). Bei den anderen mittels BLASTP
gefundenen Arabidopsis Proteinen handelte es sich um ein Membran-assoziiertes Salz-
induzierbares Protein, ein Pentatricopeptid-Protein, eine Untereinheit des
TRANSLOCON AT THE OUTER MEMBRANE OF CHLOROPLSTS (TOC) und das Protein
F15H18,6 mit unbekannter Funktion, wobei keines dieser Proteine eine signifikante
Ahnlichkeit zu HIP11 aufweist. Bei dem Physcomitrella-Gen scheint es sich aber dennoch um
ein exprimiertes Gen zu handeln, was sich u. A. aus der extensiven EST-Evidenz aber auch aus
Microarray- und RNASeq-Daten ableitet. Es konnte ein weiteres Physcomitrella Homolog
identifiziert werden: Pp3c20_16230V1.1, dessen AS-Sequenz mit der von HIP11 identisch ist.
Holo-BD:phy4 interagierte schwach mit ADg:HIP11 und HIP11:ADg in Y2H, wahrend
Interaktionen mit Holo-phy4:BD R-verstarkt aber nur im Fall von ADg:HIP11 vollstandig FR-
reversibel waren (Abbildung 4-25). GFP:HIP11 und HIP11:GFP waren beide cytoplasmatisch
lokalisiert, wobei ersteres eine sub-cytoplasmatische Strukturierung und perinukledre
Verteilung aufwies. Letzteres hingegen zeigte untypischerweise Uberhaupt keine subzelluldre
Struktur des GFP-Signals — noch nicht einmal Aussparungen an den Stellen, wo sich
Chloroplasten befinden (Abbildung 4-36 A). Dies spricht entweder fir eine Lokalisation in der
Vakuole oder fiir ein Artefakt. In manchen Zellen beider Konformationen konnten indes auch
cytoplasmatische und nukledre Lokalisationen beobachtet werden (nicht gezeigt). /n planta
Interaktion wurde fiir die beiden Konformationen mit C-terminal fusioniertem phy4
untersucht und konnte fir phy4:YFP\—YFPc:unbekanntes Protein im Cytoplasma und der
perinukledaren Region bestdtigt werden (Abbildung 4-36 B). Dies entspricht auch den
Lokalisationsdaten. Das Physcomitrella Protein scheint sehr unterschiedlich in verschiedenen
Bedingungen und  Entwicklungsstadien  exprimiert zu  werden, wobei frihe
Entwicklungsstadien, wie Sporen und Protonemata besonders geringe Expressionslevel
aufweisen (s. Genevestigator und Phytozome-Daten im Anhang 1.7.15). Es konnten keine
phy4-ahnlichen Expressionsmuster festgestellt werden.
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Abbildung 4-36: Intrazelluldre Lokalisations- (A) und Split-YFP Studien des unbekannten
Proteins / HIP11 (Pp3c20_16210V1.1) bzw. der phy4-Interaktion mit dem unbekannten Protein
(B) beide ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R) mittels Fluoreszenz- bzw.
Konfokalmikroskopie. Der Aufbau der Abbildung entspricht Abbildung 4-26. MaBstab 30 pym.
Lokalisationsdaten von BSc Natalie Kempel.
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Abbildung 4-36 A =zeigt GFP:unbekanntes Protein- (Reihen 1+2) und unbekanntes
Protein:GFP- (Reihen 3+4) Lokalisation. Beide Fusionsproteine weisen weitgehend
cytoplasmatische Lokalisation auf, wobei das GFP:unbekanntes Protein-Signal strukturierter
zu sein scheint (Spalte 1, GFP). In manchen Fallen waren auch Signale in Cytoplasma und
Zellkern zu beobachten (nicht gezeigt). Panel B zeigt die Ergebnisse der Split-YFP-Analysen
von beiden Konformationen mit C-terminal fusioniertem phy4: phy4:YFPy+YFPcunbekanntes
Protein (Reihen 1+2) und phy4:YFPy+unbekanntes Protein:YFP. (Reihen 3+4). Lediglich im
ersten Fall konnte ein distinktes YFP-Signal im Cytoplasma und eher der perinukledren
Region als im Zellkern beobachtet werden (Spalte 1, YFP).

4.5.2.11 Eukaryotischer Translations-Initiationsfaktor 5A (elF-5A) /
HIP12 (Pp3c13_15620V1.1)

Bei dem im Holo-phy4:BD-Screen gefundenen Pp3c13_15620V1.1-Protein (17.5 kDa) handelt
es sich um den evolutionar und strukturell sehr konservierten eukaryotischen Translations-
Initiationsfaktor 5A (elF-5A). InterPro konnte mehrere Domédnen in der AS-Sequenz
identifizieren (oft im gleichen Sequenzbereich): darunter eine Ribosomal Protein L2 Domain 2
am N- und eine DNA-Bindedomane am C-Terminus (s. Tabelle 6-1). AS-Sequenzabgleich mit
Proteindatenbanken ergab ein Physcomitrella-Homolog (Pp3c12_3540V1.1) bzw. drei elF-5A-
Isoformen in Arabidopsis (AT1G13950 elF-5A, AT1G26630 elF-5A-2, AT1G69410 elF-5A-3, s.
Tabelle 6-1). Abhdngig von der Konformation zeigte elF-5A sehr unterschiedliches YZ2H-
Interaktionsverhalten: Interaktion von BD:phy4+ADg:elF-5A / BD:phy4+elF-5A:ADg
interagierte eher schwach aber Licht-induziert, phy4:BD+ADg:elF-5A interagierte stark und
FR-reversibel und phy4:BD+elF-5A:ADg interagierte konstitutiv. Unabhangig von Licht-
Vorbehandlung und FP-Fusionsreihenfolge war elF-5A in Zellkern und Cytoplasma lokalisiert
(Abbildung 4-37 A) wahrend in anderen Fallen die nukledre Fluoreszenz viel schwacher war,
als im Cytoplasma (nicht gezeigt). Die phy4-elF-5A-Interaktion konnte /n planta bestatigt
werden, obwohl das YFP-Lokalisationsmuster stark von der verwendeten Konformation
abhing: wahrend die phy4:YFPy+elF-5A:YFPc-Interaktion in Kern und Cytoplasma oder im
Cytoplasma alleine beobachtet werden konnte, war YFPy:phy4+YFPceIlF-5A nur im
Cytoplasma zu sehen. YFPc:phy4+elF-5A:YFPy hingegen zeigte keine signifikante Interaktion
(Abbildung 4-37 B). phy4:YFPy+YFPc:eIF-5A wurde aus der Betrachtung ausgeschlossen, weil
die Negativkontrolle :YFPy+YFP:elF-5A substantielle Signale zeigte, was auf eine artifizielle
Interaktion hinweist. elF-5A / HIP12 wird in allen Entwicklungsstadien und Bedingungen stark
exprimiert mit Ausnahme von Blattchen und in Gametophoren unter Dehydrierungs-
Bedingungen oder unter Auxin-Einfluss (s. Genevestigator Anatomie- und Phytozome-Daten).
Wie phy4 weist elF-5A keine starke Hochregulation bei Sonnenlicht-, UV-B, De- und
Rehydrierung und im Reute-Hintergrund auf, wahrend unter Dedifferenzierungs-
Bedingungen eine starkere Hochregulation stattfindet aber die Tendenz immer noch mit der
von phy4 vergleichbar ist (s. Anhang 1.7.16).
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Abbildung 4-37: elF-5A / HIP12 (Pp3c13_15620V1.1) intrazelluldre Lokalisations- (A) und Spl/it-
YFP Studien der elF-5A-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R)
mittels Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Der Aufbau der Abbildung entspricht
Abbildung 4-26. MaBstab 30 pm.

Abbildung 4-37 A zeigt die Lokalisation von N-und C-terminalen GFP-elF-5A-Fusionen. Beide
Konformationen (Reihen 1+2 bzw. 3+4; Spalte 1, GFP) lokalisierten in Kern und Cytoplasma
unabhéangig von der Licht-Vorbehandlung. In manchen Fallen war das elF-5A:GFP-Signal auch
eher auf das Cytoplasma beschrankt (nicht gezeigt). (B) Alle vier Split-YFP-Konformationen
wurden analysiert, allerdings wurden YFPy:phy4+elF-5A:YFP: und phy4:YFPy+YFPcelF-5A
ausgeschlossen, weil die entsprechenden Negativkontrollen substanzielle Signale zeigten.
Daher sind folgende Konformationen dargestellt: YFPy:phy4+YFPcelF-5A (Reihen 1+2),
YFPc:phy4+elF-5A:YFPy (Reihen 3+4) und phy4:YFPy+elF-5A:YFP¢ (Reihen 5-8; zwei distinkte
Signalmuster in beiden Lichtbedingungen). Alle Konfigurationen, auBer YFPcphy4+elF-
5A:YFPy ergaben signifikante cytoplasmatische oder nucleo-cytoplasmatische Signale (Spalte
1, YFP).

4.5.2.12 EF1a/ HIP13 (Pp3c1_23670V1.1)

Das im Apo-BD:PHY4-Screen identifizierte Pp3cl_23670V1.1 Protein (49,3 kDa) ist die a-
Untereinheit des eukaryotischen / archaealen-Translations-Elongationsfaktors EF1. Das
Protein besitzt nach InterPro-Vorhersagen eine GTP-bindende P-Loop-containing Nukleosid-
Triphosphat-Hydrolase Domane am N- und eine EFTu/EF1a Doméne 2 und eine EFTu/EFla C-
terminale Domane am C-Terminus. AS-Sequenzabgleich mit Proteindatenbanken ergab 10
weitere Homologe in Physcomitrella und Elongationsfaktor 1-4 (AT1G07940, AT1G07930,
AT1G07920, AT5G60390 E£longation Factor 1la 1-4) und mindestens sechs weitere Proteine
derselben Familie in Arabidopsis (s. Tabelle 6-1). Holo-phy4 YZH-Interaktions-Assays zeigten
eher konstitutives bzw. schwaches aber R-verstarktes Wachstumsverhalten in Kombinationen
mit BD:phy4 bzw. phy4:BD (s. Abbildung 4-25). Unabhangig von der FP-Fusionsreihenfolge
oder Lichtbehandlungen, lag EFla im Cytoplasma und der perinukledaren Region vor (s.
Abbildung 4-38 A). Ebenso waren Spl/it-YFP Signale zumeist konstitutiv im Cytoplasma und
der perinukledren Region zu beobachten (YFPc:phy4+YFPy:EFla und phy4:YFPy+YFPcEFlo;
Abbildung 4-38 B). Insbesondere die cytoplasmatischen YFPcphy4+YFPy:EFla-Signale
ahnelten Cytoskelett-Strukturen. phy4:YFP-+EF1a:YFPy-Signale traten zusatzlich auch im
Zellkern auf. Da die Negativkontrollen YFPc: oder YFPy: in Kombination mit EF1a:YFPy bzw.
EF1a:YFPc betrachtliche Signale in Cytoplasma und/oder Kern hervorriefen, wurden diese
Kombinationen mit N-terminal fusioniertem phy4 als falsch positive Signale eingestuft und
von der weiteren Analyse ausgeschlossen. EFla wird unter allen Bedingungen und in allen
Entwicklungsstadien mit Ausnahme von Sporen und Blattchen stark exprimiert. Es gibt kaum
Anzeichen fiir eine Synexpression mit phy4, eventuell kdnnten manche Lichtbedingungen
und der Vergleich Reute-WT als Hinweis auf eine Ko-Regulation interpretiert werden (s.
Genevestigator-Daten im Anhang 1.7.17).
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Abbildung 4-38: EF1a / HIP13 (Pp3c1_23670V1.1) intrazelluldre Lokalisations- (A) und Split-YFP
Studien der EFla-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R) mittels
Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Der Aufbau der Abbildung entspricht Abbildung 4-26.
MaBstab 30 pm.

Panel A von Abbildung 4-38 zeigt die cytoplasmatische und perinukledre Lokalisation von
CFP:EFla (Reihen 1+2) und EF1a:CFP (Reihen 3+4; Spalte 1, CFP). Panel B stellt die Ergebnisse
der Split-YFP-Analysen dar: alle vier mdglichen Konformationen wurden untersucht, jedoch
wurden  YFPcphy4+EFlo:YFPy  und  phy4:YFPc+YFP\:EFla ausgeschlossen, weil die
entsprechenden Negativkontrollen signifikante Signale aufwiesen. Daher sind folgende
Konformationen dargestellt: YFPc:phy4+YFPy\:EFla (Reihen 1 + 2), phy4:YFPy+YFPcEFla
(Reihen 3 + 4) und phy4:YFPc+EFla:YFPy (Reihen 5 + 6). Alle Konformationen wiesen
signifikante cytoplasmatische und perinukledre Signale auf, mit Ausnahme von
phy4:YFP-+EF1a:YFPy, dessen Signale in Cytoplasma und Kern zu beobachten waren (Spalte
1, YFP). MaBstab 30 um.

4.5.2.13 14-3-3 Protein / HIP14 (Pp3c3_8540C1.1)

Pp3c3_8540C1.1 (29.1 kDa) wurde im Holo-phy4:BD-Screen gefunden und ist ein Mitglied der
14-3-3-Proteinfamilie. In Physcomitrella konnten mittels BLAST-Suche 10 weitere Homologe
und insgesamt 13 14-3-3-Proteine in Arabidopsis identifiziert werden (s. Tabelle 6-1). Y2H-
Analyse der phy4-Interaktion bestatigte die Interaktion nur in Kombination mit phy4:BD, nicht
jedoch mit BD:phy4 (Abbildung 4-25). In Physcomitrella lokalisierte GFP:14-3-3 in Cytoplasma
und Kern, wahrend 14-3-3:GFP ausschlieBlich im Cytoplasma vorlag und ein Cytoskelett- oder
evtl. ER-ahnliches Signalmuster aufwies (Abbildung 4-39 A). Dies konnte indes fur GFP:14-3-3
nicht beobachtet werden. Die 14-3-3-phy4-Interaktion konnte /in planta verifiziert werden,
allerdings wurden entsprechend des YZH-Interaktionsverhaltens lediglich Kombinationen mit
phy4:YFPy untersucht. phy4:YFPy+YFPc:14-3-3 zeigte einerseits ein starkes nukledres und
cytoplasmatisches Signal, was den Lokalisationsdaten von GFP:14-3-3 entspricht, andererseits
in manchen Zellen auch ein ausschlieBlich cytoplasmatisches Signal mit Cytoskelett-ahnlichen
Strukturen (Abbildung 4-39 B). Das Signal des rekonstituierten phy4:YFPy+14-3-3:YFPc-
Komplexes war, wie bei 14-3-3:GFP, ebenfalls rein cytoplasmatisch, obgleich keine
Cytoskelett-ahnlichen Strukturen beobachtet werden konnten. Das 14-3-3-Protein scheint in
verschiedenen Bedingungen und Entwicklungsstadien sehr unterschiedlich exprimiert zu
werden mit vergleichsweise schwacher Expression in Sporen, Protonemata, Blattchen und
ausgewachsenen  Sporophyten, wahrend Gametophore und Gametangien eine
vergleichsweise hohe Expression aufweisen (s. Anhang 1.7.18, Genevestigator Anatomie-/
Entwicklungs- und eFP-Daten). Insbesondere unter verschiedenen Bedingungen schwankt
das Expressionslevel, was mit der 14-3-3-Funktion als Signalprotein korrelieren kdnnte. Es
konnten keine Hinweise auf eine Synexpression mit phy4 abgeleitet werden.
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Abbildung 4-39: 14-3-3 / HIP14 (Pp3c3_8540C1.1) intrazelluldre Lokalisations- (A) und Split-YFP
Studien der 14-3-3-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R) mittels
Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Der Aufbau der Abbildung entspricht Abbildung 4-26.
MaBstab 30 pm. Lokalisationsdaten von BSc Natalie Kempel.

Abbildung 4-39 A stellt die intrazellulare Lokalisation von GFP:14-3-3 (Reihen 1+2) und 14-3-
3:GFP (Reihen 3+4) dar (Spalte 1, GFP). In Panel B sind die Ergebnisse der Sp/it-YFP-Analysen
mit C-terminal fusioniertem phy4 dargestellt: phy4:YFPy+YFP14-3-3  wies zwei
unterschiedliche Signalmuster auf (Reihen 1-4), wahrend phy4:YFPy+14-3-3:YFPc (Reihen
5+6) ausschlieBlich im Cytoplasma zu beobachten war (Spalte 1, YFP). MaBstab 30 um.

4.5.3 Vergleich der phy4 und HIP Expressionsdaten
Um eine Funktion in der (cytoplasmatischen) Phytochrom-Signaltransduktion Gibernehmen zu
kdnnen, mussen entsprechende Signalproteine in Geweben und Entwicklungsstadien und
unter denselben Bedingungen zusammen exprimiert werden (Ko-Expression), es sei denn die
Abwesenheit eines Signalproteins entscheidet Uber die Signalwirkung. Abgesehen davon
ware zu erwarten, dass die Expressionsstarke funktionell korrelierter Gene ahnlichen Mustern
folgt (Synexpression). Aus diesem Grund wurden Expressionsdaten von phy4 und HIPs von
Phytozome, vom electronic Fluorescent Pictograph-Browser (eFP) und von Genevestigator
heruntergeladen und, wie in 3.44 beschrieben, analysiert. phy4 scheint unter allen
Bedingungen und in allen Entwicklungsstadien in gewissem AusmaB exprimiert zu werden,
wobei die niedrigste Expression in reifen Sporophyten und die hochste in Blattchen des
Gametophor auftritt (s. Anhang 1.7.19). Licht scheint im Gegensatz zu Dedifferenzierung
einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die phy4 Expression zu haben. Ebenso scheint
Expression wahrend des gesamten Physcomitrella-Lebenszyklus auch fur nahezu alle
ausgewahlten putativen Partner zuzutreffen (Ausnahmen: F-Box-/nteracting-Kelch (kaum in
Sporophyt/Rhizoiden), HIP9 (kaum in Sporophyt S3), HIP11l (fast nicht in Sporen und
Protonema) und HIP14 (ebenfalls kaum in Sporen)). Paarweise Vergleiche von phy4 und HIP-
Expressionsdaten gab flir HIP4-8 das Autophagie-Protein, elF-5A/HIP12 und evtl. fir
HIP13/EFla zumindest in einzelnen Datensatzen (meist Genevestigator-Perturbationsdaten)
Hinweise auf Synexpression mit phy4 (s. Anhang 1.7). Zusatzlich wurden alle Datensatze auch
nach Ahnlichkeiten der Gene und Bedingungen mittels Ajerarchical Clustering-Analyse unter
Verwendung von ClustVis geordnet, um HIPs mit phy4-dhnlichen Expressionsmustern zu
identifizieren (s. Anhang Abb. 6). Analyse der eFP-Daten legt nahe, dass PRL1/HIP4, gefolgt
von PLP/HIP6 und Ser/Thr-Proteinkinase/HIP7 am ahnlichsten zu phy4 in verschiedenen
Entwicklungsstadien exprimiert werden (s. Anhang Abb. 6 A). Bei den Phytozome-Daten
besteht bei PLP/HIP6 gefolgt von ZF/HIP3 die gréBte Ahnlichkeit zum phy4-
Expressionsmuster (s. Anhang Abb. 6 B). Was unterschiedliche Behandlungen anbetrifft,
zeigen Genevestigator-Perturbationsdaten und Phytozome-Daten, dass PRL1/HIP4 und
PLP/HIP6, gefolgt von HIP7 und -5 bzw. elF-5A/HIP12 gefolgt von PRL1/HIP4 und Rhomboid-
Peptidase/HIP9 in dhnlicher Art und Weise wie phy4 exprimiert werden (s. Anhang Abb. 6 D
& (). Zusammengenommen scheinen vor allem PLP/HIP6, die putative Ser/Thr-
Proteinkinase/HIP7, elF-5A/HIP12 und insbesondre PRL1/HIP4 mit phy4 ko-reguliert zu sein.
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5. Diskussion:

5.1 Etablierung von Y2H-Experimenten

Fur diese Arbeit wurde eine C-terminale BD-Fusion sowohl an die PHY4-Volllangen-CDS
(PHY4.BD) als auch an das lichtsensorische Modul alleine (PHY4 N:BD) kloniert. Als Vorlage
fur die Herstellung des PHY4 N:BD-Konstrukts diente ein dquivalentes PHYB- Y2H-Konstrukt
in einer Arbeit von Ni et al (1998). PHY4:BD und PHY4 N.BD wurden je in zwei YZH-Hefe-
Stamme (AH109 und Y187) transformiert und deren erfolgreiche Expression konnte mittels
Proteinextraktion, SDS-PAGE und Western Blot mit einem monoklonalen Antikérper gegen
die BD demonstriert werden (s. Abbildung 4-1). AnschlieBend wurden beide Bait-Konstrukte
hinsichtlich  ihrer  Autoaktivierungs-Eigenschaften  untersucht, indem sie  mittels
Doppeltransformation oder Mating mit AD: kombiniert und auf -Trp/-Leu/-His- 75D selektiert
wurden. Infolge der Doppeltransformation zeigten phy4:BD und phy4 N:BD Aktivierung des
HIS3-Reporters in Abwesenheit eines Interaktionspartners, die aber durch Zugabe von 1 mM
bzw. 0,5 mM des kompetitiven Inhibitors des HIS3-Proteins (3-AT) zufriedenstellend
unterdriickt werden konnte (s. Abbildung 4-2). Unter den gleichen Selektionsbedingungen
kam es nach Mating zu keinerlei Autoaktivierung (s. Abbildung 4-3), so dass sich der
genetische Hintergrund bei Bildung von Diploiden positiv auf Y2H-Wachstums-Assays
auszuwirken scheint. Lediglich auf PCB-haltigen Medien in Rc war eine minimale 3-AT-
Konzentration von 0,25 mM 3-AT notwendig. Vorzugsweise sollte die 3-AT-Konzentration
insbesondere in cDNA-Screens so gering wie moglich gehalten werden, damit auch schwache
oder temporare Protein-Protein-Interaktionen detektiert werden koénnen, die bei hoher 3-AT-
Konzentration nicht zu einer Wachstumsantwort fihren kénnten. Aus diesem Grund sollte
Mating fur den cDNA-Library-Screen etabliert und eingesetzt werden.

Anhand der Dimerisierung des Phytochroms konnte die Funktionalitat des Mating-Protokolls
gezeigt werden (s. Abbildung 4-4). Sowohl N- als auch C-terminale PHY4-BD-Fusionen
zeigten zuverlassige Homodimerisierung mit AD:PHY4, ebenso wie die Kombination von
BD:PHY4 C / PHY4 C:BD mit AD:PHY4 C. Die Kombination von PHY4 N-Baits mit AD:PHY4 N
zeigten jedoch keine Interaktion. Dies ist in Einklang mit der Literatur, denn es konnte
gezeigt werden, dass vorwiegend der Phytochrom C-Terminus flr die Dimerisierung
verantwortlich ist (Matsushita et a/, 2003). Eine starkere Interaktion von N-terminal
fusioniertem BD:PHY4 oder BD:PHY4 C mit AD:PHY4 bzw. AD:PHY4 C im Vergleich zur
Interaktion mit den entsprechenden C-terminal fusionierten Baits deutet darauf hin, dass
Phytochrom-Monomere in paralleler Art und Weise miteinander interagieren, was ebenfalls
bereits gezeigt werden konnte (Li et a/, 2010). Eine sehr schwache Wachstumsantwort von
phy4BD + AD:phy4 C spricht ebenfalls dafir (Abbildung 4-4). Auch nach
Doppeltransformation dimerisieren N- und C-terminale Volllangen-phy4-BD-Fusionen stark
mit AD:phy4 (s. Abbildung 4-5 und Doktorarbeit Mailliet).

Die erfolgreiche Aufnahme von PCB aus dem Selektionsmedium und Autoassemblierung zu
Holophytochrom in Hefe konnte anhand einer genetischen Positivkontrolle demonstriert
werden. Sowohl BD:phyA, als auch phyA:BD interagieren im semiquantitativen VYZ2H-
Wachstums-Assay mit AD:FHY1 R-abhangig auf PCB-Medium (Abbildung 4-5), jedoch nicht
auf PCB-Mangelmedium (also als Apoprotein; Hiltbrunner et al (2005)). Anhand dieser
Kontrolle konnte auch das Wachstums-Assay in gepulstem Licht fir die spatere
Charakterisierung  moglicher  phy4-Interaktionspartner  etabliert werden.  Sowohl
kontinuierliches, als auch gepulstes RL induzieren die phyA-FHY1-Interaktion, wahrend ein
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FR-Puls nach einem R-Puls die Antwort revertiert. Als phy4-spezifische Positiv- und
Negativkontrollen im Wachstums-Assay dienten wieder BD:phy4 / phy4:BD in Kombination
mit AD:phy4 bzw. mit AD: / myc:ADg. Insbesondere die AD:-Negativkontrollen wiesen in Rc
ein gewisses Mal3 an Autoaktivierung auf, so dass die eingesetzte 3-AT-Konzentration in PCB-
Medium in dieser Lichtbedingung nicht ganz zur Unterdriickung ausgereicht hat. Daher
wurde spater bei der Charakterisierung des Interaktionsverhaltens putativer phy4-
Interaktionspartner die Starke der Wachstumsantwort in Rc mit derjenigen der
Negativkontrolle in Relation gesetzt.

Die Funktionalitat der fir die Gateway-Klonierung organisierten GW-Prey Vektoren pGADg
und pGADCg konnte im semiquantitativen Y2H-Wachstums-Assay ebenfalls gezeigt werden
(s. Abbildung 4-6). Hierzu wurde die PHOTB1-CDS mittels LR-Reaktion aus £ntry-Klonen in
die beiden Prey-Destinations-Vektoren rekombiniert und resultierende ADg:PHOTB1- und
PHOTB1:ADg-Expressionsklone mit konventionell klonierten phy4-Baits durch Hefe-
Doppeltransformation kombiniert. Das BD:phy4 + ADg:photBl-Interaktionsverhalten war
identisch mit BD:phy4 + konventionellem AD:photBl-Prey. Phy4:BD hingegen interagierte
schwacher aber immer noch lichtabhangig mit ADg:photB1 im Vergleich zur Interaktion mit
AD:photBl. Daher wurden die Gateway-Prey Vektoren als adaquat zur Detektion
lichtabhangiger Interaktionen eingestuft und fur die Gateway-Klonierung von
Expressionsklonen putativer phy4-Interaktionspartner eingesetzt. Im Fall von ADg:photBl
scheint es keinen Unterschied zu machen, ob die CDS ein Stoppcodon enthalt, oder nicht, da
das Interaktionsverhalten mit BD:phy4 und phy4:BD jeweils identisch ist. Ohne Stoppcodon
ist das Fusionsprotein 23 AS langer und endet erst mit dem nachten Stoppcodon des
Plasmids. Andere Evidenzen zeigten aber, dass der Einfluss des Stoppcodons abhangig von
dem jeweils untersuchten phy4-Interaktionspartner ist (s. Abb. 1 im Anhang, CDPK). Aus
diesem Grund wurde entschieden, dass in Expressionsklonen alle CDS mit N-terminalen 7ags
ein  Stoppcodon aufweisen sollten. Daher mussten fiir jeden putativen phy4-
Interaktionspartner zwei £ntry-Klone hergestellt werden: einer mit Stoppcodon fir N-
terminale Fusionen und einer ohne Stoppcodon fir C-terminale Fusionen.

Die Funktionalitdt des (quantitativen) Mating-Protokolls fir die Holophytochrom-Bildung
konnte mittels Mating von Y187 phyA:BD mit AH109 AD:FHY1 und Selektion von Diploiden
auf 75D + PCB in Rc demonstriert werden (s. Abbildung 4-7). Analog zum semiquantitativen
Y2H-Wachstums-Assay kommt es zu einer Rc-induzierten und FRc-unterdriickten Interaktion
auf PCB-haltigem Medium. Die erfolgreiche Aufnahme von PCB in diploide Hefe und
Autoassemblierung von Apo- zu Holo-phy4 konnte somit demonstriert und das quantitative
Mating-Protokoll konnte flr den Y2H-Library-Screen eingesetzt werden.

5.2 Interaktion von Phytochrom mit Phototropin

5.2.1 Interaktion von phy4 mit vier Physcomitrella Phototropinen
Hinweise auf eine Photorezeptor-Kooperation zwischen Phytochrom und Phototropin konnte
u. A. bereits eine Arbeit von Kasahara et a/. (2004) liefern, in der demonstriert werden konnte,
dass Physcomitrella Phototropine eine essentielle Funktion in der RL-abhédngigen
Chloroplastenbewegung haben (s. 1.6). In einem vorhergehenden Dissertationsprojekt von
Dr. Katharina Maillet konnte gezeigt werden, dass dies auch bei RL-Photo- und
-Polarotropismus der Fall ist und dass photA2 dabei scheinbar eine dominierende Rolle spielt
(Jaedicke, 2012; Jaedicke et al, 2012). Daraus hatte sich die Frage ergeben, ob es sich bei
dieser Kooperation um eine direkte oder indirekte Kooperation von Phytochrom und
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Phototropin handelt. Daher war mittels Y2H untersucht worden, ob bei Kombination von
BD:phy4 mit AD:phots eine Wachstumsantwort detektiert werden konnte. In der Tat konnte
mittels eines Y2H-Wachstums-Assays erstmals nachgewiesen werden, dass Physcomitrella
phy4 in der Lage ist, physisch und zumeist R-verstarkt mit Physcomitrella Phototropinen zu
interagieren (mit Ausnahme einer eher konstitutiven Interaktion mit AD:photAl). Dies war der
erste Beweis dafiir, dass eine direkte Interaktion die physikalische Basis fiir die Kooperation
der beiden Photorezeptoren ist. Darliber hinaus demonstrierten Sp/it-YFP-Untersuchungen,
dass die Interaktion von phy4 und den vier Physcomitrella Phototropinen direkt an der
Plasmamembran stattfindet. Interessanterweise zeigten Lokalisationsanalysen von GFP:phy4
kein distinktes PM-Signal, sondern eine konstitutive cytoplasmatische Lokalisation (Jaedicke
et al, 2012). Da die Intensitat des PM-lokalisierten Sp/it-YFP-Signals viel schwacher war, als
die von GFP:phy4 ist es wahrscheinlich, dass lediglich eine Subpopulation von phy4 an der
PM fixiert wird, wahrend der Rest wahrscheinlich andere Funktionen im Cytoplasma oder
auch im Zellkern ibernimmt (was die teilweise nukledre Lokalisation von phy4:CFP/phy4.GFP
(Anhang Abb. 2 B) nahelegt). Andererseits konnte es sich aber auch um ein dynamisches
Aquilibrium zwischen dem PM- und dem cytoplasmatischen phy4-Poo/ handeln.
Moglicherweise ist der phy-phot-Komplex nicht uniform an der PM, sondern eher in
distinkten Bereichen lokalisiert, worauf ein Sp/it-YFP-Experiment von YFPc:phy4+YFPy:photB2
in Zwiebelzellen und Beobachtung bei maximaler VergroBerung mit einem Leica TCS-SP5
AOBS-KLSM hinwies (Jaedicke et a/, 2012). Es konnte sich bei den beobachteten Strukturen
um Lipid Rafts — also zusammenhdngende Strukturen innerhalb des Lipid-Bilayers — oder
auch um Vesikel-ahnliche Strukturen handeln. Ob diese Strukturen physiologisch in friihen
Schritten der Signaltransduktion relevant oder doch Artefakte verursacht durch die
Uberexpression der Fusionsproteine sind, muss noch durch weitere Experimente geklart
werden. Die Fixierung der phy4-Subpopulation an der PM wird dabei wohl durch das auch in
Physcomitrella PM-lokalisierte Phototropin vermittelt, wobei noch nicht klar ist, wie
Phototropin lberhaupt an der PM lokalisiert sein kann, da es sich nicht um ein integrales
Membranprotein handelt. Durch die Phytochrom-Fixierung in der Zellperipherie kann
Phytochrom allen Anforderungen des Jaffe-Etzold-Haupt-Modells zur Vermittlung
vektorieller RL-Antworten gerecht werden (s. 1.7). In dieser Weise wird Phytochrom 4 in die
Lage versetzt, selbst eine definierte Orientierung in der Zelle zu besitzen und somit
Aktionsdichroismus auszufiihren, d.h. physiologische Antworten zu vermitteln, die stark von
der Polarisationsebene des eingestrahlen RL abhdngen, wie z.B. Polarotropismus oder
Chloroplastenbewegung (Haupt & Scheuerlein, 1990; Kraml, 1994; Hughes et al, 2005;
Hughes, 2013). Die funktionelle phy-phot-Kooperation spiegelt sich in Form einer
genetischen Kooperation als phy-phot-Fusionsprotein = Neochrom in diversen anderen
Organismen, wie Farnen, Hornmoosen und in der Alge Mougeotia wider (Nozue et al, 1998;
Kawai et al, 2003; Suetsugu et al, 2005; Li et al, 2014). Auch in Adiantum kann die
(Photosensorische  Doméane von) Phytochrom durch die phot-Modul-vermittelte PM-
Fixierung sowohl R-Polarotropismus, als auch R-abhdngige Chloroplastenbewegung
vermitteln (vgl. 1.6).

Um die phy4-phot- Y2H-Interaktionen bezuglich ihrer Lichtabhéngigkeit und Starke besser
charakterisieren zu konnen, wurde erfolgreich ein lichtabhdngiges Enzym-basiertes
Interaktions-Assay etabliert. Der wesentliche Vorteil dieser Herangehensweise ist, dass (i) die
Reporteraktivierung durch die Rekonstitution des GAL4-Transkriptionsfaktors infolge einer
Interaktion Uber die Expressionsstarke der B-Galaktosidase mittels des Umsatzes eines
chromogenen Substrates quantitativ spektralphotometrisch ausgelesen werden kann und (ii),
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dass die Hefen zuvor mit unterschiedlichen Lichtpulsen behandelt werden kénnen, um somit
beispielsweise eine FR-Reversion einer R-induzierten Antwort nachzuweisen. Daher konnte
das phy4-phot-Interaktionsverhalten in D, FR, R+FR mit demjenigen in R verglichen werden.
Da Phytochrom auch BL absorbiert, wurden zusatzlich Interaktionsstarken in B bzw. in B+FR
untersucht, um eine FR-Revertierbarkeit einer méglichen Induktion durch BL zu untersuchen.
Analog zum YZ2H-Wachstums-Assay konnte in allen vier AD:phot-BD:phy4-Kombinationen
eine Verstarkung der Interaktionen durch RL beobachtet werden, wahrend die
Interaktionsstarke in FR bzw. in B mit derjenigen in D vergleichbar war (Abbildung 4-10).
Interessanterweise traf dies auch fiir die R+FR-Behandlung zu, woraus geschlossen werden
kann, dass die R-Induktion durch FR revertiert werden kann. Somit findet eine starkere phot-
Interaktion mit phy4-Pfr statt, als mit phy4-Pr. Trotz des N-terminalen BD-7ags kann
Phytochrom 4 offensichtlich photokonvertieren, woraus man ableiten kann, dass dieser
Prozess nicht in dem MalBe durch den 7ag beeintrachtigt wird, wie angenommen. Entweder
kann sich die N-terminale Knotenstruktur dennoch ausbilden, oder der Knoten ist nicht
essentiell fur die Photokonversion. Da phots scheinbar konstitutiv an den phy4 C-Terminus
(und nicht an den N-Terminus) binden, wird in der Pr-Konformation mdglicherweise die
phot-Bindestelle im C-terminalen Transmittermodul maskiert und erst durch die
Photokonversion zu Pfr freigelegt (Jaedicke et al, 2012). Die starkste Interaktion und
Interaktionsverstarkung fand dabei bei BD:phy4+AD:photAl statt (~5-fach). AD:photA2 und
AD:photBl interagierten insgesamt schwacher mit BD:phy4 und auch die R-abhangige
Verstarkung war nicht so stark (~3-fach). Die BD:+AD:phot-Negativkontrollen zeigten indes
keine nennenswerte Reporteraktivierung (Abbildung 4-11).

Y2H und Split-YFP reichten als Nachweis der phy-phot-Interaktion fir die Publikation nicht
aus, vermutlich da beide Techniken mit einer gewissen Fehlerhaftigkeit behaftet sind und ggf.
zu falsch positiven Ergebnissen fihren kdnnen. Daher musste eine weitere Evidenz erbracht
werden, woflr sich prinzipiell Forster Resonance Energy Transfer gekoppelt mit Fluorescence
Lifetime Imaging (FRET-FLIM) oder ahnliche Methoden anbieten. Da diese allerdings ebenfalls
auf dem Einsatz von FP-7ags basieren, sollte eine andere Methode eingesetzt werden, wie
z.B. Co-IP. Dabei wird ein Protein von Interesse i.d.R. mit einem gegen dieses Protein
gerichteten Antikdrper und Kugeln mit einer héheren Dichte als der Proteinextrakt (z.B.
bestehend aus Agarose oder Metall) aus selbigem prazipitiert. Diese Kugeln sind entweder
direkt an die Antikérper gekoppelt, oder verfligen Uber eine Oberflache, die Antikorper
binden kann (z.B. Protein G). AnschlieBend werden nicht gebundene Proteine weggewaschen
und an das immunoprazipitierte Protein gebundene Proteine per SDS-PAGE und Western
Blot etc. analysiert. Die Anwendung dieser Methode ist im Fall der phy-phot-Interaktion kein
leichtes Unterfangen, da es sich, wie oben beschrieben. um Membran-assoziierte Proteine
handelt. Diese mussen mit Detergenzien aus der Membran solubilisiert werden, ohne dabei
die phy-phot-Interaktion zu beeintrachtigen. Es wurden HA:phy4- und myc:phot-Fusionen in
Nicotiana benthamiana exprimiert. Die Etablierung eines geeigneten Extraktions- und Co-IP-
Protokolls fir die HA- und myc-Fusionsproteine bedurfte einiger Optimierung, deren Stadien
in 4.3.1.4 beschrieben und daher hier nicht wiederholt werden. Letztlich wurden Proteine mit
0,3% Triton-X-100 extrahiert, HA:phy4-Fusionsproteine mit 2 pg monoklonalem Anti-HA-
Antikérper aus dem Proteinextrakt prazipitiert und per Western Blot die Co-
Immunoprazipitation von myc:phot-Proteinen mittels Anti-myc-Antikérpern nachgewiesen. In
der Tat gelang es, die Co-IP von myc:photAl, myc:photA2 und myc:photB1l zusammen mit
HA:phy4 (unter R-Bestrahlung) nachzuweisen bei gleichzeitig fehlender IP-Bande in der
Negativkontrolle ohne AK (Abbildung 4-18 B). Die Interaktion von HA:phy4 mit myc:photB2
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erzeugte zwar auch eine distinkte IP-Bande, allerdings auch eine etwas schwachere in der
entsprechenden Negativkontrolle. Zusatzliche Experimente sollten in Anlehnung an die Y2H-
Ergebnisse eine mdgliche Unterdriickung der HA:phy4-myc:photBl- bzw. A2-Interaktion
mittels FR untersuchen. Weder die FR-Bestrahlung von Tabakpflanzen vor der Extraktion in D,
noch ex vivo-FR-Bestrahlung der Proteinextrakte vor der IP in D verringerten die IP-
Signalstarke im Vergleich zur IP in R (Abbildung 4-18 A & C). Scheinbar ist die ex-vivo (und
wahrscheinlich auch in planta Split-YFP) phy-phot-Interaktion nicht so strikt lichtabhangig,
wie im Y2H. Moglicherweise verhelfen weitere an der phy-phot-Interaktion beteiligte und ggf.
im PM-Signalkomplex enthaltene Proteine der Stabilisierung der Interaktion unabhangig von
der Konformation des Phytochroms. Diese Proteine waren erwartungsgemal in der intakten
Pflanze aber auch im Proteinextrakt vorhanden, ganz im Gegensatz zum vergleichsweise
artifiziellen Y2H-System. Weitere am phy-phot-Komplex beteiligte Komponenten kodnnten
z.B. mithilfe einer massenspektrometrischen Analyse co-immunoprazipitierter Proteine
identifiziert werden.

Da die Y2H- und Split-YFP-Experimente zum Nachweis der Interaktion zuvor vorwiegend mit
N-terminalen Fusionen durchgefiihrt wurden, wurde in der vorliegenden Arbeit versucht,
diese Analysen auf C-terminal fusioniertes Phytochrom 4 auszudehnen. Es konnte gezeigt
werden, dass in Y2H-Experimenten mit phy4:BD ebenfalls eine konstitutive bzw. R-verstarkte
Interaktion mit AD:photAl bzw. mit AD:photA2 und -Bl1 mdglich ist (Abbildung 4-6 &
Abbildung 4-8). Fur AD:photB2 konnte keine eindeutige Aussage getroffen werden, was dem
schwachen Interaktionsverhalten von AD:photB2 mit BD:phy4 entspricht. Obwohl GFP:phy4
ausschlieBlich cytoplasmatisch lokalisiert, wahrend phy4:FP zusatzlich eine nukledre
Lokalisation aufwies und daraus geschlussfolgert wurde, dass der N-terminale 7ag einen
Kernimport inhibiert und ggf. dadurch eine Interaktion mit Phototropin beglinstigt (Jaedicke
2012), scheint zumindest die letztgenannte Konsequenz nicht zuzutreffen. Tatsdchlich
entspricht auch die Starke und Lichtabhangigkeit der phy4:BD-AD:phot-Interaktionen im
Wesentlichen denjenigen mit BD:phy4 im Wachstums-Assay.

Daraufhin wurde auch die /n planta Interaktion von phy4:YFPy mit YFPcphotAl bzw.
YFPc:photB1l mittels Sp/it-YFP in D analysiert und demonstriert, dass beide Interaktionen —
analog zu den Beobachtungen mit N-teminal fusioniertem phy4 — auch an der PM stattfinden
(Abbildung 4-9). Die phy-phot-Interaktion findet demnach auch in D und nicht nur in R statt.
Es ware moglich mittels Sp/it-YFP zu untersuchen, ob es zu einer Signalverstarkung in R
kommt, jedoch eignet sich die Methode nicht, um dynamische Interaktions- und
Disassemblierungs-Prozesse zu untersuchen, da sich die YFP-Halften, wenn sie einmal
rekonstituiert sind, nicht wieder trennen. Co-IP-Experimente (mit N-terminal fusioniertem
phy4, s.0.) weisen allerdings auf eine Status-unabhangige Interaktion von phy4 mit
Physcomitrella Phototropinen in planta hin. Resultierend daraus wirde ein (polarisiertes) RL-
Signal eher weniger zu einer differentiellen phy-phot-Assoziation an der PM, sondern eher zu
anderen molekularen Auswirkungen, wie z.B. zu Phosphorylierungen oder Beeinflussungen
von Interaktionen mit weiteren Komponenten des PM-Signalkomplex flihren. Dieses Signal
wird anschlieBend unter Konservierung der vektoriellen Information intrazelluldr an das
Aktin-Cytoskelett weitergeleitet, welches die Krimmungsreaktion ausfihrt.

In Physcomitrella scheint es, im Gegensatz zu Arabidopsis, nicht zu einer BL-induzierten
Internalisierung von Phototropin von der PM ins Cytoplasma zu kommen (obgleich diese
Experimente (von Rabea Meyberg) mit CFP:phot anstatt mit den in Arabidopsis-Studien
Ublichen C-terminalen FP-Fusionen durchgefiihrt wurden). Daher scheint die Kooperation
zwischen phy und phot eher nicht in der phy-vermittelten phot-Retention an der PM zu
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bestehen. Da Physcomitrella darliber hinaus keinen BL-vermittelten Phototropismus aufweist,
kann es auch nicht zu einem R-verstarkten BL-Phototropismus wie in Arabidopsis kommen.
Ob RL-Phototropismus durch vorhergehende oder gleichzeitige BL-Bestrahlung synergistisch
verstarkt werden kann (letzteres ist in Adiantum Neochrom-vermittelt mdglich) konnte
bislang noch nicht untersucht werden. Mdglicherweise nutzt Phytochrom 4 lediglich die PM-
Fixierung durch Phototropin fir die Ausbildung eines Trans-Membran Pfr-Gradienten (beim
Phototropismus) und fiir den Polarotropismus notwendige anisotrope Orientierung der
Transitions-Dipolmomente des Chromophors aus, um das molekulare Signal anschlieBend
Uber den phot- oder phy-Signalweg weiterzuleiten (wobei beide bislang nur unzureichend
charakterisiert sind).

Da auf Basis der bisherigen Erkenntnisse weder bekannt ist, wie Phototropin (mit
Phytochrom) an der PM haftet, noch welche weiteren Komponenten an dem Signalkomplex
beteiligt sind, noch welche Signalproteine das Signal ans Cytoskelett weiterleiten, rechtfertigt
dies die Suche nach weiteren phy-Interaktionspartnern, z.B. mittels Y2H-Methoden, wie sie im
zweiten Teil der vorliegenden Arbeit angewendet wurden.

5.2.2 Charakterisierung der Interaktion von Arabidopsis phyA
mit phot1 und phot2

Nachdem die Interaktion von phy4 mit den Physcomitrel/a-Phototropinen nachgewiesen
wurde, stellte sich die Frage, ob eine solche Interaktion auch zwischen Arabidopsis phyA und
Phototropin 1 oder 2 stattfindet und auf diese Weise das Zusammenspiel von RL- und BL-
Signalling erklaren kénnte (vgl. 1.4). Ein Y2H-Experiment mit BD:phyA und AD:phots blieb
jedoch ergebnislos (Doktorarbeit Mailliet und eigene Ergebnisse: Abbildung 4-20A).
Uberraschenderweise konnte in Split-YFP-Experimenten mit YFPcphyA+YFPy:photl in
Zwiebel dennoch ein Signal in R detektiert werden, welches ebenfalls an der Plasmamembran
lokalisiert war. Da GFP:phyA und auch N-terminal fusionierte phyA-Homodimere
erwartungsgemal3 eine lichtabhangige Translokation in den Zellkern (in R und FR) zeigten,
kann man davon ausgehen, dass auch bei phyA der N-terminale 7ag nicht in dem Male die
Proteinfaltung und/oder Funktion stort, wie zunachst angenommen. Da auch hier das Sp/it-
YFP-Signal wesentlich schwacher, als das FP-Fusions-Signal war, wird wahrscheinlich auch in
Arabidopsis (bzw. Zellen héherer Pflanzen) nur eine Subpopulation von phyA an der PM
fixiert, wahrend ein anderer Poo/ die Licht-induzierte Kerntranslokation ausfihren und
differentielle Genregulation regulieren kann. Der PM-Poo/ hingegen konnte auf der anderen
Seite fir die postulierten cytoplasmatischen phyA Antworten wie z.B. fir den R-verstarkten
BL-Phototropismus verantwortlich sein (s. 1.4). Somit kdnnte es sich um eine evolutionar
konservierte Rolle der entsprechenden Interaktion in Physcomitrella handeln. Mdglicherweise
ist die direkte Photorezeptor-Interaktion auch fir die phyA-vermittelte Retention von phot an
der PM verantwortlich, z.B. indem eine BL-vermittelte/phot-abhdangige Umorganisation
cortikaler Mikrotubuli verhindert wird (Lindeboom et a/, 2013). Alternativ konnte phyA aber
auch die Expression einer fir die differentielle Regulation der phot-Lokalisation
verantwortliche Komponente induzieren. So oder so hatte Arabidopsis Phytochrom eine
duale Funktion — eine im Cytoplasma/an der PM und eine im Zellkern. Ob andere Arabidopsis
Phytochrome und/oder phot2 ebenfalls eine solche Interaktion eingehen, ist bislang unklar.
Da in YZ2H im Gegensatz zu Split-YFP keine Interaktion detektierbar war, ist davon
auszugehen, dass in Arabidopsis weitere Proteine die phy-phot-Interaktion vermitteln (was in
Physcomitrella nicht der Fall zu sein scheint), die /n planta jedoch nicht im Hefesystem
verflgbar sind. Im postulierten PM-Lichtsignalkomplex ist vermutlich mindestens ein weiteres
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Protein fiir die Fixierung des Phototropins an der PM verantwortlich. Alternativ ware auch
denkbar, dass eine phy-Bindungsstelle an photl durch seine Volllangen-Tertiarstruktur
maskiert wird und erst durch ein RL-Signal (und z.B. Phosphorylierung oder Interaktion mit
einem weiteren Signalprotein) freigelegt wird. Auch Phototropin erfahrt wie Phytochrom eine
Licht-induzierte strukturelle Konformationsanderung (der Ja-Helix), die in diesem Fall die
Hemmung der Kinasedomane aufheben und das Molekiil somit aktivieren kann. Da die phyA-
photl-Interaktion allerdings schon in R (ohne BL) stattfindet, wiirde es sich bei einer
Konformationséanderung, die eine phy-phot-Interaktion beglnstigen kdnnte, nicht um den
beschriebenen BL-induzierten Effekt handeln. In einer Publikation von Endo et a/ (2013)
wurde gezeigt, dass lediglich der photl C-Terminus und nicht das Volllangenprotein in der
Lage ist, mit dem dort untersuchten PHL-Protein zu interagieren. Aus diesem Grund wurden
in der vorliegenden Arbeit entsprechende Y2H-Prey-Konstrukte kloniert und mit Vollldangen-
phyA-Baits kombiniert. Leider konnte weder der photl-N- noch der photl-C-Terminus
(unabhangig von der AD-Fusionsreihenfolge) mit BD:phyA bzw. phyA:BD interagieren (s.
Abbildung 4-19). Daher kann zumindest eine Maskierung von N- oder C-Terminus als
Ursache fir die ausbleibende Interaktion mit phyA ausgeschlossen werden.

Fur Phototropin wurde postuliert, dass es zusammen mit seinen friihen Signalkomponenten
NPH3, RPT2, PKS- & ABCB-Proteinen und PINs in Membran-Mikrodoméanen clustert
(Titapiwatanakun et a/, 2009). Mindestens die Expression von RPT2 und PKS1 wird durch
phyA reguliert und zumindest fir NPH3 und PKS1 ist bekannt, dass diese Proteine essentiell
fur BL-Phototropismus sind und auch mit Phytochrom und mit miteinander interagieren (s.
1.4, s. Abbildung 4-20 A: konstitutive phyA-PKS1-Y2H-Interaktion, Lariguet et a/ (2006), de
Carbonnel et al. (2010)). Daher stellen beide interessante Kandidaten fiir die Vermittlung der
phyA-photl-Interaktion an der Plasmamembran dar. Um eine mdgliche Briickenprotein-
Funktion von NPH3, bzw. PKS1 zu untersuchen, wurde der pBRIDGE-Vektor (Clontech) fir ein
Y3H-Assay angewendet, in dem die BD:phyA-AD:phot-Interaktion in An- oder Abwesenheit
des entsprechenden Bridge-Proteins untersucht werden kann. Die Expression des
letztgenannten kann prinzipiell Gber die Methionin-Konzentration im Selektionsmedium
gesteuert werden, da sich die entsprechende CDS (NPH3 oder PKS1) im zweiten ORF des
pBRIDGE-Vektors unter der Kontrolle eines Met-reprimierbaren Promotors befindet. Doppelt
transformierte Hefen (BD:phyA/Bridge-Protein im Bait-Vektor und AD:phots im Prey-Vektor)
wurden (zundchst an Met-Mangelbedingungen gewdhnt und anschlieBend) auf selektive
PCB-Medien mit zusatzlichem Methionin (zur Bridge-Repression), mit normaler Methionin-
Konzentration und ohne Methionin (zur Bridge-Induktion) aufgebracht und in
unterschiedlichen Lichtbedingungen inkubiert. Die Co-Expression von NPH3 fiihrte in keiner
der untersuchten Bedingungen zu Hefewachstum, weshalb fiir dieses Protein eine Funktion
als Vermittler der phyA-photl-Interaktion ausgeschlossen wurde (Abbildung 4-20 B). Im Fall
von PKS1 ist die Situation weniger klar, denn hier findet auf +Met-Medium und auf —-Met-
Medium keinerlei Wachstum statt, wéhrend auf 75D (mit normaler Met-Konzentration)
reproduzierbar ein R-verstarktes Wachstum in der Kombination von BD:phyA mit AD:photl
zu beobachten ist (Abbildung 4-20 B). Dies ist einigermalen Uberraschend, denn wenn die
BD:phyA-AD:phot-Interaktion nur in Anwesenheit von PKS1 stattfinden wirde, hatte man
lediglich ein Signal auf -Met-Medium erwartet, es sei denn, auch bei der normalen Met-
Konzentration findet PKS1-Expression statt. Folglich stellte sich die Frage, ob es auf
normalem SD-Medium auch zu einer Expression des Bridge-Proteins kommt. Daher wurden
die entsprechenden doppelt transformierten Hefen in DSD mit den unterschiedlichen
Methionin-Konzentrationen angezogen und bezlglich der Bait-, Prey- und Bridge-Protein-
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Herstellung untersucht. In der Tat konnte nachgewiesen werden, dass die PKS1-Expression
von der Methionin-Konzentration abhangt, aber interessanterweise die normale Methionin-
Konzentration im SD-Medium nicht ausreicht, um die Bridge-Protein-Expression zu
unterdricken (Abbildung 4-21). Folglich war wahrscheinlich PKS1 auch im Y3H-Assay von
BD:phyA+PKS1 mit AD:photl auf 75D anwesend und ware somit in der Lage, als
Briickenprotein zu fungieren. Mdglicherweise sind die gleichen Hefen unter Met-
Mangelbedingungen zu  gestresstt, um unter den offensichtlich  schwachen
Interaktionsbedingungen zu wachsen und zeigen daher auf -Met-75D0-Medium keine
Wachstumsantwort.

Um dieses Ergebnis in einem Pflanzensystem zu bestatigen, wurde versucht, das fir HA:phy4
und Physcomitrella myc:phots etablierte Co-IP-Experiment auf HA:phyA und myc:photl mit
und ohne Co-Expression von PKS1 auszudehnen. Leider stellte sich heraus, dass insbesondere
PKS1 unter den angewendeten Bedingungen sehr instabil ist und daher meist am Ende der
Proteinextraktion / im Input der IP nicht mehr in nachweisbarer Menge vorhanden war
(4.3.2.2). Sollte PKS1 doch in Einzelfallen im Input nachweisbar gewesen sein, konnte
allerdings in keinem Fall eine myc:photl-IP-Bande nach HA:phyA-IP nachgewiesen werden
(nicht gezeigt). Interessanterweise war es dennoch mdaglich, eine solche IP-Bande ohne co-
exprimiertes PKS1 nachzuweisen (Abbildung 4-22). Dies kdnnte bedeuten, dass PKS1 die
Interaktion von phyA und photl /n planta (ex vivo) nach R-Bestrahlung eher behindern
wirde, als sie zu fordern (was aber durch weitere Experimente belegt werden sollte). Dies
kdnnte auch eine Erklarung fir die ausbleibende Wachstumsantwort auf —-Met-Medium im
Y3H-Assay sein (allerdings hatte man in diesem Fall auch auf normalem 75D-Medium kein
Wachstum erwartet). Daher handelt es sich bei PKS1 wahrscheinlich auch nicht um das
gesuchte Briickenprotein (zumindest nicht in R). Mdglicherweise ist PKS1 auch nur in D oder
nach BL an den Signalkomplex gebunden (was im Y3H-Assay jedoch mutmallich ein Signal
hervorgerufen hatte). Zumindest die /n vivo photl-PKS1-Interaktion wurde bislang nur in D
untersucht und fand an der PM statt (Lariguet et a/ (2006) u. wahrscheinlich auch Zhao et al.
(2013)). Mittels Co-IP konnte allerdings auch eine ex vivo Interaktion in WL nachgewiesen
werden (Lariguet et a/, 2006). Die in vivo photl-PKS1-Interaktion an der PM konnte auch in
eigenen Split-YFP-Analysen von YFPy:photl sowohl mit YFPc:PKS1 als auch mit PKS1:YFPc
bestatigt werden (Abbildung 4-23 B). Bezliglich der zellularen PKS1-Lokalisation existieren
widerspruchliche Erkenntnisse: wahrend Fankhauser et a/. (1999) von einer cytoplasmatischen
Lokalisation von PKS1:GFP berichtete (diese jedoch nicht zeigte), war PKS1:GFP in einer
spateren Studie von Lariguet et a/. (2006) mit der PM etiolierter Keimlinge assoziiert, worauf
Zellfraktionierungs-Experimente mit etiolierten (und vor Allem von fir 4h Licht-behandelten)
Keimlingen in derselben Arbeit ebenfalls hinwiesen. Soweit mir bekannt, konnte bislang keine
(State-dependent) PKS1-phyA-Interaktion /n planta nachgewiesen werden. Co-IP-Versuche
blieben sowohl bei Fankhauser, als auch in eigenen Experimenten ergebnislos (beides nicht
gezeigt). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit mittels Sp/it-YFP untersucht, wo
die intrazelluldre phyA-PKS1-Interaktion in Zwiebelzellen stattfindet. YFPc:phyA konnte in
Kombination mit PKS1:YFPy kein rekonstituiertes YFP-Signal erzeugen (nicht gezeigt),
wohingegen in Kombination mit YFPy:PKS1 auch ohne Licht-Vorbehandlung ein deutliches
Signal im Cytoplasma und der perinukledren Region beobachtet werden konnte (Abbildung
4-23 A). Daher widersprechen sowohl die Sp/it-YFP- als auch die Co-IP-Erkenntnisse der
Hypothese, dass es sich bei PKS1 um das gesuchte Briickenprotein, sondern stattdessen um
eine potentielle Signalkomponente handelt. Interessanterweise ergibt sich noch eine weitere
Konsequenz: es scheint nicht nur zwei Phytochrom-Poo/s, sondern auch zwei PKS1-Pools zu
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geben: einer, der mit phot (und indirekt mit phy) an der PM interagiert, und einer, der mit
cytoplasmatischem Pr assoziiert ist. Moglicherweise ist der PM-PKS1-Poo/ eher fur (R-
modulierte) BL-Antworten (u. ggf. fir die R-vermittelte Phot-Retention an der PM in BL) und
der cytoplasmatische PKS1-Poo/ eher fir RL-abhangige phy-Antworten verantwortlich. Ob
sich die D-Lokalisation des phyA-PKS1-Komplexes durch RL (oder BL) dndert, ist bislang
unklar. Eine R-induzierte Dissoziation des Komplexes ist dabei eher unwahrscheinlich
(Fankhauser et al, 1999). Bei starkerer VergroBerung wurde deutlich, dass das phyA-PKS1-
YFP-Signal nicht uniform, sondern insbesondere im Cytoplasma (angrenzend an die PM)
strukturiert erschien. Moglicherweise wird dies durch eine Assoziation des phyA-PKS1-
Komplexes mit weiteren zelluldren Komponenten, wie dem Cytoskelett oder dem ER
hervorgerufen. Es ware vorstellbar, dass dies beispielsweise eine Rolle in der postulierten
PKS1-abhdngigen phy-Retention im Cytoplasma und resultierendem negativem phy-
Signalling spielen kdnnte (s. 1.2.2).

Die Bestatigung der im Split-YFP detektierten phyA-photl-Interaktion im Co-IP-Experiment
(also mit einer weiteren Pflanzen-basierten Methode) bei gleichzeitigem Ausbleiben einer
direkten YZH-Interaktion (Abbildung 4-20 A), bestarkt die Hypothese, dass ein
Brickenprotein notwendig ist, um die phyA-photl-Interaktion zu vermitteln. Die molekulare
Natur dieses Proteins bleibt jedoch weiterhin unbekannt.

5.3 Holo-phy4:BD Y2H-Oligo dT-cDNA Library-Mating-Screen

Y2H-Methoden sollten eingesetzt werden, um mdgliche phy4-Interaktionspartner, die eine
cytoplasmatische Signaltransduktion flr gerichtete Lichtantworten vermitteln kdnnen, zu
identifizieren. Eine in AH109 vortransformierte Physcomitrella Oligo dT-cDNA Bibliothek
wurde mit Apo-BD:PHY4 (Dr. Mailliet) und Holo-phy4:BD in Rc mittels Hefe-
Doppeltransformation bzw. Mating gescreened.

Im Holo-phy4:BD-Screen wurden 4,2 x 10° Klone erfasst, was schitzungsweise einer 4-fachen
Abdeckung des Physcomitrella Transkriptoms entspricht. 69 Hefeklone Uberlebten die zwei
Selektionsrunden, wovon die Meisten Rc-abhdngig auf 75D + 3-AT+PCB-Masterplatten
wuchsen (Abbildung 4-24). Hefe-DNAs wurden in £. coli transformiert, wobei im Fall mehrerer
Prey-Plasmide pro Hefeklon diese erfolgreich getrennt werden konnten. Mehr als 100 DNA-
Minipraparationen wurden sequenziert und bereinigte Sequenzen wurden zunachst
gegeneinander und anschlieBend mit NCBI- und Cosmoss- Transkript-Datenbanken
abgeglichen um Duplikate bzw. die jeweiligen Loci im Physcomitrella Genom zu identifizieren.
Nach Sequenzanalyse verblieben 54 Hefeklone mit einmaligen Sequenzen, wovon 6 Klone je
zwei Prey-Plasmide enthielten (= 60; s. Tabelle 1 im Anhang). Insgesamt war die Anzahl
gescreenter Klone und die der identifizierten einmaligen Sequenzen fiir den Holo-phy4:BD-
Screen (Mating) wesentlich hoher, als fir den Apo-BD:PHY4-Screen (Doppeltransformation;
vgl. 3.4.1), was fur die Anwendung des Mating-Protokolls und von weniger 3-AT spricht. Die
wenigsten der der erhaltenen Datenbank-Treffer waren annotiert. Annotation konnte durch
Domanenvorhersage und durch Suche nach homologen Proteinen in Arabidopsis thaliana
und Viridiplantae verbessert werden. Knapp ein Drittel der identifizierten phy4:BD-
Interaktionspartner haben wohl Funktionen in Metabolismus, gefolgt von Translations-
assoziierten Proteinen und Signaltransduktions-Proteinen (vgl. Tabelle 4-4). Zwischen 2 und 5
Proteine Ubernehmen wahrscheinlich Rollen in Stress- oder Phytohormon-Antworten, sind
womoglich mit dem Cytoskelett oder Membranen / Transport assoziiert. 6 Proteinen konnte
auf Basis von Datenbank- oder Literaturrecherchen keine Funktion zugeordnet werden.
Kandidaten, die als unwahrscheinliche Akteure in cytoplasmatischem Phytochrom-Signalling
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erachtet wurden, wurden aus der weiteren experimentellen Untersuchung ausgeschlossen.
Bei moglicherweise fur Phytochrom-Signaltransduktion interessanten Kandidaten handelte es
sich zum einen um klassische Signalproteine und posttranslationale-Modifizierer. Bei der
Krimmungsreaktion der Moosfilamente infolge gerichteter Lichtreize organisiert sich vor
Allem das Aktin-Cytoskelett um, weshalb dieses wahrscheinlich eine zentrale Rolle als
ausfihrendes Organ downstream des Phytochrom-Phototropin-Signalkomplexes an der
Plasmamembran spielt (Jaedicke et a/, 2012). Daher sind zum anderen Cytoskelett-assoziierte
Proteine besonders interessant. Darliber hinaus ist nicht bekannt, wie der phy-phot-Komplex
in Plasmamembran-Nahe verankert ist. Sogar flr Arabidopsis-Phototropine konnte dies
bislang nicht zweifelsfrei geklart werden. Weder bei Phytochrom, noch bei Phototropin
handelt es sich um Membranproteine, so dass die Verankerungsfunktion wohl durch ein
anderes Protein vermittelt wird. Daher wurden auch Membranproteine flir eine nahere
Untersuchung ausgewahlt. Transkriptions-/Translations-Regulatoren wurden ebenfalls
ausgewahlt, da jingst eine Phytochrom-Funktion in der PORA-Translation gezeigt werden
konnte (Paik et a/, 2012).

5.4 Untersuchung ausgewahlter Partner aus Apo-BD:PHY4 und
Holo-phy4:BD- Y2H-cDNA-Library-Screens
Aus dem Apo-BD:PHY4 und dem Holo-phy4:BD-Screen wurden 4 bzw. 15 Klone fir
experimentelle Analysen ausgewahlt (Tabelle 4-5) und in Volllange meist in Gateway-Entry-
Vektoren kloniert, um daraus Expressionsklone fiir Y2H-, Lokalisations- und Split-YFP-
Interaktionsanalysen herzustellen. AD:CDS und CDS:AD-Prey-Plasmide aller ausgewahlten
Partner wurden in Hefe mit photoaktiven Volllangen-BD:phy4- und phy4:BD-Baits kombiniert.
Das Interaktionsverhalten wurde mittels semiquantitativen Y2H-Wachstums-Assays in
unterschiedlichen Lichtbedingungen charakterisiert (Abbildung 4-25). Die Mehrzahl der
untersuchten Kandidaten konnte in Y2H verifiziert werden. Meistens zeigten verifizierte
Interaktionspartner ~ R-verstarktes ~ und  FR-revertierbares,  seltener  konstitutives
Wachstumsverhalten so dass sie vorlaufig als Holophytochrome Interacting Partners (HIPs)
benannt wurden. Lediglich drei von 19 Partnern wurden entweder aufgrund des Y2H-Assays
(Cyclophilin) oder nach Split-YFP-Experimenten (Rhodopsin-7aii- & Autophagie-Protein) von
weiteren Analysen ausgeschlossen (s. 4.5.1). Eine Ursache fur eine nicht verifizierte Interaktion
im Wachstums-Assay im Vergleich zu dem Wachstumsverhalten der urspriinglichen
Screening-Klone kdnnte sein, dass evtl. in der Volllangen-Konfiguration eine mdgliche phy4-
Bindestelle verdeckt wird, die als partielles Konstrukt zuganglich war. Beim Cyclophilin war
allerdings die komplette CDS vorhanden, allerdings zusatzlich dazu auch UTR-Teile, so dass
vermutlich eine alternative Faltung mit (Screen) und ohne UTRs (semiquantitatives
Wachstums-Assa)) die Ursache flr eine ausbleibende Interaktion ist. Ebenso konnen
generelle Unterschiede in der Interaktionsstarke in Screen und semiquantitativem
Wachstums-Assay (nach Volllangen-CDS-Klonierung) auftreten. So wachsen z.B. Hefen, die
CDPK, das Pirin-/ike-, das ZF-, das Rhomboid- und das Ankyrin&BTB/POZ-Protein
exprimieren im semiquantitativen Wachstums-Assay (in Screening-Konfiguration) ahnlich
stark auf 75D ohne PCB wie auf 750 + PCB in Rc (s. Abbildung 4-25). In der 2.
Selektionsrunde der Screening-Klone allerdings trat auf dem PCB-haltigen Medium immer
starkeres Wachstum / MELI-Aktivierung auf, als auf 75D ohne PCB (s. Tabelle 4-5). Keiner
dieser Partner wies in der cDNA-Bibliothek eine komplette CDS auf.
Es ist eher unwahrscheinlich, dass alle Y2H-positiven Kandidaten tatsachlich eine Rolle in der
(cytoplasmatischen) Phytochrom-Signaltransduktion spielen. Y2H ist bekannt dafir, auch eine
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betrachtliche Anzahl falsch positiver Resultate zu erzielen. Beispielsweise kommen durch die
Expression von cDNAs aus potentiell allen mRNAs ggf. Proteine in der Hefezelle zusammen,
die in der Pflanzenzelle durch Kompartimente getrennt waren. Oder Interaktionen finden
aufgrund des modularen Aufbaus von Proteinen durch Domanen-Ahnlichkeiten statt. So
kdnnte man sich vorstellen, dass Proteinkinase-Substrate mit Phytochrom beispielsweise tber
seine HKRD interagieren oder dass auch nicht-physiologische Interaktionen mit dem PAS-
Repeat stattfinden etc. Daher missen zunachst weitere Evidenzen flr eine Protein-Protein-
Interaktion erbracht werden und idealerweise auch Knockouts hergestellt und deren
physiologische Reaktion auf gerichtete/polarisierte Rotlichtreize untersucht werden. Letzteres
ist sehr zeitaufwendig und war in dieser Arbeit nicht moglich. Daher wurde entschieden,
zunachst die Exprimierbarkeit und Lokalisation von Fluoreszenzproteinfusionen in
Physcomitrella in D und R zu Uberprifen. AnschlieBend, sollte die /n planta Interaktion mit
phy4 mittels Split-YFP verifiziert werden. Mogliche Funktionen putativer Interaktionspartner
sollte anhand eingehender Literaturrecherche abgeleitet werden. Die Ergebnisse dieser
Analysen sind fir jeden untersuchten putativen Partner einzeln im Folgenden dargelegt.

5.4.1 Pirin/ HIP1 und Pirin-ahnliches Protein / (HIP2)
Interessanterweise wurde ein Pirin (HIP1) als Apo-BD-PHY4- und ein Pirin-dhnliches Protein
(ehemals HIP2) als Holo-phy4:BD-Interaktionspartner identifiziert. Daher wurden beide zur
experimentellen Untersuchung ausgewahlt. Basierend auf den Lokalisationsdaten (s.
Abbildung 4-26 A) kann abgeleitet werden, dass Pirin/HIP1 prinzipiell Signale in Cytoplasma
und/oder Zellkern weiterleiten und auch /n planta mit phy4 interagieren konnte. Spl/it-YFP-
Experimente ergaben, dass nur das Pirin nicht jedoch das Pirin-ahnliche Protein /in planta mit
phy4 interagiert, weshalb die folgenden Ausfihrungen auf das Pirin fokussieren. Da dem
Pirin-ahnlichen Protein die C-terminale Domane des Pirins fehlt, konnte es sein, dass eben
diese fur die Interaktion mit phy4 verantwortlich ist. YFPy:Pirin+phy4:YFPc interagierten
analog zu den Lokalisationsdaten in Cytoplasma und Kern, aber auch in cytoplasmatischen
Foci (Abbildung 4-26 B). Pirin besitzt eine N-terminale Cupin-Domane mit den potentiellen
Metall-koordinierenden Aminosauren H116, H118, H160 and E162, die H57, H59, H101 und
E103 im menschlichen Pirin entsprechen (Pang et a/, 2004; Adams & Jia, 2005). Die Pirin-
typische C-terminale Domédne ahnelt der Cupin-Domane, allerdings fehlen ihr die Metall-
koordinierenden Reste. Pirine kommen sowohl in Sdugetieren, als auch in Pilzen, Pflanzen
und Prokaryoten vor. Zuerst wurde ein humanes Pirin identifiziert und als nukleares Faktor I/
CCAAT-Box-Transkriptionsfaktor (NFI / CTF1)-interagierendes Protein charakterisiert (Wendler
et al, 1997), welches auch mit dem humanen Onkogen BcL3 (ein Mitglied der IkappaB-
Familie) interagieren kann (Dechend et a/, 1999). Da das Physcomitrella-Pirin zusatzlich zum
Zellkern auch im Cytoplasma vorkommt und mit phy4 interagiert, Gbernimmt es vermutlich
auch dort physiologische Aufgaben.

Im Physcomitrella- und im Arabidopsis-Genom sind vier bzw. drei Pirin-dhnliche Gene
enthalten und die Funktionen der codierten Proteine scheinen sehr divers zu sein. Was
pflanzliche Pirin-Funktionen betrifft, konnte gezeigt werden, dass es in diverse physiologische
Prozesse, wie zum Beispiel bakterielle Pathogen-Anfalligkeit (At.PRN2, Zhang, B et a/. (2014)),
Apoptose (Le.Pirin, Orzaez et a/. (2001)), ABA-Regulation der Samenkeimung (At.PRN1, Lapik
and Kaufman (2003)) und in die B-induzierte LHC-Expression (Warpeha et a/, 2007) involviert
ist. Eines der Arabidopsis-Pirine (PRN1) wurde in einem VYZ2H-Screen nach
Interaktionspartnern der einzigen G-Protein a-Untereinheit (GPA1) im Arabidopsis-Genom
identifiziert (Lapik & Kaufman, 2003). Durch die direkte PRN1-GPAl-Interaktion wird
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moglicherweise die lichtabhdangige Samenkeimung und -entwicklung induziert. Die PRNI-
Expression wird durch Rotlicht und ABA positiv reguliert. Somit konnte Pirin und auch GPAl
eine Rolle in der Lichtsignaltransduktion spielen. Warpeha et a/ (2007) konnten dariber
hinaus zeigen, dass G-Protein-Signalling auch die PRN1-vermittelte ABA und B-Regulation
des Light Harvesting Chlorophyll a/b-Bindeproteins in etiolierten Arabidopsis Keimlingen
steuern kann. Allerdings ware — eine analoge Signaltransduktion in Physcomitrella
vorausgesetzt — unmoglich, dass eine genregulatorische Antwort flir gerichtete
Lichtantworten verantwortlich zeichnen kann. Wenn Pirin also an der Plasmamembran mit
dem Phy-Phot-Komplex interagiert und das Signal tber G-Proteine weiterleitet, dann muss
ein anderer Effektor im Cytoplasma Ziel des Signals sein, um zu einer lokalen Umorganisation
des Cytoskeletts zu fuhren. Da allerdings sowohl GPA1, als auch der G-Protein gekoppelte
Rezeptor GCR1 durch Interaktion mit spezifischen Zielproteinen diverse Antworten auslésen
kdnnen, ist nicht auszuschlieBen, dass auch cytoplasmatisches Phytochrom-Signalling tber
GPAL1 laufen koénnte.

Heterotrimere G-Proteine wurden schon in den 90er Jahren als Phytochrom-
Signalweiterleitungsmdglichkeit in Samenkeimung und -entwicklung in Betracht gezogen. So
konnten pharmakologische Ansatze zeigen, dass der Phanotyp einer Tomaten-Chromophor-
Synthesemutante durch Mikroinjektion von G-Protein-Untereinheits-Stabilisatoren gerettet
werden und dass manche Phytochrom-Effekte durch cGMP in D induziert werden konnten
(Neuhaus et al, 1993; Bowler et al, 1994). Eine spatere Studie zeigte, dass ein GPAL-
Uberexpressor erhdhte (WeiB-, R-, FR, B)-Lichtsensitivitdit und eine stirkere Phytochrom-
vermittelte Inhibition der Hypokotyl-Elongation aufwies (Okamoto et a/, 2001). Eine Arbeit
von Jones und Mitarbeitern stellte aber die Beteiligung von heterotrimeren G-Proteinen in
der Phytochrom-Signaltransduktion in Frage, da gpal und agbl (eine G-Protein [-
Untereinheit) Mutanten und Uberexpressoren keinen Phanotyp beziiglich der R- und FR-
Sensitivitat im Hypokotyl-Wachstum aufwiesen (Jones et a/, 2003). Andererseits weisen
Evidenzen von Botto et a/ (2009) darauf hin, dass dieselben Mutanten eine geringere
Keimungsrate in gepulstem und kontinuierlichen R-Licht aufweisen. Die Involvierung von G-
Proteinen ist demnach nach wie vor umstritten.

Fir Mensch-, £ coli- und Arabidopsis-Pirine konnte gezeigt werden, dass sie Quercetinase-
Aktivitat besitzen (Adams & Jia, 2005), also das Flavonoid Quercetin degradieren. Dieses
spielt u.A. eine Rolle in der UV-Akklimation (Hectors et a/, 2014) und inhibiert den polaren
Auxin-Transport in Weizen-Embryos (Fischer et al, 1997) und in Arabidopsis (Kuhn et al,
2011; Buer et a/, 2013), so dass Quercetin eine Rolle in Tropismen spielen kdnnte (Lewis et al,
2011). Pirin kann scheinbar (abhangig vom GDP/GTP-Bindungsstatus der assoziierten GPA1)
Quercetin-Level regulieren und wohl auch das lichtabhangige Hypokotyl-Wachstum steuern.
In der Tat zeigen im WeiBlicht gewachsene prnl Arabidopsis Keimlinge desorientiertes
Hypokotyl-Wachstum wahrend D-gewachsene Keimlinge erhdhte UV-induzierte Quercetin-
Level aufweisen (Orozco-Nunnelly et a/, 2014). In Arabidopsis ist Quercetin im und um den
Zellkern, im Endomembran-System und an der Plasmamembran lokalisiert (Peer et a/, 2001).
Somit ware es theoretisch mdglich, dass verschiedene phy4-Pirin-Effekte — inklusive des
phy4-Phototropin-Komplexes an der Plasmamembran — mit Quercetin und Auxin-Wirkung
assoziiert sind. Vorstellbar ware evtl, dass die Quercetinase-Aktivitait des vermutlich
konstitutiv an phy4 gebundenen Pirins (vgl. Split-YFP-Daten) entweder durch die phy4-
Photokonversion oder ggf. durch Rekrutierung/Aktivierung eines weiteren Partners (GPA1?)
moduliert wird. Infolge dessen konnte eine verdnderte Quercetin-Konzentration in
Plasmamembran-Nahe zu differentieller PIN-Lokalisation / Aktivitat und somit zu veranderten
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Auxin-Flissen fihren, die sich letztlich auf die Zellstreckung und zusammen mit anderen
Regulatoren auf die Zellorientierung auswirken kdnnten.

Es scheint sich bei Pirin also um ein bona fide Signalprotein mit diversen Funktionen zu
handeln, allerdings muss die Involvierung in Phytochrom-Signalling abgesehen von der
direkten konstitutiven /n planta Interaktion mit phy4 noch durch weitere Experimente belegt
werden.

5.4.2 ZF-Protein / HIP3

Das im Holo-phy4:BD-Screen identifizierte Zinkfinger-Protein wurde aufgrund seiner
moglichen ZF-Protein-Protein-Interaktionsdomanen zur ndheren Untersuchung ausgewahlt
und konnte im Y2H-Assay (Abbildung 4-25) und auch in Split-YFP (Abbildung 4-27 B) als
phy4-Interaktor verifiziert werden. Interessanterweise war die Interaktion sowohl in Y2H, als
auch in Split-YFP nur in R also mit phy4-Pfr zu beobachten. Prinzipiell konnen Protein-
Protein-Interaktionen dazu flhren, dass sich die intrazelluldare Lokalisation, die Stabilitat,
Aktivitat oder Interaktion des Zielproteins mit anderen Proteinen @ndert. Da das Split-YFP-
Signal auch nach einer Stunde Belichtung beobachtbar war, ist vermutlich die Stabilitat des
ZF-Proteins durch die Interaktion mit phy4 nicht beeintrachtigt. Auch die Lokalisation von ZF
in D und R (also mit phy4-Interaktion) sowohl in Lokalisations- als auch in Sp/it-YFP-Studien
ist identisch. Sollte die phy4-ZF-Interaktion eine physiologische Relevanz haben, wirkt sich
die lichtabhangige ZF-phy4-Interaktion womdglich entweder auf ein weiteres Signalprotein
aus oder hat ggf. einen Effekt auf die Bindeaktivitat des ZF-Proteins. Die ZF-phy4-Interaktion
scheint dabei im Cytoplasma und im Zellkern stattzufinden, auch wenn CFP:ZF zumindest in
der Halfte der beobachteten Zellen im Cytoplasma alleine anzutreffen war (Abbildung 4-27
A). Somit kdnnte der ZF-phy4-Komplex seine Funktion in beiden Kompartimenten austben.
Ob die rein cytoplasmatische Lokalisation in einer Untermenge der CFP:ZF-Zellen
physiologische Gegebenheiten widerspiegelt, oder durch die Fusion mit dem FP
hervorgerufen wird, kann nicht mit Sicherheit beurteilt werden. Da allerdings keine
klassischen NLS und NES-Sequenzen vorliegen, interferiert die FP-Fusion wohl eher nicht mit
der Erkennung solcher Motive.

HIP3 weist verschiedene ZF-Motive auf: CHY-Typ (68-156), CTCHY-Typ (146-210), C3HC4
(210-253) und RING-Typ Zinkfinger. ZF-Proteine binden diverse Liganden: von DNA und RNA
Uber Lipide bis zu Proteinen (Laity et a/, 2001; Matthews & Sunde, 2002) und kdnnen
Funktionen in ebenso diversen zelluldren Prozessen wie Transkription, Translation,
Cytoskelett-Organisation oder Proteinfaltung haben. Die Domanenen-Bezeichnung CHY-ZF
leitet sich von seinem konservierten CxHY-Motif ab, dessen Funktion bislang unbekannt ist
(Leng et al, 2003). Die 40-60 Aminosauren umfassenden RING-Typ-ZF hingegen binden zwei
Zinkatome und vermitteln wohl Protein-Protein-Interaktionen (Freemont, 1993; Borden &
Freemont, 1996; Saurin et a/, 1996). RING-Typ-ZF konnen eine Rolle als E3-Ubiquitin-Ligasen
in der Ubiquitin-vermittelten Proteindegradation spielen, sind in Pflanzen somit haufig an
Genregulation mittels Repressor-Eliminierung beteiligt und haben demzufolge Funktionen in
Signaltransduktionen.  Mindestens  sieben  mdgliche  ArabidopsissHomologe  des
Physcomitrella-ZF-Proteins konnten mittels BLASTP identifiziert werden (s. 4.5.2.2 & Tabelle
6-1). Das identifizierte RING-Finger und CHY Zinkfinger-Doméanen-enthaltende Protein 1 ist
in der Tat eine nukledre E3 Ubiquitin-Ligase, die fiir die Regulation der Stomata-Offnung
verantwortlich ist. Die Aktivitdt der Ligase scheint mittels Phosphorylierung durch die SNVFI-
related protein kinase 2 (SnRK2.6, Ding et al. (2015)) reguliert zu werden. CHY und CTCHY
und RING-TYP ZF-Protein ist ein PGPD 14-/ike Protein mit unbekannter Funktion (Kosarev et
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al, 2002). Ein weiterer Kandidat, die MYB30-/nteracting E3 Ligase 1 degradiert den MYB30
Transkriptionsfaktor, der als negativer Regulator in Abwehrantworten in Arabidopsis dient
(Marino et al, 2013).

Einige bekannte Arabidopsis Phytochrom-Interaktions- oder Signalmolekiile sind dafir
bekannt, RING-ZF zu besitzen, wie zum Beispiel RFI2 (RED AND FAR RED INSENSITIVE 2), das
eine Rolle in Phytochrom-gesteuerter Keimlings-Deetiolierung hat (Chen & Ni, 2006), oder
VOZ1 (VASCULAR PLANT ONE ZF 1), ein phyB-Interaktionspartner, der Blihinduktion
kontrolliert (Yasui et al/, 2012). Der zentrale Regulator der Photomorphogenese, die E3-
Ubiquitin Ligase COP1 (CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1), enthédlt ebenfalls ein
C3HC4-Typ RING-ZF-Motif. Dariiber hinaus wurde kirzlich Evidenz fir eine Phytochrom-
gesteuerte cytoplasmatische Funktion eines ZF-Proteins in Arabidopsis erbracht: das C3H-
Typ-ZF-Protein PENTA1 (PNT1), interagiert mit Pfr im Cytosol und reguliert dadurch die
Translation des lichtregulierten  Chlorophyll-Biosynthese-Enzyms  Protochlorophyllid-
Oxidoreduktase A (PORA, Paik et al. (2012)). Weitere Analysen des HIP3/ZF-Proteins sollten
Aufschluss Uber eine tatsachliche Funktion in phy4-Signalling geben, die insbesondere
aufgrund der lichtabhangigen /n p/anta Interaktion mit phy4 nicht ausgeschlossen ist.

5.4.3 PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1/ HIP4

PRL1 wurde zwar im Apo-BD:phy4-Screen identifiziert, zeigte jedoch trotzdem zumeist Licht-
induzierte Interaktion mit Holo-phy4-Bajts (Abbildung 4-25). Im Gegensatz zu -
Galaktosidase-Assay-Daten von Dr. Mailliet war auch die Screening-Konformation
BD:phy4+AD:PRL1 eher lichtabhdangig im semiquantitativen Wachstums-Assay. Wahrend die
intrazellulare PRL1-Lokalisation vorwiegend im Zellkern und weniger deutlich im Cytoplasma
(eher bei PRL1:GFP) gezeigt werden konnte, waren /n planta Interaktionsmuster zumeist in
Cytoplasma und Zellkern zu beobachten, was den Lokalisationsdaten weitgehend entspricht
(Abbildung 4-28). Eine Ausnahme bildet hierbei YFPc:phy4+YFPy\:PRL1, dessen Signal im Split-
YFP eher cytoplasmatisch lokalisiert, wahrend die N-terminale PRL1-FP-Fusion vorwiegend im
Zellkern vorzufinden ist. Scheinbar beeinflusst die Interaktion mit phy4 in diesem Fall das
Lokalisationsverhalten dahingehend, dass kein Kernimport oder konstitutiver Kernexport des
Komplexes stattfindet. Genevestigator-Microarray-Daten fur Entwicklungsstadien, Anatomie
und Perturbationen weisen auf eine Synexpression von PRL1/HIP4 und phy4 hin (s. Anhang
1.7.4).

PRL1 ist in Landpflanzen, Pilzen und Tieren inkl. Sdugetieren stark konserviert. Arabidopsis
PRL1 ist ein a-Importin-interagierendes Protein, welches im Zellkern lokalisiert und auch mit
Kern- und ER-Membranen assoziiert ist (Nemeth et a/, 1998). Die PRL1-Aminosdure-Sequenz
enthalt 7 WD40-Domanen und in der C-terminalen Region eine Variante des SV40-NLS-Typs,
die nicht konstitutiv, sondern abhangig von NLS- oder Importin-Phosphorylierung erkannt
wird (Nemeth et a/, 1998). Die Lokalisationsdaten schlieBen zumindest einen Rotlichteffekt
auf die Physcomitrella-PRL1-Lokalisation aus, da sich die Lokalisation nach R-Belichtung nicht
andert (s. Abbildung 4-28 A). Allerdings ist dies eine mdgliche Erklarung der
cytoplasmatischen Lokalisation von YFPcphy4+YFPy:PRL1, denn falls phy4 an den C-
terminalen Bereich von PRL1 bindet, konnte dies eine NLS-Erkennung storen und eine
cytoplasmatische Lokalisation des Komplexes bewirken. PRL1:YFPy hingegen interagiert nur
sehr schwach mit YFPc:phy4, was evtl. durch die C-terminale Fusion des PRL1 verursacht wird.
Méglicherweise behindert der C-terminale 7ag die Interaktion mit YFPc:phy4.

Die WD40-Domanen bilden vermutlich B-Propeller aus, die zusammen eine Plattform fir
Protein-Protein-Interaktionen z.B. flir Multi-Komplex-Assemblierung bilden. Solche
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Plattformen sind oft in Signaltransduktions-Prozesse und Transkriptionsregulation involviert,
wie zum Beispiel im Fall von COP1l in der Repression der photomorphogenetischen
Entwicklung. Arabidopsis PRL1 scheint an einer Vielzahl physiologischer Antworten beteiligt
zu sein, wie der Name schon andeutet. Zuerst wurde PRL1 als Regulator von Zellpolaritat
durch Organisation von Cytoskelett-Assemblierung in Pichia beschrieben (Xia et a/, 1996).
Spatere Arbeiten wiesen PRL1 eine zentrale Rolle in der Integration von Lichtsignalen mit
Hormon- (z.B. Cytokinin-) und Zuckerantworten in Pflanzen zu (Nemeth et a/, 1998). In der
Tat hat die pr/I-Mutation einen Effekt auf das lichtregulierte Hypokotyl-Wachstum, denn
prll- Hypokotyle sind in D kiirzer, als beim WT aber nicht in WeiB3-, R-, FR- oder B-Licht, was
einen schwachen COP-Phéanotyp darstellt (Nemeth et a/, 1998). Dies stimmt auch mit PRL1's
Rolle als positiver Regulator der Brassinosteroid-Synthese Uberein: das CPD-Gen, welches fir
eine Steroid-C23-Hydroxylase codiert, wird herunterreguliert und infolgedessen wird durch
BR die Skotomorphogenese geférdert (Szekeres et a/, 1996). Vermutlich werden BR-Level
ebenfalls positiv reguliert, indem PRL1 mit verschiedenen SnRKs (At.KIN10 und 11) in D und
Licht interagiert (s. auch ZF-Protein), deren Aktivitat beeinflusst und sie moglicherweise zur
Degradation markiert (Bhalerao et al, 1999; Lee et al, 2008; Flores-Perez et al, 2010). Auch
SnRKs haben diverse Funktionen als zentrale Regulatoren von Stress-, Kohlenstoff- und
Energie-Signalling (Baena-Gonzalez & Sheen, 2008), was dem PRL1-Signalweg wohl noch
mehr Komplexitat verleiht. Andere pr/I-Phdnotypen waren allerdings nur in Licht zu
beobachten, so dass Die PRL1-Wirkung moglicherweise ebenfalls lichtabhangig ist, was aber
leider keinem bestimmten Photorezeptor zugeordnet werden konnte (Nemeth et a/, 1998).
Abgesehen von den genannten Licht-, Hormon- und Kohlenhydrat-Antworten ist PRL1 auch
in Pflanzen-Pathogen-Abwehr beispielsweise als Mitglied des Multi-Protein-Komplexes
MOS4 (Modlfier of sncl, 4 Palma et al. (2007)) involviert. Dartber hinaus wurde kirzlich eine
PRL1-Funktion in der Kontrolle der Wurzelmeristem-GroBe, der Organisation des ruhenden
Zentrums, Stammzell-Differenzierung und Zellteilung evtl. durch raumliche Restriktion der
Homeobox-Transkriptionsfaktors WOX5-Expression gezeigt (Ji et a/, 2015). PRL1 scheint
zudem an der Akkumulation bestimmter miRNAs und siRNAs beteiligt zu sein (Zhang, S et al,
2014). Demnach ist PRL1 entweder ein Konvergenzzentrum fir die Integration von Licht-,
Zucker-, Hormon- und anderen Antworten, oder es ist flr spezialisierte Signal-Funktionen in
bestimmten Zellen verantwortlich.

Was PRL1-Funktionen in Physcomitrella anbelangt, ist bislang nichts bekannt, allerdings ware
die pleiotrope Regulation von Entwicklungsprozessen durch SnRK-Photoregulation eine
Maglichkeit, denn SNF1-Homologe sind auch in Physcomitrella vorhanden (Thelander et a/,
2004; Thelander et al, 2007). Licht, Zucker und Phytohormone (insbesondere Cytokinin und
Auxin) sind zentrale Stimuli fir die Entwicklung von Chloro- zu Caulonemata und zur
Initiierung von Gametophor-Entwicklung (und letztlich sexueller Fortpflanzung (Thelander et
al, 2005; Decker et al, 2006; von Schwartzenberg, 2006; Thelander et a/, 2007). SNF1-Kinasen
kdnnten dabei evtl. die Funktion von Energiesensoren Ubernehmen. Die phy4-PRL1-
Interaktion konnte somit eine Verbindung zwischen Phytochrom-/Licht- und Zucker-/
Phytohormon-Signaltransduktion in  Physcomitrella darstellen. Die Physiologie von
Physcomitrella pr/I' -Mutanten wirde somit interessante Einblicke in die Regulierung dieser
Prozesse gewahren.
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5.4.4 F-Box-interacting/Kelch-Protein und Kelch-Repeat-
Protein / HIP5
Beide im Holo-phy4:BD identifizierten Kelch-Proteine konnten mittels Y2H-Wachstums-
Assays zumeist als lichtabhangige Holo-phy4 Interaktionspartner verifiziert werden
(Abbildung 4-25). Beide Proteine lagen unabhangig von der Position des FP-7ags konstitutiv
in Kern und Cytoplasma (u. ggf. in Chloroplasten) vor, was prinzipiell eine Interaktion mit
phy4 moglich macht (s. Abbildung 4-29 A, Abbildung 4-30 A und 2B im Anhang). Das Kelch-
Repeat Protein/HIP5 wurde im Gegensatz zum F-Box-interacting/Kelch-Protein bezuglich
seines /n planta Interaktionsverhaltens untersucht und konnte auch hier als phy4-
Interaktionspartner verifiziert werden (s. Abbildung 4-30 B). In den meisten Konformationen
entsprach das Split-YFP-Lokalisationsmuster des phy4-Kelch-Repeat-Protein-Komplexes den
Lokalisationsdaten mit einfachen GFP-Fusionen, allerdings zeigte die Kombination
phy4:YFP-+YFPy:Kelch-Repeat interessanterweise ausschlieBlich cytoplasmatische Split-YFP-
Signale. Dies kdnnte fiir eine Funktion des phy4-Kelch-Repeat-Protein-Komplexes in diesem
Kompartiment sprechen.  Genevestigator-Microarray-Daten  fur  Entwicklungsstadien,
Anatomie und Perturbationen weisen (im Gegensatz zu eFP- und Phytozome-Daten) auf eine
Ko-Regulation des Kelch-Repeat-Proteins und phy4 hin.
Fur das F-Box-/nteracting/Kelch-Protein wurde neben einer Galaktose-Oxidase-Kelch/(-
Propeller- auch eine F-Box interagierende Domane mittels NCBI CCD vorhergesagt. Letztere
gehort zu einer mehr als 100 Mitglieder zahlenden Domanenfamilie in Arabidopsis. Oft findet
man die Domane C-terminal von F-Box-Domanen, die zuerst in Cyclin F identifiziert wurden.
Scheinbar stellen die meisten Mitglieder der Proteinfamilie untereinander austauschbare
Untereinheiten von SCF (SKP1p-Cdc53p (auch Cullin)-RBX1-F-box)-E3-Ligasekomplexen im
Protein-degradationsweg dar. SCF-Komplexe sind die haufigsten pflanzlichen E3-Ubiquitin-
Ligasen und sind an diversen Signaltransduktionen beispielsweise im Auxin- oder Cytokinin-
Signalling beteiligt, oft indem transkriptionelle Repressoren zum proteolytischen Abbau
markiert werden. SCF-Komplexe bestehen aus dem S-Phase-assoziierten Protein 1 (SKP1),
Cullin 1, RING-Box 1 (RBX1) und einem F-Box-Protein. F-Box-Proteine dienen dabei als Linker
zwischen E3-Ligase und einem spezifischen Zielprotein. Die Bindung findet tber eine Protein-
Protein-Interaktionsdomane im F-Box-Protein statt (Patton et a/, 1998a; Patton et a/, 1998b;
Cardozo & Pagano, 2004). SKP1 vermittelt die Verbindung zwischen dem F-Box-Protein und
dem Scaffold-Protein CULL, wahrend RBX1 an das E2-Ubiquitin-konjugierende Enzym bindet
(Hua & Vierstra, 2011). Im Arabidopsis Genom wurden mehr als 700 F-Box-Gene identifiziert,
was die Kombinationsmdglichkeiten bei der SCF-Assemblierung enorm erhoht (Gagne et al,
2002). Die wenigsten dieser F-Box-Proteine wurden funktionell charakterisiert, allerdings
legen  bisherige  Daten  Funktionen in  Hormon-Signalling, ~ circadianer  Uhr,
Photomorphogenese, Blitenentwicklung, Stressantworten, efc. nahe (s. Schumann et al.
(2011)). Viele F-Box-Proteine besitzen C-terminale Protein-Protein-Interaktions-Domanen,
wobei F-Box-Proteine mit Kelch-Domanen die groBte Unterfamilie darstellt (Gagne et al,
2002; Xu et al, 2009).
Das Kelch-Motiv besteht aus 50 AS und bildet eine B-Faltblatt-Sekundarstruktur. Mehrere
davon konnen eine B-Propeller-Struktur ausbilden, die haufig an Protein-Protein-
Interaktionen beteiligt ist. Kelch-Repeats wurden in a- und B-Scruin (s.u.) und auch in der
Galaktose-Oxidase des Pilzes Dactylium dendroides identifiziert (Ito et a/, 1991; Bork &
Doolittle, 1994; Way et al, 1995). In der Oxidase formen vier Wiederholungen ein
vierstrangiges antiparalleles B-Faltblatt, das die Repeat-Einheit in einem Super-Barre/ darstellt
(Ito et al, 1994). Kelch-Repeat-Proteine haben sehr unterschiedliche Funktionen und
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kommen in diversen Organismen (und Verbreitungseinheiten), wie Viren, Pflanzen, Pilzen und
Tieren vor (Adams et a/, 2000). Fir manche Pilz-Kelch-Repeat-Proteine wurde gezeigt, dass
sie mit Mikrotubuli und Aktin-Nukleations-Proteinen an Zellenden interagieren und dabei
Zellpolaritat etablieren (Mata & Nurse, 1997; Feierbach et a/, 2004). Andere sind an
polarisiertem Wachstum beteiligt (Takeshita et a/, 2008). Dies kdnnte auf eine ahnliche
Funktion der beiden Physcomitrella Kelch-Proteine in phy4-vermitteltem vektoriellem
Wachstum hindeuten, da auch in Moosen das (Aktin-) Cytoskelett und insbesondere dessen
Umorientierung eine zentrale Rolle bei der Krimmungsantwort spielt (Meske & Hartmann,
1995; Meske et al, 1996). Interessanterweise war unter den Pilz- und Arabidopsis-BLASTP-
Treffern des Kelch-Repeat-Proteins jeweils ein Scruin — ein Aktin-Cross/inker — was evtl.
ebenfalls auf eine Rolle in Aktin-Cytoskelett-Organisation schlieBen lassen konnte.

Das F-Box-interacting/Kelch-Protein zeigte Ahnlichkeiten zu Arabidopsis F-Box-only Protein
13 und zu LEAF CURLING RESPONSIVENESS (LCR) auf. F-Box-on/y Protein 13 ist ein nukledres
Protein mit einer Cyklin-/ike und Skp2-/ike F-Box-Domédne mit Funktion in Ubiquitin-Transfer,
also in Proteindegradation. Bei LCR hingegen handelt es sich um ein in allen
Entwicklungsstadien exprimiertes SKP1-Cullin/CDC53-F-box-Zielprotein von microRNA394.
LCR ist fur verschiedene Antworten verantwortlich: zum einen fiir die Blattmorphologie und -
Entwicklung (wie der Name impliziert) was scheinbar in engem Zusammenhang mit Auxin-
Verteilung, und Expression von Auxin-responsiven Genen (IAA3, AXR3, IAMT1) steht (Song et
al, 2012). Zum anderen reguliert miRNA394 als Signal aus dem Protoderm die
Stammzellkompetenz im distalen Arabidopsis Sprossapikalmeristem, indem sie LCR
reprimiert das folglich zusammen mit Transkriptionsfaktoren wie WUSCHEL zur Pluripotenz-
Erhaltung von Zellen und somit zur SAM-Organisation beitragt (Knauer et a/, 2013). Dariiber
hinaus scheint LCR in Salz-, Trockentoleranz- und ABA-Antworten in Arabidopsis und in
Frucht- und Samenentwicklung in Brassica napus involviert zu sein (Song et al, 2013; Song et
al, 2015). miRNA394-Uberexpressoren wiesen weiterhin einen Late-Flowering-Phanotyp,
vergroBerte Pflanzen und Blattspreiten, Schoten und Samen auf (ebenso wie eine Antisense-
LCR Linie) wahrend LCR-Uberexpressoren entgegengesetzte Phanotypen zeigten (Song et al,
2015). LCR ist somit offenbar an diversen Wachstums-, Entwicklungs-, Hormon- und
Stressantworten beteiligt.

Das Kelch-Repeat-Protein besitzt scheinbar wie das F-Box-interacting/Kelch-Protein vier
Wiederholungen des Kelch-Motivs, und gehort ebenfalls zur Galaktose-Oxidase/Kelch-[3-
Propeller-Superfamilie. In Physcomitrella konnten zwei, in Arabidopsis viele mdogliche
Homologe identifiziert werden, wobei letztere lediglich Ahnlichkeiten mit dem Kelch-Repeat
Bereich des Physcomitrella Proteins aufwiesen. Alle in 4.5.2.4 genannten Arabidopsis-Treffer
des Protein-BLAST sind Chloroplasten- und/oder Kern-lokalisierte F-Box/Kelch (FBK)-Proteine,
die mit verschiedenen SKP1-/ke Proteinen interagieren. FBKs sind Pflanzen-spezifische
Proteine, deren Familie wohl schon friih in der Evolution eine starke Radiation erfuhr (Sun et
al, 2009; Schumann et al, 2011). Das Arabidopsis- und das Physcomitrella Genom codiert flr
100 bzw. 71 F-box/Kelch-Repeat-Proteine (Schumann et a/, 2011), wovon einige dafir
bekannt sind, in Licht-Antworten involviert zu sein: die PAS/LOV-enthaltenden ZEITLUPE,
FKF1 (FLAVIN-BINDING KELCH-REPEAT F-BOX 1), LKP2 (LOV-KELCH PROTEIN 2)-FBKs sind
selbst Photorezeptoren und Ubernehmen Funktionen in der circadianen Uhr und
Photomorphogenese (Sawa et a/, 2007; Demarsy & Fankhauser, 2009; Takase et al/, 2011).
AFR (ATTENUATED FAR RED RESPONSE) und CFK1 (COP9 INTERACTING F-BOX KELCH 1)
hingegen sind positive Regulatoren in phyA- bzw. phyB-Signalling (Wei et al, 1994a; Wei et
al, 1994b; Harmon & Kay, 2003; Franciosini et al, 2013). CFK ist an der Regulation der
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Hypokotyl-Elongation beteiligt, scheinbar indem es mit dem COP9-Signalosom interagiert,
welches als Repressor der Photomorphogenese unterhalb von Phytochromen wirksam ist
(Wei et al, 1994a). Wahrend weder in Physcomitrella noch in Selaginella klare CFK-Homologe
existieren (Franciosini et a/, 2013), wird COP9 hingegen als ubiquitares Protein in Eukaryoten
angesehen (Wei et al, 1998). BLAST-Suche des Arabidopsis COP9-Proteins in Physcomitrella
ergab in der Tat ein putatives COP9-Protein (Pp1s79113V6.1). AFR weist moglicherweise auch
homologe Proteine in Physcomitrella auf (evtl. Pp3c2_13250, Pp3c1_22300, Pp3c10_4990 und
Pp3cl4_4360 mit 29-26% Identitat in 72-100% der Query-Sequenz). Moglicherweise kdnnten
die beiden (F-Box-interagierenden)-Kelch-Proteine an einem &hnlichen regulatorischen
System beteiligt sein. Die meisten F-Box/Kelch-Proteine sind im Zellkern oder, wie das 26S-
Proteasom auch, zusatzlich im Cytoplasma lokalisiert (Schumann et a/, 2011), was
weitgehend mit der Lokalisation der beiden identifizierten Physcomitrella-Proteine
Ubereinstimmt.

5.4.5 P-Loop-Protein (PLP) / HIP6

Das im Apo-BD:PHY4-Screen identifizierte P-Loop-Protein konnte als phy4-
Interaktionspartner in Y2H und auch /in planta bestatigt werden. Im Gegensatz zu Dr. Mailliets
Daten fand die Y2H-Interaktion in der Screening-Konformation und auch mit dem phy4:BD-
Bait in starkem und konstitutiven AusmaB statt. Mdglicherweise ist eine ggf. abweichende
vorherige Kultivierung der Hefe eine Ursache fir diesen Unterschied. Lediglich das C-terminal
fusionierte PLP:ADg-Prey interagierte lichtabhangig mit phy4:BD aber gar nicht mit BD:phy4
(Abbildung 4-25). Demnach scheint PLP mit seinem C-Terminus mit phy4 zu interagieren,
denn als N-terminale AD-Fusion / mit freiem C-Terminus findet mit beiden Baits stark
konstitutive Interaktion statt. Wenn PLP hingegen C-terminal getagged ist, kann es lediglich
(lichtabhangig) mit C-terminal getaggtem phy4-Pfr interagieren, was moglicherweise fiir eine
Interaktion mit dem phy4 N-Terminus spricht. Die /n planta Interaktion hingegen schien in
allen positiven Konformationen eher konstitutiv v.A. im Cytoplasma stattzufinden, wobei
parallele Kombinationen (beide 7ags an N- oder C-Termini) in Cytoplasma (und schwacher im
Kern) interagierten (Abbildung 4-31). Die antiparallele Kombination YFPcphy4+PLP:YFPy
interagierte analog zu den Y2H-Daten gar nicht, wahrend das phy4:YFPc+YFP\:PLP-Sp/it-YFP-
Signal (analog zu den PLP:GFP-Daten) subzelluldre Strukturen im Cytoplasma aufwies. Dies
kdnnte flr spezifische Funktionen des PLP-phy4-Komplexes beispielsweise am ER, Cytoskelett
oder auch in der Chloroplasten-Peripherie sprechen. Durch eine Fixierung des Komplexes an
intrazellularen Strukturen kdnnte insbesondere die Perzeption und Signalweiterleitung von
polarisierten Lichtreizen ermdglicht werden. So kdnnte der Komplex evtl. an gezielter Vesikel-
Anlieferung zur Exocytose / Membran- und Zellwandbildung fir eine gerichtete
Wachstumsantwort, an der Cytoskelett-Organisation oder der Phytochrom-gesteuerten
Chloroplastenbewegung beteiligt sein. Insbesondere Genevestigator
Perturbationsexpressionsdaten legen eine gewisse Ko-Regulation von phy4 und PLP unter
bestimmten Bedingungen nahe, wahrend dies fir die eFP- und Phytozome-Datensatze nicht
der Fall ist.

Die P-Loop-Domane ist weit verbreitet und definiert sich Uber die konservierten Motive
GXXXXGK(T/S) und ZZZ(D/E) (sogenannte Walker A- und B-Motive), wobei X und Z fir eine
beliebige bzw. hydrophobe AS stehen. Das Walker A-Motiv nimmt eine [-Faltblatt-Struktur
ein gefolgt von einer Glycin-reichen Schleife und einer a-Helix, um die B-y-Phosphat-Reste
von ATP oder GTP zu koordinieren. Daher rihrt der Name ,P-Loop" und somit gehort das P-
Loop-Protein (PLP) zu der Superfamilie der P-Loop-enthaltenden Nukleosid-Triphosphat-
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Hydrolasen (Walker et al, 1982; Saraste et al, 1990; Milner-White et a/, 1991; Ramakrishnan
et al, 2002). Das P-Loop-Motiv kommt in der Regel in Nukleotid-bindenden Proteinen, aber
auch in ATP-Synthasen, Helikasen oder Kinasen vor (Walker et al/, 1982). Daher ist diese
groBe Gruppe in Prozesse involviert, wie Replikation, Transkription, DNA-Reparatur,
translationale Signaltransduktion, Proteinlokalisation und -transport,
Signalsequenzerkennung, Membran-Transport, Chromosomen-Aufteilung und Aktivierung
von Metaboliten (Saraste et al/, 1990; Vetter & Wittinghofer, 1999; Koonin et a/, 2000).
Abgesehen von den konservierten Motiven und der P-Loop-Struktur, sind die Ubrigen
Sequenzen der verschiedenen P-Loop-Proteine (sogar inkl. des Kerns des P-Loops) extrem
divers, was eine phylogenetische und funktionelle Charakterisierung der Proteinfamilie
erschwert (Pathak et al/, 2014). Bislang wurden nur wenige pflanzliche P-Loop-NTPasen
funktionell analysiert. Manche sind wohl an Pathogen-Abwehr und andere an Salztoleranz
beteiligt (Fenyk et a/, 2012; Cheung et a/, 2013).

Die Domanenvorhersage ergab, dass das Physcomitrella-Protein eine P-Loop-enthaltende
Sulfotransferdomane am C-Terminus beinhaltet. Pflanzliche Sulfotransferasen (SOTs) sind
entweder |6sliche oder Transmembran-Proteine, die eine Sulfatgruppe von einem 3'-
Phosphoadenosin-5'-Phosphosulfatdonor auf Proteine oder kleinere Substrate wie
Glycosaminoglycane, Glucosinolate, Brassinosteroide, Jasmonate, Flavonoide oder
Salicylsaure Ubertragen (Klein & Papenbrock, 2004; Hirschmann et al, 2014).
Interessanterweise konnte fir die erste identifizierte Pflanzen-SOT die Sulfatierung des
Flavonols Quercetin demonstriert werden (Varin & Ibrahim, 1992), das schon im
Zusammenhang mit Pirinen diskutiert wurde (s. 5.4.1). Quercetin und dessen Sulfate kénnten
die Wurzelentwicklung beeinflussen, indem sie den basipetalen Auxin-Transport,
Elongationswachstum und Gravitropismus verandern (Faulkner & Rubery, 1992; Lewis et al,
2011). Bislang konnten in Arabidopsis 22 SOTs mit unterschiedlichen Sulfotransfer-
Domanentypen identifiziert werden. Allerdings wurden erst 10 bzw. 1 dieser SOTs
enzymatisch bzw. strukturell charakterisiert. Die Expressionsmuster der Arabidopsis SOTs
scheinen sehr unterschiedlich zu sein, und hangen von abiotischem und biotischem Stress,
Organ- oder Gewebespezifischer Regulation, Entwicklungsstadium oder der circadianen Uhr
ab. Beispielsweise zeigt SOT17 eine circadian regulierte Expression mit maximalem mRNA-
Level am Ende der Lichtphase (Klein et a/, 2006). Die SOT15-Expression ist ebenfalls anhangig
von der circadianan Uhr und von PIF4/5 (Yamashino et a/, 2013): die starkste Expression
findet am Ende der Nacht in Kurztags-Bedingungen statt, was auch der Phase der starksten
Hypokotyl-Elongation entspricht. SOT18 scheint durch den Phytochrom-regulierten
Transkriptionsfaktor HY5 kontrolliert zu werden (Huseby et al, 2013). Verschiedene
Arabidopsis SOTs werden in diversen Prozessen als funktional betrachtet: Abwehr- und
Stressantworten, Regulation von Hormonsynthese oder —akivitat, Signalling und Enwicklungs-
Regulation — allerdings wurden diese Erkenntnisse oft von /n vitro Studien abgeleitet
(Rouleau et al, 1999; Gidda et a/, 2003; Marsolais et a/, 2007; Hirschmann et a/, 2014). Daher
sind die genauen Funktionen der SOTs und der entsprechenden Sulfatierungen / sulfatierten
Verbindungen weitgehend unbekannt.

Wenn es sich bei Zielmolekiilen der Sulfatgruppen-Ubertragung um Proteine handelt, kénnte
eine mogliche Funktion die posttranslationale Modifikation und eine damit assoziierte
Signalwirkung sein. Mutation der einzigen in Arabidopsis identifizierten Tyrosyl-Protein-
Sulfotransferase (TPST) bewirkt offensichtlich pleiotrope Defekte in verschiedenen
Entwicklungsstadien, wie in der Wurzelentwicklung und Erhaltung des Wurzelmeristems
(Wurzel-Stammzell-Nische) oder in Kotyledon-/Blatt-GréBe und -Pigmentierung, Bliten- und
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Schotenanzahl etc. (Komori et a/, 2009). Der Wurzelapikalmeristem-Phanotyp geht (u. A.) mit
gestorter Auxin-Verteilung aufgrund von veranderter PIN- und Auxin-Biosynthese-
Genexpression einher (Zhou et al, 2010). Allerdings scheint das Physcomitrella Protein den
kirzlich identifizierten Arabidopsis SOTs 19-21 mit bislang unbekannter Funktion und
Substratspezifitat am ahnlichsten zu sein (Klein & Papenbrock, 2009; Hirschmann et al, 2014).
Da bereits minimale Sequenz-Abweichungen zu bedeutenden Veranderungen der
Substratspezifitat fihren konnen, kann aktuell keine genaue Funktion fur das Physcomitrella-
Protein abgeleitet werden. Aus diesem Grund kdnnen nur enzymatische und Mutations-
Analysen Aufschluss Uiber die PLP-Funktion geben.

5.4.6 Ser/Thr-Proteinkinase / HIP7

Die im Holo-phy4:BD-Screen identifizierte putative Ser/Thr-Proteinkinase konnte mittels Y2H
und Split-YFP als phy4-Interaktionspartner (in Cytoplasma und Zellkern) verifiziert werden,
wobei eine der getesteten /n planta Interaktionen sogar analog zu den YZ2H-Daten ebenfalls
lichtabhangig war (Abbildung 4-32 B). Durch eine Lichtaktivierung des Photorezeptors kdnnte
evtl. die Kinase-Bindung initiiert werden und mdglicherweise fihrt dies zu einer veranderten
Aktivitat der Kinase. Protein-Phosphorylierung spielt in den meisten zellularen Prozessen eine
wichtige Rolle (Manning et al, 2002). Proteinkinasen vermitteln den reversiblen Transfer des
y-Phosphates von Nukleosid-Triphosphaten (meist ATP) auf einen oder mehrere AS-Reste
eines Proteins. Dies zieht eine Anderung der Konformation und ggf. der Funktion des
Zielproteins nach sich. Dadurch kann sich ggf. die Enzymaktivitat, zellulare Lokalisation oder
Bindung des Zielproteins an andere Proteine/Komponenten andern. Phosphoprotein-
Phosphatasen kdnnen diesen Prozess umkehren. Proteinkinasen kdnnen abhéngig von ihrer
Substratspezifitat in drei Haupt-Klassen eingeteilt werden: Serin/Threonin-, Tyrosin- und
Dual-Spezifitats-Proteinkinasen (Hanks et al, 1988). Eukaryotische Proteinkinasen gehdren zu
einer sehr groBen Proteinfamilie, die einen konservierten katalytischen Kern besitzen. Die
katalytische Domane weist N-terminal einen Glycin-reichen Bereich in der Nahe eines Lysin-
Restes, der an der ATP-Bindung beteiligt ist, auf. In der Mitte der katalytischen Domaéne
befindet sich ein konservierter Asparaginsaure-Rest, der fir die katalytische Aktivitat des
Enzyms essentiell ist (Knighton et a/, 1991). Falls die Enzymaktivitat der Ser/Thr-Kinase durch
die Phytochrom-Pfr-Bindung verandert wird, wirde dies folglich zu einer differentiellen
Phosphorylierung von Zielproteinen fiihren, die das Signal somit an ausfihrende Organe
weiterleiten konnten. Bei der Ser/Thr-Kinase konnte es sich damit um ein bona fide
Signalprotein im (cytoplasmatischen Phytochrom)-Signalweg handeln, was aber noch durch
weitere Analysen belegt werden muss.

Die Suche nach Homologen zeigte, dass es sich bei dem Physcomitrella-Gen um ein einzelnes
Gen im Genom handelt und enthiillte u. A. Ahnlichkeiten zu der Arabidopsis Proteinkinase
HIGH LEAF TEMPERATURE 1 (4.5.2.6). HT1 wurde in einem CO,-Mutanten-Screen mittels
thermalen Imagings identifiziert, wobei AtI” eine verminderte Stomata-Offnungs-Antwort auf
geringe CO,-Konzentrationen aufwies. HT1 ist somit an der Regulation der CO,- (aber eher
nicht der B- und ABA-) vermittelten Stomata-Offnung beteiligt, was auch der starksten HT1-
Expression in Stomata-SchlieBzellen entspricht (Hashimoto et a/, 2006). Obwohl die Stomata-
Offnung ein Phototropin-vermittelter B Effekt ist, kann R ebenfalls die Stomata-Offnung
induzieren. Diese spezifische Antwort ist in AtI" ebenfalls gestort (Matrosova et al/, 2015),
kdnnte zwar weitgehend auch durch photosynthetischen CO,-Aufbrauch erklart werden, aber
ist vermutlich nicht die alleinige Ursache (Matrosova et al, 2015). Photorezeptor-Einfllisse
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kdnnen in diesem Zusammenhang nicht ausgeschlossen werden. In der Tat beschleunigten
End-of-Day-FR-Behandlungen den Stomata-Schluss in Phaseolus (Holmes & Klein, 1985).

In Physcomitrella entwickeln sich Stomata lediglich im Sporophyten, der im Moss-
Lebenszyklus einen vergleichsweise geringen Stellenwert hat, denn die eigentliche
Moospflanze ist der haploide Gametophyt. Die ABA-Regulationsmechanismen der Stomata
sind dabei den hoheren Pflanzen sehr dhnlich (Chater et a/, 2011), wohingegen Lichteffekte
bislang nicht untersucht wurden. Daher ist eine Beteiligung der Physcomitrella Ser/Thr-
Proteinkinase an ahnlichen Stomata-Regulations-Prozessen nicht ausgeschlossen aber
momentan auch nicht experimentell belegbar. Mdglicherweise ist die Kinase aber auch an
anderen  posttranslationalen  Phosphorylierungs-Prozessen  beteiligt - die PCR-
Amplifizierbarkeit aus cDNA aus 6d-altem Gewebe legt nahe, dass die Kinase auch in
Protonemata exprimiert wird. Die HT1-Expression in Arabidopsis ist laut RT-PCR-Analysen
ebenfalls nicht auf SchlieBzellen beschrankt, sondern konnte auch fiir Spross, Bliite und sogar
Wurzelgewebe nachgewiesen werden. Mdglicherweise ist die Stomata-Regulation auch nicht
die einzige Funktion von HT1.

5.4.7 TP53-regulierende Kinase

Bei dem im Holo-phy4:BD-Screen gefundenen Pp3cl5_20330J1.1-Protein handelt es sich
womdglich um eine TP53-regulierenden Kinase, also eine Ser/Thr-Proteinkinase (s. auch
5.4.6). Der Name ist von dem Besten Treffer des Arabidopsis-Proteindatenbank-Abgleichs
abgeleitet (wurde allerdings jlingst umbenannt in Protein Kinase Family Protein). Das
Arabidopsis-Protein wurde vermutlich aufgrund seiner Ahnlichkeit zu Mammalia-Proteinen so
bezeichnet (das Physcomitrella Protein weist immerhin 93% Query Coverage und 44%
Identitat zu der Homo sapiens TP53-regulating Kinase auf). Experimentelle Untersuchungen
bestatigten das Protein als YZ2H-Interaktionspartner von hauptsachlich C-terminal
fusioniertem phy4. In plantalag das Protein unabhangig von Belichtung und Position des FP-
7ags in Cytoplasma und Kern vor (Abbildung 4-33). Eine Ursache fir die Verteilung im Kern
kdnnte das geringe Molekulargewicht des GFP-Fusionsproteins (ca. 26 kDa + 27 kDa 7ag)
sein, da es kleiner als die KernporenausschlussgroBe ist und sich somit frei in der Zelle
bewegen kann (Grebenok et al, 1997). GFP:TP53-regulating Kinase schien in D mit
subzelluldaren Strukturen — evtl. mit dem Cytoskelett — assoziiert zu sein, was nach R-
Bestrahlung nicht mehr zu beobachten war. Mdglicherweise fihrt die Rotlichtbestrahlung
(evtl. vermittelt durch R-induzierte Phytochrom-Pfr-Bindung, s. YZH-Daten) zu einer
Dissoziation der Kinase von der sub-cytoplasmatischen Struktur. Die /n planta
Interaktionsstudien, die dies bestatigen kdnnten stehen bis dato noch aus.

Das Physcomitrella Protein weist eine starke Ahnlichkeit zu der Arabidopsis TP53-
regulierenden Kinase auf (4.5.2.7), die bislang allerdings nicht charakterisiert wurde. TP53 ist
der bekannte Tumor-Suppressor/das Tumor Protein (TP) p53, welches in Tieren eine kritische
Rolle in zellularen Antworten auf Stress oder DNA-Schaden spielt und somit die Mutation
und Entstehung von Tumoren verhindert (in menschlichen Tumoren ist dieses Gen am
hdufigsten mutiert). p53 Ubt diese Funktionen aus, indem es DNA-Reparatur-Proteine
aktiviert und den Zellzyklus verlangsamt, indem es den G1/S-Ubergang verhindert
(Bargonetti & Manfredi, 2002). Falls Schaden an der DNA zu gravierend sind, kann p53 auch
Apoptose initiieren. Diverse Stressoren (abgesehen von DNA-Beschadigung) kdnnen eine
p53-Aktivierung herbeifiihren, seine Halbwertszeit verlangern und mittels einer
Konformationsanderung seine Aktivitat als transkriptioneller Regulator initiieren. Die
Phosphorylierung des p53 N-Terminus scheint dabei eine kritische Rolle zu spielen und dazu
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zu flhren, dass eine Ubiquitin-Ligase nicht mehr aber dafiir transkriptionelle Ko-Aktivatoren
an p53 binden koénnen. Die p53-regulierende Kinase ist somit evtl. eine Kinase, die eine
Phosphatgruppe auf eine der vielen p53-Phosphorylierungsstellen iibertragen kann. Uber das
Vorhandensein von TP53-/jke Proteinen in Pflanzen ist allerdings bislang nicht sehr viel
bekannt. Immunochemische Experimente mit einem monoklonalen Anti-Mensch-p53-
Antikérper und Zea- oder Pisum-Proteinextrakten ergab Banden verschiedener
kreuzreagierender Proteine zwischen 70 u 100 kDa, deren Prdsenz und Intensitdat meist mit
DNA-Reparatur / Entwicklungsstadium korrelierte (Georgieva et al, 1993; Klosterman et a/,
2000; Onelli et al, 2000). Eine spatere Studie identifizierte die zugehdrige mRNA und
Proteinsequenz in Gerste, allerdings nicht eines TP53-/ike Proteins, sondern der 2-
Oxoglutatrat-Dehydrogenase (ein Protein des Citatzyklus; Korthout et al/ (2002)). Dieses
Protein wies ein perfektes 5-AS-abdeckendes Epitop fiir den Antikérper auf und migrierte (u.
A.) sogar wie TP53 bei 53 kDa (daher der Name). Die Autoren schlossen die Existenz eines
pflanzlichen TP53-/jke Proteins nicht aus, jedoch postulierten sie, dass es sich bei einem
pflanzlichen p53-Homolog wohl eher um ein funktionelles anstelle eines strukturellen
Homologes handeln wirde, da der Abgleich der p53 DNA-Sequenz mit Nukleotid-
Datenbanken erfolglos blieb (Korthout et a/, 2002). Scheinbar sind sogar tierische p53-
Proteine lediglich im Bereich bestimmter Doménen und nicht auf voller Ldnge konserviert
(Korthout et al, 2002), was evtl. eine Ursache fiir die negativen BLAST-Suchen darstellen
kénnte. Erst eine spatere Studie war in der Lage, ein funktionelles p53-Aquivalent in Algen
(Volvox carteriund Chlamydomonas rheinhardtii) zu identifizieren (Nedelcu & Michod, 2006).
Ein synthetischer Inhibitor der p53-Transaktivierung und p53-abhangiger Apoptose (und
unter Inhibitor-Mangel-Bedingungen unschadlicher Hitze-Stress) fihrte in beiden Algen zu
DNA-Fragmentierung, erhohtem ROS-Level und programmiertem Zelltod (Nedelcu &
Michod, 2006). Daruber hinaus konnte ein mégliches Homolog eines p53-induzierten Tumor-
Suppressor-Gens in beiden Genomen identifiziert werden: p53-INDUCED GENE (PIG) 8/
ETOPSIDE INDUCED (EI) 24. Das Chlamydomonas-Protein lokalisiert mdglicherweise wie sein
menschliches Homolog (Zhao et al/, 2005) in der ER-Membran und besitzt putative p53-
Bindestellen in der 5'UTR. AuBerdem wird die PIG8/EI24-Expression durch den p53-Inhibitor
induziert. Zusammengenommen sprechen diese Evidenzen fiir die Prasenz eines p53-
regulierten Apoptose-Signalwegs in Algen. Inwieweit dies auch fir Moose oder hohere
Pflanzen zutrifft, ist momentan noch unbekannt, aber nicht ausgeschlossen. Fir einen
Zusammenhang mit Phytochrom-Signalling kann flr die putative TP53-regulierende Kinase
auf Basis der derzeitigen Wissenslage keine Aussage getroffen werden.

In silico-Domanenanalyse ordnete das Pp3cl5_20330J1.1-Protein der Serin/Threonin-
Proteinkinase-Bud32-Familie zu und Abgleich der Pp3c15_20330J1.1-AS-Sequenz mit
Viridiplantae-Proteindatenbanken deckte neben der Ahnlichkeit zu der putativen TP53-
regulierenden Kinase auch Ahnlichkeiten zu einer EKC / KEOPS -Komplex Bud32-/ike-
Untereinheit auf (s.u.). Die Bud32-Familie ist von Archaea bis Animalia konserviert und in Hefe
hat bud32 einen langsamen Wachstums- und einen verringerten Zellteilungsraten-Phanotyp
(Stocchetto et al, 1997), der durch das Mensch-Homolog partiell gerettet werden konnte
(Facchin et al, 2003). Des Weiteren konnten saure Proteine und p53 als Ziel der Bud32-
Kinaseaktivitat gezeigt werden (Facchin et a/, 2002; Peggion et a/, 2008). Da die Kinase aber
auch in Organismen ohne p53-Homolog konserviert ist (z.B. Hefe oder Drosophila, ggf. in
Pflanzen, s.0.), scheint sie auch andere Funktionen auszuiiben (Rojas-Benitez et a/, 2013).
BUD32 gehort in Eukaryota zu dem universell konservierten EKC (Endopeptidase-/ike Kinase
Chromatin-associated) / KEOPS (Kinase, Endopeptidase and other Proteins of small Size)-
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Komplex (in Hefe bestehend aus der Kinase Bud32, der ATPase Kael, Cgil21, Pccl und dem
wahrscheinlich  Pilz-spezifischen  Gon7), fir den u. A. eine Funktion, in
Transkriptionsregulation und Telomer-Homeostase vorgeschlagen wurde (Downey et al,
2006; Hecker et al, 2008; Hecker et al, 2009). Der Komplex ist wohl an der transkriptionellen
Aktivierung von Pheromon- und Galaktose-responsiven Genen durch Rekrutierung von
transkriptionellen Co-Aktivatoren beteiligt (Kisseleva-Romanova et a/, 2006). Evtl. konnte die
Expression einer pflanzlichen Bud32-ahnlichen Kinase in Hefe auch ein falsch positives Signal
im Y2H-Assay hervorrufen, denn die HIS3- und ADE2-Reportergene sind unter der Kontrolle
des zu rekonstituierenden GAL4-Transfriptionsfaktors, der an GALL und GAL2 Upstream
Activating Sequences bindet. Moglicherweise ist auch in Abwesenheit des funktionalen GAL4-
Transkriptionsfaktors aber in Anwesenheit des KEOPS-Komplexes (inkl. einer evtl.
misregulierten Kinase) eine Reportergenaktivierung moglich. Da allerdings mit BD:phy4 eine
schwachere Interaktion, als mit phy4:BD zu beobachten war (Abbildung 4-25), erscheint dies
unwahrscheinlich.

Abgesehen von DNA-assoziierten Funktionen scheint der EKC/KEOPS-Komplex auch eine
Rolle in der Translationsregulation und im tRNA-Metabolismus zu spielen, denn er besitzt t6A
(Threonyl-Carbamoyladenosin; kommt in allen tRNAs vor die mit allen ANN Codons paaren)
tRNA-Modifikations-Aktivitat (El Yacoubi et a/, 2011; Srinivasan et a/, 2011). Die tRNA-
Modifikation ist scheinbar notwendig fir die Repression eines transkriptionaalen Aktivators
(Gen4) fur AS-Biosynthesegene (Daugeron et al, 2011). Die De-Repression wird initiiert, wenn
es zu Translations-Initiations-Problemen kommt. Eine andere sehr konservierte KEOPS-
Komplex-Untereinheit Kinase-associated Endopeptidase 1 (Kael) scheint durch direkte Bud32-
Interaktion die Kinaseaktivitat von Bud32 zu unterdriicken und diese somit regulieren zu
konnen (Hecker et al, 2008). Strukturelle Untersuchungen von Kael deckten die Anwesenheit
einer Aktin-dhnlichen ATPase-Domane und einer Eisenbindestelle auf (Hecker et a/, 2007,
Mao et al/, 2008). Die Kinaseaktivitat von BUD32 ist in Hefe interessanterweise Uber die
Regulation der polaren Lokalisation der cortikalen BUD9-Landmarke fiur die bipolare
Knospungsstellen-Selektion und damit fir Zellpolaritdat verantwortlich (Kato et a/, 2011).
Leider konnte durch Protein- oder Nukleotid-BLAST kein BUD9-Homolog in Physcomitrella
gefunden werden. Dennoch ist eine Funktion der Physcomitrella-Kinase in einem ahnlichen
KEOPS-assoziierten regulatorischen System nicht ausgeschlossen. Abgesehen davon, scheint
der KEOPS-Komplex nicht in allen Organismen Homologe der gleichen Proteine zu enthalten.
Pflanzen-spezifische Untereinheiten kdnnten folglich auch fir Pflanzen-spezifische
Funktionen des Komplexes verantwortlich sein.

5.4.8 Ca®*-abhingige Proteinkinase (CDPK) / HIP8
Die putative Ca’"-abhingige Proteinkinase (CDPK, annotiert als CPK17) aus dem Holo-
phy4:BD-Screen konnte in YZ2H als lichtabhangiger phy4-Interaktionspartner verifiziert
werden (Abbildung 4-25). In Split-YFP-Analysen zeigte die phy4-CDPK-Interaktion infolge
von Rotlichtbestrahlung eine leichte Tendenz von nukledrer und cytoplasmatischer zu eher
cytoplasmatischer Lokalisation. Eine Konformation war sogar rein cytoplasmatisch (Abbildung
4-34 B). Im Gegensatz dazu waren Fluoreszenzfusionen unabhangig von Lichtbehandlung
und 7agging in Cytoplasma und Kern lokalisiert (Abbildung 4-34 A). Das vergleichsweise
hohe Molekulargewicht von ca 55 kDa plus 27 kDa Fluoreszenz-7ag Uberschreitet die
KernausschlussgroBe, wodurch ein aktiver Kernimportmechanismus fiir das Fusionsprotein
notwendig wird. Zusammengenommen spricht dies zum einen fir eine Beschrankung der
CDPK-Lokalisation auf das Cytoplasma infolge von phy4-Bindung und zum anderen fir eine
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R-induzierte Lokalisationsverschiebung des phy4-CDPK-Komplexes. Diese Indizien sprechen
fur eine Beteiligung der CDPK an cytoplasmatischem Phytochrom-Signalling.

Der eukaryotische Second Messenger Ca®* ist in diverse Entwicklungsprozesse und
physiologische Antworten auf abiotischen und biotischen Stress involviert (Kudla et a/, 2010),
wobei Calcium-Kanéle und -transporter primare Ziele darstellen (Wheeler & Brownlee, 2008).
Calcium wird i.d.R. aus den Hauptspeichern wie dem Apoplasten oder Vakuole freigesetzt
und erhoht die freie Calcium-Konzentration in raumlich (in der Nahe der Plasma- oder von
Organellmembranen) und zeitlich streng begrenzter Art und Weise. Dieses Phanomen wird
als Calcium-Signatur bezeichnet. Vor der Entdeckung der Pfr-abhdngigen Translokation und
Interaktion mit der PIF-Familie der Transkriptionsfaktoren im Zellkern, wurde Ca?* (neben
Anderen) als zentrale Komponente in der Phytochrom-Signaltransduktion betrachtet. Es
konnte gezeigt werden, dass Ca’" essentielle Rollen in Zusammenhang mit Chloroplasten-
Entwicklung und LHC-Expression, mit phyA-/Licht-reprimierter Regulation der Asparagin-
Synthase, R-induzierter Stangel-Protoplasten-Schwellung und phyA- und PIF3-vermittelter
Regulation der Succinat-Dehydrogenase spielt (Neuhaus et a/, 1993; Bowler et a/, 1994;
Neuhaus et al, 1997; Long & Iino, 2001; Eprintsev et a/, 2013). In der Tat gibt es Hinweise,
dass Phytochrome Ca”’*- und Phosphorylierungssignale mittels CDPKs initiieren kénnen
(Datta et af, 1985; Li et al/, 1991). Dariber hinaus kann Ca2+—Zugabe zu Cucumis
Kotyledonen-Extrakten den R/FR-Effekt auf Phosphorylierung imitieren. Die Anwesenheit von
mindestens zwei CDPKs konnte nachgewiesen werden, deren Aktivitdt von Phytochromen
moduliert wurde (Vidal et a/, 2007).

CDPKs besitzen eine N-terminale variable, eine Proteinkinase-, eine autoinhibitorische
Doméane und C-terminale Calmodulin-dhnliche Domanen, die typischerweise aber nicht
ausschlieBlich zwei Paare an EF-Hand-Motiven enthalten (Rutschmann et a/, 2002;
Christodoulou et a/, 2004). Calcium wird somit direkt an CDPKs gebunden (ein Ca’*-Molekiil
pro EF-Hand), jedoch st die Calcium-stimulierte Kinaseaktivitdit unabhangig von
Calmodulinen  (Roberts & Harmon, 1992). Ca’*-Bindung resultiert in einer
Konformationsanderung der Sensor-CDPK und der De-Repression der Kinaseaktivitat.
Dadurch wird das Signal in eine Phosphorylierung von metabolischen Enzymen, Ionenkanalen
und Transkriptionsfaktoren Ubersetzt und fiihrt damit zu diversen zellularen Antworten (vgl.
Hamel et al (2014)). Darlber hinaus kann die Kinaseaktivitdat  Gber
(Auto)phosphorylierung/Dephosphorylierung, Phospholipide (Phosphatidyl-Inositol und
Lyso-Phosphatidylcholin) und 14-3-3-Proteine reguliert werden (vgl. Cheng et al (2002)).
Interessanterweise wurde im Holo-phy4:BD-Screen ebenfalls ein 14-3-3-Protein identifiziert
(s.u.). CDPKs existieren in Pflanzen, Algen und auch manchen unizelluldren Protisten, aber
abgesehen davon in keinen eukaryotischen Genomen. Die generelle Doméanenorganisation
scheint dabei konserviert zu sein und sowohl Algen- als auch Pflanzen-CDPKs gruppieren in
vier distinkte Kladen (Hamel et a/, 2014). Wie in 4.5.2.8 beschrieben, ergab der Vergleich der
Pp3cl1_25550V1.1-AS-Sequenz mit Viridiplantae Proteindatenbanken viele Proteine mit
hoher Ahnlichkeit und ist somit sehr konserviert. Auch in Physcomitrella scheinen zwischen
25 und 33 Homologe vorzuliegen (Hamel et a/. (2014) bzw. eigener BLAST). Man geht davon
aus, dass Genduplikation sowohl CDPKs mit redundanten als auch spezifischen Funktionen
hervorgebracht hat. DarGber hinaus kann Spezialisierung auch Uber transkriptionelle oder
translationale Regulation, subzellulire Kompartimentierung, Ca’"-und Lipid-Spezifitdt und
Substraterkennung gewahrleistet werden (Cheng et al, 2002).

Das Arabidopsis- und Physcomitrella-Genom codiert fir 34 bzw. 25 CDPK-Proteine (Hamel et
al, 2014). Manche Arabidopsis-CDPKs sind an Hormon- (Gibberrellin, ABA etc) Signalling,
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Regulation der Stomata-Offnung, Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus und
Stressantworten beteiligt (Mori et al, 2006; Ma & Wu, 2007; Zhu et al, 2007; Geiger et al,
2010; Zou et al, 2010; Brandt et al, 2012). Die dem Physcomitrella-Protein sehr dhnliche
Arabidopsis CPK1 ist in der Tat in ABA-Signalling und Stomata-Regulation involviert und
phosphoryliert die  Phenylalanin-Ammonium-Lyase, ein  Schllssel-Enzym in  der
Pathogenabwehr (Cheng et a/, 2001; Coca & San Segundo, 2010). Dartber hinaus ist CPK1 an
Kaltestress-Antworten und Pathogen-Elizitor-induzierter ROS-Produktion und
programmiertem Zelltod (PCD) beteiligt (Bohmer & Romeis, 2007; Bulgakov et a/, 2011; Gao
et al, 2013; Weckwerth et al/, 2015). Alle in 4.5.2.8 genannten Arabidopsis CDPKs sind
Membran-assoziiert (mit CPK2 im ER; (Ellard-Ivey et a/, 1999; Cheng et a/, 2002). Imaging
und Zellfraktionierungsexperimente bestatigten Membran-Assoziation fir CPK1, allerdings
scheint dieses darliber hinaus in Peroxysomen lokalisiert zu sein (FP-Fusionsanalysen;
Dammann et a/. (2003). Eine solche Lokalisation legt eine Funktion in oxidativem Stress und
Lipid-Metabolismus nahe (Dammann et al, 2003). Die Physcomitrella CDPK wies keine
distinkte Peroxysom-, sondern eher Kern und Cytoplasma-Lokalisation auf, dhnlich dem
Signalmuster von Arabidopsis CPK3:GFP und CPK4:GFP (Dammann et al, 2003). Folglich ist
die Physcomitrella CDPK vermutlich an anderen physiologischen Antworten beteiligt. CPK1
wird durch drei 14-3-3-Isoformen (vermutlich an einer 14-3-3-Consensus-Bindestelle am N-
Terminus) gebunden und in vitro und in vivo (in Ca**-Anwesenheit) aktiviert (Camoni et al,
1998; Chang et al, 2009) und ist scheinbar in der Lage, 14-3-3-Proteine zu phosphorylieren
(Swatek et al, 2014). Zudem wird CPK1 mittels Phospholipiden reguliert (Harper et a/, 1993;
Binder et a/, 1994; Farmer & Choi, 1999).

Arabidopsis CPK17 ist an Ca’-reguliertem Pollenschlauch-Spitzen-Wachstum beteiligt
(Myers et al, 2009). cpk17 / cpk35 Doppelmutanten weisen ein reduziertes Pollenschlauch-
Spitzenwachstum, schlechte Befruchtungseigenschaften und folglich einen nahezu sterilen
Phanotyp auf. Dieser Defekt konnte direkt mit einer Stérung des CDPK-
Aktivierungsmechanismus in Verbindung gebracht werden. Diese Beobachtungen sind
interessant, insbesondere da Physcomitrella Protonemata sich ebenfalls mittels
Spitzenwachstum ausbreiten und somit viele Ahnlichkeiten zu Pollenschlduchen aufweisen —
inklusive eines Spitzen-gerichteten Ca’*-Gradienten (Meske & Hartmann, 1995; Meske et al,
1996). Falls Arabidopsis CPK17- und die Physcomitrella CDPK ahnliche Funktionen besitzen,
kdnnte sie eine Verbindung zwischen dem mittels Phytochrom wahrgenommenen
Lichtrichtungssignal und dem Cytoskelett-vermittelten Spitzenellwachstum herstellen. Hamel
et al (2014) klassifizierten die 10 Arabidopsis-CDPKs (inkl. CPK17) mit starker Expression in
Pollen als CDPKs mit speziellen Funktionen in Reproduktion (im Gegensatz zu eher
vegetativen Wachstumsfunktionen), allerdings kénnten diese CDPKs ebenso mit Spitzen-
Zellwachstum assoziiert sein. CPK17 ist mittels N-Myristoyliering und S-Palmitoylierung (der
N-terminalen variablen Doméane) Plasmamembran-lokalisiert. Auch fir 27 und 29 der 34
Arabidopsis Isoformen wurden Myristoylierungs- bzw. Palmitoylierungs-Stellen in der N-
terminalen variablen Domane vorhergesagt (Dammann et a/, 2003). Diese Mechanismen zur
Vermittlung von Membran-Assoziation sind zwar in Physcomitrella prinzipiell vorhanden,
allerdings wahrscheinlich nicht im Fall von Pp.CPK17 (Hamel et a/. (2014) und Abbildung 4-34
A). Die verschiedenen intrazelluldren Lokalisationen von CPK17 und der Physcomitrella CDPK
implizieren somit auch unterschiedliche physiologische Funktionen. Hinzu kommt, dass eine
konsistente Nummerierung von CDPKs unterschiedlicher Organismen schwierig/nahezu
unmaoglich ist, da bioinformatische Vorhersagen nicht in der Lage sind, klare orthologe
Verwandtschaften zwischen hdheren und niederen Pflanzen offen zu legen (Hamel et al,
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2014). Eine solche Benennung wiirde sich ausschlieBlich auf vorhergesagte evolutionare
Zusammenhange stlitzen, wobei die physiologischen Funktionen einer spezifischen Gruppe
weiterhin unbekannt sind. Daher fihrt zur Klarung der Frage nach der physiologischen
Funktion kein Weg an der experimentellen Untersuchung von CDPKs (in den entsprechenden
Organismen) vorbei ist.

Die einzige bislang charakterisierte Moos-CDPK scheint mit Nahrstoffmangel assoziiert zu
sein (Funaria; Mitra and Johri (2000)). Im Lebermoos Conocephalum conicum ist eine CDPK
wohl an der Entwicklung von Sexualorganen beteiligt (Nishiyama et a/, 1999). Eine mit dem
cortikalen Aktin-Cytoskelett-assoziierte CDPK in der Alge Nitella wurde auch mit der
Regulation von Cytoplasma-Strémung in Zusammenhang gebracht (McCurdy & Harmon,
1992). Phytochrom kann ebenfalls die Aktin-und Ca?*-abhangige Cytolasma-Strémung in
Vallisneria regulieren (Takagi et al, 2003), was eine sehr schnelle (2,5 s) Phytochrom-
regulierte Antwort, die somit nicht durch Transkription/Translation erklart werden kann,
darstellt. Auch in héheren Pflanzen existieren CDPKs, die mit F-Aktin assoziiert sind, was fiir
Zwiebel- / Soja-Wurzelzellen und 7radescantia Pollenschlauche demonstriert werden konnte
aber vermutlich eine indirekte Interaktion Uber ein Aktin-bindendes (durch CDPK
phosphorylierbares?) Protein darstellt (Putnam-Evans et a/, 1989). Manche CDPKs kdnnten
somit an der Regulation des Aktin-Cytoskeletts beteiligt sein. Auch die iber Neochrom R-
(und B-) regulierte Chloroplastendrehung von Mougeotia ist Ca’*-abhingig und
moglicherweise ist ein Actomyosin-System das intrazelluldre Ziel des Ca®*-Signals (Wagner &
Klein, 1978; Suetsugu et al, 2005). Da das Aktin-Cytoskelett als das ausfiihrende Organ bei
der phototropen Krimmungsreaktion von Physcomitrella-Protonemata angesehen wird, ist
diese Beobachtung besonders interessant und konnte die gesuchte Verbindung zwischen
Rezeptor und Cytoskelett herstellen.

Zu diesem Zeitpunkt kann fur die Physcomitrella CDPK lediglich geschlussfolgert werden,
dass sie in planta mit phy4 interagiert und dass diese Interaktion vermutlich verstarkt im
Cytoplasma stattfindet. Inwieweit die nachgewiesene phy4-CDPK-Interaktion eine Rolle in
cytoplasmatischen Antworten auf gerichtete Lichtreize spielt, kann derzeit ohne
Mutationsanalysen nicht abgeschatzt werden, aber die zahlreichen Evidenzen der méglichen
CDPK-Funktionen in anderen Pflanzen/Algen sind zumindest vielversprechend.

5.4.9 Rhomboid Intramembran-Serinprotease / (HIP9)
Die im Holo-phy4:BD-Screen identifizierte putative Rhomboid-Intramembran-Serinprotease
konnte mittels Y2H als putativer, lichtabhangiger phy4-Interaktionspartner verifiziert werden
(Abbildung 4-25). Auch wenn das vorhergesagte Molekulargewicht des FP-Fusionsproteins
(64 kDa + 27 kDa T7ag) die KernausschlussgroBBe Uberschreitet (Grebenok et al, 1997), ist
zumindest die C-terminale CFP-Fusion in der Lage, im Zellkern zu lokalisieren, wahrend die
N-terminale Fusion lediglich im Cytoplasma vorliegt (Abbildung 4-35 A). Durch den N-
terminalen Fluoreszenz-7ag wird moglicherweise ein Kernlokalisationssignal maskiert, und
das Protein wird am aktiven Kernimport gehindert. In der Tat konnten mittels NucPred
(www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/) zwei NLS-Motive im N-terminalen Bereich vorhergesagt
werden. Obwohl auch Transmembran-Domaéanen vorhergesagt waren, konnte keine deutliche
Konzentrierung des Signals in (Plasma)membran-Nahe beobachtet werden (auch wenn
CFP:Rhomboid-Protease in D evtl. ein zusatzliches Plasmamembran-Signal aufweisen kdnnte).
Da beide Konformationen (u. A.) im Cytoplasma lokalisierten, ist eine zusatzliche
Plasmamembran-Lokalisation nicht ausgeschlossen. /n planta-Interaktionsstudien wiesen in
Einzelfallen aber auf eine Lokalisation des phy4-Rhomboid-Protease-Komplexes an der
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Plasmamembran (und im Zellkern) hin, allerdings war das YFP-Signal in der Regel (in Einklang
mit Lokalisationsdaten) in Cytoplasma und Zellkern zu beobachten (phy4:YFPy+ Rhomboid-
Protease:YFPc — wobei die Protease auch hier C-terminal fusioniert ist; Abbildung 4-35 B).
Beide Signalmuster waren lediglich nach R-Vorbehandlung zu beobachten, was auf eine Pfr-
abhangige Interaktion von phy4 mit der Protease hinweist (den Y2H-Daten entsprechend).
Rhomboid-Doméanen Proteasen sind ubiquitdre Proteine und wurden zuerst in Drosophila
beschrieben. Dort und im Menschen fordern sie die Spaltung und Freisetzung des aktivierten
Membran-verankerten TGF-Alpha-ahnlichen Wachstumsfaktor Spitz und fungieren somit als
Intramembran-Serinproteasen (Urban et a/, 2001). Dieser Vorgang wird als Regulated
Intramembrane Proteolysis (RIP) bezeichnet und spielt scheinbar eine wichtige Rolle in
Signaltransduktions-Wegen. Die Signalfunktion scheint in Prokaryoten und Eukaryoten
konserviert zu sein (Koonin et a/, 2003; Urban & Wolfe, 2005). Den Kristallstrukturdaten
zufolge, besitzen Rhomboid-dhnliche Proteine (RBL Proteine) sieben Transmembran-
Domanen, die eine konische Aussparung bilden und der wassrigen Umgebung einen Zugang
ermaoglichen. Somit kann eine Peptidbindung innerhalb einer Transmembran-Helix mit Hilfe
von Serin- und Histidin-Resten, die eine katalytische Dyade bilden, gespalten werden
(Kanaoka et al, 2005; Baker et a/, 2007; Ben-Shem et al, 2007). Die Phospholipid-Umgebung
kdnnte einen Einfluss auf die RBL-Aktivitdt haben und somit einen Regulationsmechanismus
darstellen (Urban & Wolfe, 2005).

Das Arabidopsis und Physcomitrella Genom enthalt 17 bzw. 16 RBL-Gene (Li et a/, 2015). Von
den Arabidopsis Proteinen, werden vier aufgrund ihrer schwach konservierten aktiven
Zentren als inaktiv angesehen, oder haben andere katalytische Funktionen (Lemberg &
Freeman, 2007; Knopf & Adam, 2012). Das dem Physcomitrella-Protein ahnlichste
Arabidopsis-Protein  AT5G38510 ist laut TAIR (7he Arabidopsis Information Resource,
www.Arabidopsis.org) ein integrales Protein in der Chloroplasten- oder Plasmamembran und
wird auch zu den vier ,inaktiven” RBLs gezahlt (Lemberg & Freeman, 2007). AT5G38510
fehlen beide konservierten AS der katalytischen Dyade, aber daflir weist es immerhin das
Glycin im GxSx Rhomboid-Protease-Motiv auf, was evtl. ein alternatives aktives Zentrum
darstellt (Lemberg & Freeman, 2007). Die Substrate und Funktionen dieser Gruppe sind
bislang unbekannt. Arabidopsis RBL1 und 2 sind im Golgi-Apparat lokalisiert, was eine Rolle
im sekretorischen Weg nahelegt (Kanaoka et a/, 2005). Andere RBL-Proteine liegen in
Mitochondrien, Plastiden, evtl. im ER oder an der Plasmamembran vor, sodass verschiedene
RBLs wohl unterschiedliche zellulare Funktionen erfillen (Kmiec-Wisniewska et a/, 2008;
Knopf et al, 2012; Thompson et al, 2012). Arabidopsis RBL2 kann zwar den Drosophila
Wachstumsfaktor Spitz spalten, da in Arabidopsis und Reis allerdings alle Epidermal-Growth-
Factor-Komponenten abwesend sind, muss es in Pflanzen andere Zielproteine flir Rhomboid-
Serinproteasen geben (Kanaoka et al/, 2005). Unter Anderen stellen Transkriptionsfaktoren
mogliche Kandidaten fir Zielproteine dar. Etwa 10% der Arabidopsis Transkriptionsfaktoren
bendtigen Freisetzung von Membranen, um ihre transkriptionsregulatorische Funktion zu
entfalten (Kim & Park, 2007; Seo et al, 2008). Es konnte gezeigt werden, dass Pflanzen-RBLs
Rollen in Ca”**-vermittelten Stressantworten, Fertilitdit und Blitenentwicklung, struktureller
und funktioneller Erhaltung von Chloroplasten- und Mitochondrium-Integritdat und in
mitrochondrialem retrograden Signalling spielen (Aguilar-Hernandez et a/, 2011; Thompson
et al, 2012; Jeyaraju et al, 2013; Ng et al, 2013). Ob das identifizierte Physcomitrella Protein
wirklich ein integrales Membranprotein mit schaltbarer Protease-Aktivitat ist, ist auf Basis der
beschriebenen Evidenzen fraglich. Insbesondere weisen die Lokalisationsdaten eher auf eine
héchstens schwache Membran-Lokalisation hin. Eine Zelle wies im Split-YFP u. A. eine
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Membran-Lokalisation des phy4-Rhomboid-Komplexes auf, was mit der Plasmamemban-
Lokalisation des phy4-phot-Komplexes (Jaedicke et a/, 2012) korrelieren wirde. Ohne weitere
Untersuchungen bleibt die Involvierung von dem Physcomitrella RBL-Protein lediglich eine
Maoglichkeit.

5.4.10 Rhodopsin-Tail-Protein

Das Rhodopsin-7ail-Protein aus dem Holo-phy4:BD-Screen wurde zumindest in einer Y2H-
Konformation als lichtabhdngiger phy4-Interaktionspartner bestdtigt (Abbildung 4-25).
Lokalisationsstudien wurden nicht durchgefiihrt, jedoch sagen Lokalisations-Vorhersage-
Tools eine nukledre (PlantmPLoc), mitochondriale (TargetP) oder extrazellulare (WoLFPSORT)
Lokalisation voraus (s. Tabelle 1 im Anhang). Das sehr kleine Physcomitrella Protein weist eher
geringfiigigere Ahnlichkeiten zu anderen Pflanzenproteinen einschlieBlich des einen
moglichen Physcomitrella Homologes auf (s. Anhang 1.7.12), von denen der Léwenanteil
bislang  nicht  charakterisiert =~ wurde.  Der  beste  Arabidopsis-Treffer  war
AT2G41420/WINDHOSE 2 (WIH2; s. 4.5.2). was ein WUSCHEL-reguliertes integrales
Membranprotein/-peptid ist, welches in Megasporogenese/Entwicklung der Samenanlage
involviert ist (Lieber et a/. (2011) PMID 21658947). Der Abgleich mit Proteindatenbanken aller
Organismen ergab darlber hinaus als besten Treffer (mit 73% Abdeckung und 67% Identitat)
ein Pichia pastoris Protein welches in die positive Regulation der 1,3-3-Glukan-Synthese und
den G-Protein-Rhol-assoziierten Pkclp (ein Homolog der Mensch-Proteinkinase C)-MAPK
(Mitogen-activated Protein Kinase Cascade)-Signalweg involviert ist. Darlber hinaus wurden
aber auch einige Rhodopsine z.B. in Cranchia scabra oder Octopoteuthis nielseni (beides
Cephalopoden / Mollusken) als &ahnliche Proteine identifiziert. Dies spiegelt auch die
Vorhersage von zwei Rhodopsin-7a/-Doméanen (bekannt vom C-Terminus von Mollusken-
Rhodopsinen) in der Mitte der AS-Sequenz des Physcomitrella Proteins wider.
(Vorhergesagte) Transmembran-Domanen am C-Terminus vermitteln womdglich eine
Plasmamembran-Lokalisation des Rhodopsin- 7a//-Proteins. Da die intrazelluldre Lokalisation
(noch) nicht untersucht wurde, kann dies nicht experimentell bestatigt werden.

Rhodopsine sind visuelle Pigmente, die aus einem Membran-gebundenen Opsin-Apoprotein
mit 7 Transmembran-Helices und einem 11-Cis-Retinal-Chromophor (in der 7.
Transmembran-Domane) bestehen und zu der Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren gehoren (Fryxell & Meyerowitz, 1991). Licht-Absorption fihrt zu einer
Isomerisierung des Chromophors zu All-Trans-Retinal, zu einer Konformationsanderung des
Proteins und zur Bindung eines G-Proteins (welches in Invertebraten/Cephalopoden dann die
Phosphatidylinositol-Phospholipase(n) C aktiviert; Mitchell et a/ (1995). Mollusken-
Rhodopsine weisen eine strukturelle Besonderheit, namlich einen intrazellularen 7a/ mit
repetitiven GIn/Pro-reichen Motiven auf. Der untypische C-Terminus kann in 2 Bereiche
unterteilt werden: eine negative geladene Region (deren Ladungsverteilung an Ca”*-
Bindestellen erinnert) und eine Prolin-reiche Region (Hall et a/, 1991). Die geladene Region
besteht aus einigen Ser-/Thr-reichen Abschnitten, die zumindest in Vertebraten- und
Insekten-Rhodopsinen lichtabhdangig von der Rhodopsin-Kinase phosphoryliert werden. Die
Prolin-reiche Region besteht aus 7andem Repeats mit einer Pro-Pro-GIn-Gly-Tyr-Konsensus-
Sequengz, die auch in Octopus-Rhodopsin und anderen Membran-assoziierten Proteinen (z.B.
in synaptischen Vesikel-Proteinen oder in einem Dictyostelium Aktin-Bindeprotein),
identifiziert wurde (Hall et a/, 1991). Die Funktion des verlangerten C-terminalen Bereiches ist
bislang unbekannt aber man vermutet, dass er an der Fixierung des Proteins in der Membran
und / oder dem Vermitteln eines hohen MaBes an Ordnung z.B. in Mikrovilli (hexagonale
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Membran-Anordnungen in Invertebraten-Retinas) der Rezeptoren beteiligt ist (Goldsmith,
1975; Saibil & Hewat, 1987; Hall et a/, 1991). Die Stabilisierung der Rezeptor-Molekdle in der
Membran wirde die Brownsche Rotation / laterale Diffusion beschranken und eine
bevorzugte Orientierung der Photorezeptoren bewirken. Dies ist eine Voraussetzung fir die
Perzeption von linear polarisiertem Licht — eine interessante Parallele zum phy4-vermittelten
Polarotropismus. Es gibt darlber hinaus Hinweise auf eine Licht-abhdngige reversible
Veranderung (Ablésung von der Membran) des axialen Aktin-Cytoskeletts (Tsukita et al,
1988) in Mollusken-Mikrovilli, was bei der Beugungsreaktion von Moos-Protonemata
ebenfalls nachgewiesen werden konnte (Meske & Hartmann, 1995; Meske et a/, 1996). Leider
konnte das Physcomitrella Rhodopsin-T7ail-Protein nicht /n planta als phy4-
Interaktionspartner bestatigt werden (s. 5.4; nicht gezeigt), allerdings wurde (entsprechend
der Y2H-Daten) lediglich eine Split-YFP-Konformation untersucht. Moglicherweise ware es
lohnenswert, weitere Konformationen zu betrachten, denn die oben beschriebenen putativen
Funktionen des Rhodopsin-7ai/s wirden die Anforderungen des cytoplasmatischen
Phytochrom-Signallings zur Perzeption und Transduktion von Lichtrichtung und —polarisation
in besonderem Mal erfillen.

5.4.11  Ankyrin- & BTB/POZ-Protein / (HIP10)

Bei dem im Holo-phy4:BD-Screen identifizierten Ankyrin- & BTB/POZ-Protein scheint es sich
um ein Physcomitrella-spezifisches Protein zu handeln, denn Abgleiche der AS-Sequenz mit
Viridiplantae-Proteinen ergab lediglich ein weiteres Physcomitrella-Protein, welches (mit
Licken) nahezu auf voller Query-Léange alignte (Pp3c7_8840V1.1). Andere Viridiplantae-
Proteine wiesen entweder Ahnlichkeiten zu der Ankyrin- oder der BTB/POZ-Doméne aber
nicht zu beiden auf. Y2H-Studien bestatigten das Protein (abhangig von der Konformation)
als konstitutiven oder R-induzierten phy4-Interaktionspartner (Abbildung 4-25). /n planta
Lokalisationsuntersuchungen zeigten cytoplasmatische (CFP:Ankyrin- & BTB/POZ) oder
cytoplasmatische und nukledre Lokalisation (Ankyrin- & BTB/POZ:CFP; Abb. 8 A im Anhang).
Maoglicherweise ist eine Dimerisierung Uber die C-terminale BTB/POZ-Doméne (s.u.) die
Ursache fiur die cytoplasmatische Lokalisation von CFP:Ankyrin- & BTB/POZ, denn als Dimer
wirde die Kernporen-AusschlussgroBe definitiv Uberschritten (Grebenok et a/, 1997). Der C-
terminale CFP-7ag hingegen konnte eine erfolgreiche Dimerisierung verhindern und somit
eine passive Diffusion eines Monomers in den Zellkern ermodglichen. Ein Aktiver Transport
von Monomeren in den Zellkern erscheint dahingegen unwahrscheinlicher, da keine
klassischen NES- und NLS-Sequenzen vorhergesagt werden konnten (s. 4.5.2). Leider konnten
Split-YFP-Analysen das Ankyrin- & BTB/POZ-Protein nicht als phy4-Interaktionspartner /n
planta bestatigen. Moglicherweise handelt es sich bei dem Ankyrin- & BTB/POZ-Protein um
einen falsch positiven Y2H-Kandidaten (trotz lichtabhdngiger YZ2H-Interaktion, s.0.), oder es
interagiert zu schwach / indirekt mit phy4, um ein sichtbares YFP-Signal zu erzeugen (eine
indirekte Interaktion wirde allerdings nicht die YZH-Daten erkldren). Eine temporare
Interaktion hingegen sollte sich im Split-YFP stabilisieren und zu einem akkumulierten YFP-
Signal fuhren, denn sind die YFP einmal assembiliert, trennen sie sich nicht wieder, auch wenn
die Interaktion der fusionierten Hybrid-Proteine nachlassen sollte. Mdglicherweise kdnnte
eine weitere Methode zum Protein-Protein-Interaktionsnachweis, wie zum Beispiel Co-IP eine
phy4-Ankyrin&BTB/POZ-Interaktion bestatigen. Daher und aufgrund seiner interessanten
cytoplasmatischen Lokalisation (z.T. in distinkten cytoplasmatischen Bereichen) soll das
Ankyrin- & BTB/POZ-Protein dennoch in die Diskussion eingeschlossen werden.
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Ankyrin-Motive sind verantwortlich flr Protein-Protein-Interaktionen und sind generell in
Transkriptionsregulation, Cytoskelett-Organisation, Modulation der Zellzyklus-Progression
oder Zelldifferenzierung involviert (Mosavi et al, 2004; Li et al, 2006). Interessanterweise
kédnnen Ankyrin-Proteine auch Verbindung zwischen integralen Membranproteinen und dem
Spektrin-basierten Cytoskelett herstellen (im Mensch, Rubtsov and Lopina (2000). Spektrine
werden als Plattform fir die Stabilisierung und Regulation von Kanélen, Transportern und
Rezeptoren betrachtet, indem sie eine Hauptkomponente des Membran-Skeletts bilden
(Zusammengefasst in Machnicka et al. (2014)). Fir ein Spektrin-dhnliches Protein in Chara
konnte ein dichtes Aktin-Filament-Netz, Spektrin-dhnliche Epitope in der apikalen Kuppe und
sogar eine Rolle in (gravitropem) Spitzenzellwachstum von Rhizoiden und Protonemata
gezeigt werden (Braun, 2001; Braun et a/, 2004; Braun & Limbach, 2006). Eventuell kdnnte
das Ankyrin- & BTB/POZ-Protein die Fixierung des phy-phot-Komplexes an der
Plasmamembran vermitteln. Leider konnten Sp/it-YFP-Analysen dies nicht bestatigen (Anhang
Abbildung 8B). Die Lokalisationsdaten von CFP:Ankyrin-&BTB/POZ in distinkten
cytoplasmatischen Bereichen vor Allem in der Zellperipherie (Anhang Abbildung 8A) kénnten
dennoch auf eine Spektrin-assoziierte Lokalisation und Funktion (méglicherweise unabhangig
von einer (direkten) phy4-Interaktion) hinweisen. Da hier allerdings lediglich YFPc:Ankyrin-
&BTB/POZ-Fusionen im Split-YFP mit N- und C-terminalen phy4-Fusionen untersucht
wurden, kdnnte der N-terminale 7ag eine Interaktion mit Phytochrom verhindern, so dass es
evtl. lohnenswert sein konnte, C-terminale Ankyrin&BTB/POZ-Fusionen zu betrachten.
Daruber hinaus wurde fir das nukleare und cytoplasmatische Arabidopsis-Ankyrin-Repeat-
Protein PIA2 (Phytochrome-interacting Ankyrin-Repeat Protein 2) gezeigt, dass es ex vivo mit
Hafer-phyA interagiert, phyA-abhangig phosphoryliert wird und somit evtl. die Anthocyanin-
Biosynthese in Keimlingen in FR positiv reguliert (Yoo et al/, 2011). Da PIA2 keine Praferenz
fur Pr/Pfr aufwies, kategorisierten die Autoren PIA2 als strukturelle Komponente
(mdglicherweise  zur  Stabilisierung) des  Phytochrom-Komplexes anstelle einer
Signalkomponente. PIA2-Phosphorylierung fiihrt nicht zu dessen Degradation, sondern wirkt
sich vermutlich auf das phyA-Interaktionsverhalten mit anderen Proteinen aus (Yoo et al,
2011). Eine aktuelle Arbeit derselben Arbeitsgruppe konnte jiingst zeigen, dass PIA2 mit PIF3
interagiert und dadurch scheinbar in der Tat die phyA-abhangige PIF3-Phosphorylierung
unterdriickt (Yoo et a/, 2016).

BTB/POZ-Domanen vermitteln i.d.R. Dimerisierung (Bardwell & Treisman, 1994; Zollman et a/,
1994; Ahmad, KF et al, 1998; Stogios et al, 2005) und BTB-Proteine kdnnen als Adapter-
Proteine zwischen Cullin3-basierten Ubiquitin-Ligasen und Ziel-Transkriptionsfaktoren oder
EF1aAl im Proteindegradationsweg dienen (Ha et a/, 2004; Roberts et a/, 2011; Chen et a/,
2013; Chen et al, 2015). Interessanterweise wurde im Apo-BD:PHY4-Screen auch EFla
identifiziert (s. 5.4.16). Pflanzen-BTB/POZ-Proteine kodnnen Funktionen in Metabolismus,
Blihindiktions-Kontrolle, Abwehr-Reaktionen, Hormon-Signalling und Blattentwicklung
haben (Aulakh et a/, 2014; Chen et al, 2015). Auch die Phototropismus-assoziierten Proteine
ROOT PHOTOTROPISM2 (RPT2) und NON-PHOTOTROPIC HYPOCOTYL3 (NPH3, auch eine
E3-Ubiquitin-Ligase, Roberts et a/ (2011)) besitzen BTB/POZ-Domanen (Albagli et a/, 1995;
Aravind & Koonin, 1999; Sakai et a/, 2000). Beide Proteine kdnnen mit photl (und NPH3 auch
mit phot2) und miteinander interagieren (Motchoulski & Liscum, 1999; Inada et al, 2004;
Lariguet et al, 2006). Daher ware eine Untersuchung einer putativen Interaktion des Ankyrin-
&BTB/POZ-Proteins mit den vier Physcomitrella-Phototropinen interessant.
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5.4.12 Autophagie-Protein

Das im Holo-phy4:BD-Screen identifizierte Autophagie-Protein konnte mittels VY2H-
Interaktions-Assays zumindest in einer Konformation als lichtabhangiger (BD:)phy4-
Interaktionspartner bestdtigt werden. Lokalisationsstudien wurden fir diesen Kandidaten
nicht durchgefiihrt, jedoch ist er laut verschiedener Lokalisationsvorhersagen im Cytoplasma
lokalisiert (s. Tabelle 1 im Anhang). Sp/it-YFP-Studien mit einer einzelnen Konformation
(entsprechend der YZ2H-Daten) konnten keine /in planta-Interaktion mit phy4 nachweisen
(nicht gezeigt, s. 4.5.2). Moglicherweise kénnte die Betrachtung weiterer Konformationen
lohnenswert sein.

Das Physcomitrella-Protein weist eine Autophagy Protein Atg8 Ubiquitin-like-Domane auf
(woraus sich der gewahlte Name ableitet). Autophagie ist die Bezeichnung fir den
Eukaryoten-spezifischen Prozess der Degradation von einer groBen Menge an
cytoplasmatischen Komponenten (inkl. Proteine und Organellen), die in ein Autophagosom
abgesondert werden. Makroautophagie kann sowohl selektiv unter Housekeeping- als auch
unter Stressbedingungen stattfinden (Reggiori & Klionsky, 2013). Im Autophagosom werden
die Komponenten in Doppelmembran-Vesikel gehullt und zu Organellen gebracht, wo die
Degradation stattfindet (z.B. Lysosom / Vakuole; Boya et a/. (2013)) um die resultierenden
Makromolekiile zu recyclen und wieder fur den Metabolismus zuganglich zu machen.

Autophagie-related 8 Proteine (Atg8s) sind eine der 62 hoch konservierten Eukaryoten-
spezifischen Protein-Familien. Hefen und andere Pilze besitzen ein, wahrend mehrzellige
Tiere und Pflanzen mehrere Gene besitzen kdnnen (Shpilka et a/, 2011). Das strukturell dem
Ubiquitin ahnliche Hefeprotein Atg8 ist am Autophagosom beteiligt. Atg8 Proteine besitzen
zwei N-terminale a-Helices und einen C-terminalen Ubiquitin-Kern. Letzterer besteht aus
einem 4-strangigen B-Faltblatt, wobei zwischen B2 und B3 und zwischen B3 und B4 jeweils
eine a-Helix vorliegt (Noda et a/, 2009). Dieser basische Bereich ist vermutlich fir Protein-
Protein-Interaktionen (ggf. mit Konjugations-Maschinerie Proteinen) verantwortlich. Der N-
Terminus ist weniger konserviert und vermittelt somit wahrscheinlich spezifische
Interaktionen und Funktionen unterschiedlicher Atg8-Proteine und/oder stellt ein Ziel
posttranslationaler Modifikationen dar (Shpilka et al/, 2011). Atg8 wird (in Hefe) post-
translational am C-Terminus geschnitten und exponiert einen Glycin-Rest. Diese Modifikation
wird von der Atg8-spezifischen Cystein-Protease Atg4 vermittelt (Kirisako et a/, 2000; Kim et
al, 2001) und Atg8 wird infolge dessen durch eine Ubiquitin-ahnliche Konjugations-
Maschinerie (Atg7~E1 und Atg3~E2) prozessiert (Schlumpberger et a/, 1997; Tanida et al,
1999) und mit dem Glycin-Rest kovalent an ein Phosphatidylethanolamin-Lipid (also an eine
Membran) konjugiert (Ichimura et a/, 2000). Dieses Glycin ist auch in Arabidopsis Atg8
konserviert. Diese Protein-Lipidierung (mittels Atg5/Atgl2~E3, Hanada et a/. (2007)) hat eine
essentielle Bedeutung fur die Membran-Dynamik wahrend der Autophagie. Atg8 hat eine
Schlusselrolle in Autophagie bestehend aus Cargo-Rekrutierung und Cytoplasma-zu-
Vakuole-7argeting indem es (mit seinem N-Terminus) an die Rezeptoren Atgl9 und Atg34
bindet (Lynch-Day & Klionsky, 2010; Suzuki et al/, 2010; Weidberg et a/, 2011). AuBerdem ist
Atg8 an der Autophagosom-Biogenese beteiligt und ist essentiell fir die Elongation der
autophagen Membran (Abeliovich et a/, 2000; Xie et a/, 2008).

In héheren Pflanzen haben sich Atg8-Gene diversifiziert, insgesamt besitzt Arabidopsis neun
solcher Gene, die in drei Cluster gruppiert werden konnen. Die Gene unterscheiden sich in
ihrer zeitlichen und raumlichen Expression in unterschiedlichen Geweben (Slavikova et al,
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2005). Das Physcomitrella-Protein besitzt scheinbar 5 Homologe in Physcomitrella und ist
auBerdem allen Arabidopsis Atg8-Proteinen sehr dhnlich (s. 4.5.2, Tabelle 6-1 und Anhang
1.7.14). Arabidopsis ATG8 und ATG4 sind sogar insofern funktionell konserviert als dass sie
den Hefephanotyp der entsprechenden Doppelmutante partiell kompensieren kdnnen
(Ketelaar et al, 2004). Eine Lokalisation in Autophagosom-ahnlichen Strukturen im Cytosol
und der Vakuole konnte auch fir ein Arabidopsis Atg8-Protein sowohl unter glnstigen
Bedingungen, als auch unter Mangel- / Stressbedingungen nachgewiesen werden (Slavikova
et al, 2005). In Pflanzen scheint Autophagie diverse Rollen in AS-Recycling unter Stress-und
Mangelbedingungen und dem Entfernen beschadigter Proteine unter oxidativen und
osmotischen Stressbedingungen zu tUbernehmen (Doelling et a/, 2002; Xiong et al, 2007; Liu
et al, 2009). AuBerdem werden Starkepartikel und Organellen wie Chloroplasten,
Mitochondrien und Peroxysomen degradiert und Autophagie ist auch an Zelltod / Seneszenz
und Immunantworten beteiligt (u. A. Shibata et a/ (2013), Wang and Liu (2013), Wada et al.
(2009), Liu et al (2005)). Dies hat Auswirkungen auf Prozesse wie Keimlings-Etablierung,
Entwicklung, Metabolismus, Stressresistenz und Reproduktion (rezensiert in Michaeli et al.
(2016)). In Physcomitrella zeigten atg5-KO-Pflanzen (wie in Arabidopsis und Hefe) einen
gestorten Autophagie- / £arly-Senescence-Phanotyp, so dass dieser Prozess auch im Moos
eine physiologische Rolle wenigstens unter Kohlenstoff- oder Stickstoff-Mangelbedingungen
oder in Dunkelheit zu spielen scheint (Mukae et a/, 2015). Scheinbar fihrt die atg5 Mutation
(durch gestorte Protein-Lipidierung von Atg8, s.0.) durch die gestorte cytoplasmatische
Degradation zu einer vorzeitigen Erschopfung bestimmter Aminosduren (aber nicht von
Zuckern) etc. In anderen Pflanzen zeigen atg-Einzel und Doppel-Mutanten ebenfalls
Hypersensitivitdt gegentiber Kohlenstoff- und Stickstoffmangel. Dies manifestiert sich in
nachtlicher Starkeakkumulation, gestorter nachtlicher Versorgung mit Aminosauren und
verandertem Lipid-Metabolismus, was unter ungestérten Autophagie-Bedingungen unter
Kohlenstoffmangel eine ErschlieBung alternativer Energie-/ Kohlenstoffquellen (Proteine bzw.
freier Aminosduren und Lipide) darstellt (zusammengefasst in Michaeli et al (2016)).
Autophagie hat somit einen Einfluss auf die Kohlenstoff-Verfligbarkeit. Als mdgliche
Pflanzen-spezifische Atg8-Cargo-Rezeptoren wurden die Arabidopsis ATG8 INTERACTING 1
und 2 (ATI1 und ATI2) Proteine identifiziert, die Uber Transmembran-Domanen und AIMs
(ATGS8-interacting Motify verfigen (Honig et al/, 2012). ATI1 und ATI2 sind in der ER-
Membran (und ATI1 auch an/in Plastiden) lokalisiert und relokalisieren infolge von
Kohlenstoffmengel vom ER aus in runde Strukturen (ATI-Bodles), die mdglicherweise eine
Rolle in ER-zu-Vakuole- Trafficking und evtl. selektiver ABA-Degradation / Degradation von
ABA-assoziierten Proteinen spielen (Li & Vierstra, 2012; Michaeli et a/, 2014). Seneszenz-
induzierte API-Plastid-associated Bodies fungieren moglicherweise in selektivem Transport
von Plastid-Proteinen zur Vakuole (Ishida & Yoshimoto, 2008; Michaeli et a/, 2014). Ein
weiterer Kandidat fur einen Cargo-Rezeptor stellt das Ham-Bindeprotein TSPO
(TRYPTOPHAN-RICH SENSORY PROTEIN), dar, welches durch Atg8-Interaktion die
Autophagie-vermittelte Degradation von Porphyrinen vermittelt (Vanhee et a/, 2011). TSPO
interagiert mit dem Aquaporin PIP2;7 (PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 2;7) und
vermittelt dessen Transport von der Plasmamembran zur Vakuole (und beeinflusst somit die
Wasserpermeabilitat der Membran; Hachez et a/ (2014). Rein hypothetisch kénnte in
ahnlicher Weise auch der Phytochrom-Chromophor degradiert werden und evtl. zur
Desensibilisierung des Rezeptors fiuhren, wodurch allerdings nicht die Perzeption von
Richtungssignalen und daraus resultierende zelluldre Antworten erklart werden kdénnen.
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Urspriinglich wurde Atg8 mit Membran- 7rafficking-Prozessen und insbesondre der SNARE-
Fusionsmaschinerie, welche den GroBteil intrazelluldrer T7rafficking-Prozesse vermittelt, in
Verbindung gebracht (Elazar et al, 2003). Auch diverse Pflanzenstudien weisen auf eine
Verbindung zwischen Autophagie und anderen Trafficking-Prozessen in der Zelle hin. Der
EXOCYST-Proteinkomplex z.B. vermittelt 7argeting und Fusion von Golgi-Vesikeln mit der
Plasmamembran (Heider & Munson, 2012) aber auch Stickstoffmangel-induzierte Autophagie
in Arabidopsis (Kulich et al, 2013). Das Vorhandensein von AlMs in allen Arabidopsis
EXOCYST COMPLEX COMPONENT EXO70-Homologen kdnnte auf eine Interaktion mit Atg8
hinweisen (Tzfadia & Galili, 2013). Physcomitrella-Homologe weisen ebenfalls AIM-Motive auf
(Cvrckova & Zarsky, 2013). Falls das identifizierte Physcomitrella Protein &hnlich breit
gefdcherte Funktionen besitzt, und die verifizierte (Y2H)-Interaktion auch physiologisch
relevant ist, ware vorstellbar, dass das Autophagie-Protein eine Rolle in der Phytochrom-
vermittelten Reaktion auf gerichtete Lichtreize spielt, indem beispielsweise fiir die
Krimmungsreaktion ~ notwendige =~ Membran-Bausteine  gezielt zu  bestimmten
Plasmamembran-Bereichen transportiert werden.

Eine von drei Atg8-Unterfamilien stellen Microtubule-associated Protein 1 Light Chain 3
(MAP1LC3 oder LC3) Proteine dar (Shpilka et a/, 2011). Unabhangig von einer Autophagie-
Assoziation wurde LC3 zuerst als mit den Mikrotubuli-Bindeproteinen 1A und 1B (Heavy
Chains Co-purifying Proteine) charakterisiert (Kuznetsov & Gelfand, 1987, Mann &
Hammarback, 1994) und fungiert vermutlich als Untereinheit der beiden Mikrotubuli-
assoziierten Proteine (kann aber auch direkt Mikrotubuli binden). Die LC3-Expression kdnnte
dariber hinaus die Mikrotubuli-Bindeaktivitat von MAP1A und MAP1B regulieren (Mann &
Hammarback, 1994). Arabidopsis weist somit ebenfalls signifikante Homologie zu LC3 von
MAP1A und MAP1B auf und es konnte sogar gezeigt werden, dass AtAtg8 Mikrotubuli
binden kann. Das Physcomitrella-Protein scheint auch Ahnlichkeiten zu der Ubiquitin-
Domane des y-Aminobuttersaure-Rezeptor-assoziierten Proteins (GABARAP, einer 2.
Unterfamilie der Atg8-Proteine) aufzuweisen (NCBI CDD). Auch diese Proteine vermitteln
intrazellulares Membran- 7rafficking und / oder Fusion und binden nicht nur GABA, sondern
u. A. auch an Tubulin (Coyle et al, 2002). Mikrotubuli sind an vielen Prozessen in
eukaryotischen Zellen beteiligt inklusive Zellteilung und intrazellularem Transport. In
Lichtrichtungsantworten von Spitzenzellen von Physcomitrella sind Aktin-Filamente die
Haupt-Akteure, jedoch wird auch Mikrotubuli in Ceratodon purpureus eine Rolle darin
zugedacht (Hartmann, 1984). Eine Mikrotubuli-Bindeaktivitat eines phy4-Interaktionspartners
wirde zumindest eine Moglichkeit darstellen, die Rotation des Photorezeptors zu
beschranken und somit Aktions-Dichroismus und Polarotropismus zu ermdglichen (s.
Einleitung).

5.4.13  Protein mit unbekannter Funktion / HIP11
Da das im Holo-phy4:BD-Screen identifizierte unbekannte Protein keine signifikanten
Ahnlichkeiten zu Proteinen anderer Pflanzen besitzt, scheint es sich um ein Physcomitrella-
spezifisches Protein zu handeln. Der beste Treffer unter den Arabidopsis-Proteinen war ein
pfkB-/ike Kohlenhydratkinase-Familien Protein. Dass das einmalige Gen exprimiert wird,
belegt die extensive EST-Evidenz und auch Expressionsdaten (s. Anhang 1.7.15). Y2H und in
planta Interaktionsanalysen bestatigten das Protein als phy4-Interaktionspartner (4.5.2.10). Da
fur die AS-Sequenz eine N-terminale Plasmamembran-Domane (AS 7-25) vorhergesagt war
(und es sich bei den meisten Arabidopsis-Treffern um Membranproteine handelte), ware
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eigentlich eine entsprechende Lokalisation zu erwarten gewesen, was aber nicht belegt
werden konnte (Abbildung 4-36). Stattdessen scheinen N-terminale Fusionen des Proteins
sowohl im Lokalisations- als auch im Split-YFP-Assay cytoplasmatisch und perinuklear
lokalisiert zu sein. Andererseits beglinstigen das geringe Molekulargewicht und auch ein
vorhergesagtes NLS (RRRR, AS 112-115) die gelegentliche nukleare Lokalisation. Abgesehen
von der vorhergesagten Transmembran-Domane konnten verschiedene Vorhersage-700/s
keine weiteren funktionellen Doménen identifizieren, sodass hier keine Aussagen (ber eine
mogliche Funktion des Proteins getroffen werden kénnen. Auch eine mdgliche Kinaseaktivitat
ist aufgrund der sehr schwachen Ahnlichkeit zu der Arabidopsis Kohlenhydratkinase eher
fraglich. Demnach ist das Protein ein Physcomitrella-spezifisches Protein mit unbekannter
Funktion. Durch die Bestatigung der (konstitutiven) Interaktion mit phy4 /n planta kdnnte es
sich bei diesem Protein dennoch um einen interessanten Kandidaten flir cytoplasmatisches
Phytochrom-Signalling handeln. Auch die Vermittlung von Photo- und Polarotropismus
durch Rotlicht und Perzeption und Transduktion des Signals durch Phytochrom scheint ja
eine Moos-spezifische Antwort zu sein. Evtl. gibt es auch verwandte Gene in Ceratodon
purpureus (welches gerichtete Lichtreize ebenfalls mittels Phytochrom wahrnimmt), allerdings
ist dessen Genom-Sequenz momentan noch nicht veroffentlicht. Daher missen weitere
Studien die Involvierung des unbekannten Proteins in Phytochrom-Signaltransduktion noch
belegen.

5.4.14 elF-5A/HIP12

Der eukaryotische Translations-Initiationsfaktor-5A aus dem Holo-phy4:BD-Screen konnte in
mehreren Konformationen als Y2H- und als /n planta Interaktionspartner von phy4 bestatigt
werden. Wahrend das VYZH-Interaktionsverhalten sowohl Licht-induzierte, als auch
konstitutive Charakteristika zeigte, fand die /n planta Interaktion konstitutiv entweder im
Cytoplasma oder in Cytoplasma und Kern statt (Abbildung 4-37). Cytoplasmatische und
nukledre Signalmuster entsprechen weitgehend den Lokalisationsdaten, wobei die nukleare
Verteilung wohl durch das geringe Molekulargewicht des Hybridproteins (ca. 18 kDa +
27 kDa Tag) und folglich freie Diffusion in der Zelle zu begriinden ist (Grebenok et al, 1997).
Zuerst wurde flir den eukaryotische Translationsfaktor-5A beschrieben, dass er an der
Bildung der ersten Peptidbindung der Translation und somit an dessen Initiation (Name)
beteiligt ist (Kemper et a/, 1976). Spatere Evidenzen deuteten jedoch eher auf eine Rolle in
der translationalen Elongation hin (Gregio et al, 2009; Patel et a/, 2009; Saini et al, 2009)
oder der Zellproliferation (rezensiert in Park et a/ (2010)). Der genaue elF-5A-
Wirkmechanismus am Ribosom ist bis dato unbekannt, jedoch impliziert die Bindung an
Translations-Maschinerie-Komponenten  (z.B.  Translations-Elongationsfaktor 2)  und
vorwiegend an aktiv translatierende Ribosomen eine direkte Funktion in Translation (Kang &
Hershey, 1994; Hanauske-Abel et al/, 1995; Zanelli et al/, 2006). Die Assoziation von
Phytochrom mit eIF-5A und Translation stellt eine interessante mogliche Verbindung zu der
beschriebenen Assoziation von Arabidopsis phyB Pfr mit dem cytoplasmatischen
translationalen Regulator PENTAL dar (Paik et a/, 2012). Paik und Mitarbeiter konnten zeigen,
dass R-aktiviertes phyB Pfr an das cytoplasmatischen PENTAL rekrutiert wird, welches Licht-
unabhangig mit der 5'UTR der PORA mRNA assoziiert ist. phyB Pfr ist somit in der Lage, die
PORA Translation im Cytoplasma zu inhibieren, was ein prominentes Beispiel fir eine
cytoplasmatische Phytochrom-Funktion ist.
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Fir die elF-5A Aktivitdt und dessen Regulation ist die einzigartige posttranslationale
Modifikation der Hyposinierung noétig (Cooper et al, 1982; Chen, 1983; Park, 1989; Smit-
McBride et al, 1989): die beiden hoch konservierten eukaryotischen Enzyme Deoxyhypusin-
Synthase und Deoxyhyposin-Hydrolase (Park et a/, 1993; Park et a/, 1994) vermitteln den
Transfer des Aminobutyl-Restes des Polyamins Sperimidin auf einen Lysin-Rest des elF-5A-
Vorlaufers bzw. die anschlieBende Hydroxylierung (Chen & Liu, 1997; Park et al, 1997). Die
Deoxyhyposin-Hydrolase ist ein Einzelgen in allen Eukaryoten und essenziell fir
Zellwachstum und -proliferation in multizelluldaren Organismen (Hanauske-Abel et al/, 1994;
Patel et al, 2009). Dariiber hinaus wurde das Enzym und elF-5A mit Mikrotubuli-Assembly
und -Verteilung und mit Aktin-Dynamik und Zellpolaritat in Verbindung gebracht
(Balasundaram et a/, 1991; Park et a/, 1997; Weir & Yaffe, 2004; Zanelli & Valentini, 2005;
Chatterjee et al, 2006). In Hefe vermittelt elF-5A polares Wachstum, was fir den G1/S-
Ubergang notwendig ist, was (liber einen bislang unbekannten Mechanismus) zu einer
raumlich begrenzten Sekretion und Zellwand-Ablagerung fir die Entwicklung einer neuen
Knospe fuhrt. Dies kdnnte eine potentielle Verbindung zu der phy4-vermittelten Kontrolle
von Spitzenzellwachstum in Physcomitrella darstellen (s. auch EFla unten). Da die
beschriebenen Prozesse Hefe-Knospungs-spezifisch sein konnten, ist jedoch nicht klar, wie
Ubertagbar die Befunde auf andere Organismen ist.

Das komplexe /n planta Interaktionsverhalten von elF-5A (s. 4.5.2.11) korreliert mit
Beobachtungen in anderen Systemen: menschliches elIF-5A ist in Cytoplasma und
perinukledrer Region lokalisiert, wo es mit ER-assoziierten Ribosomen interagiert und eine
Netz-ahnliche Struktur ausbildet (Shi et a/, 1996). Dies erinnert an das von uns beobachtete
Signalmuster (Abbildung 4-37 A & B). Zugabe von Proteinsyntheseinhibitoren fihrt indes zu
einem punktuierten/fleckigen Signalmuster (ebenfalls Shi et al/ (1996)). Die oben
beschriebene Hypusinierung reguliert nicht nur die elF-5A Aktivitat, sondern auch dessen
Lokalisation: wahrend der Vorlaufer sowohl in Cytoplasma, als auch im Zellkern vorliegt,
findet man hypusiniertes elF-5A vorrangig im Cytoplasma (Park et a/, 1982; Chen, 1983;
Torrelio et al, 1984; Park, 1989; Lee et al/, 2009). In Mais fuhrt Phosphorylierung des N-
terminalen Ser2 zu einer Akkumulation in Zellkern, wahrend nicht-phosphorylierbare
Mutanten zusatzlich auch im Cytoplasma vorliegen (Lebska et a/, 2010; Lewandowska-
Gnatowska et al, 2011). Tatsachlich wurde vorgeschlagen, dass die phyA-assoziierte
Phosphatase PP2A die Dephosphorylierung ibernehmen konnte (s. auch 5.4.16), was den
nuklearen elF-5A-Export reaktivieren konnte.

Zusatzliche Komplexitat kommt dadurch zustande, dass in Eukaryoten zwei oder mehr elF-
5A-Isoformen vorliegen konnen (Jenkins 2001), die Bedingungs- oder Gewebe-spezifisch
exprimiert sein konnen. Funktionen kdnnen dementsprechend sowohl spezifisch, als auch
redundant sein (Schwelberger et a/, 1993; Hanazawa et al, 2004). In Arabidopsis gibt es 3
Isoformen, deren Aktivitat gemeinsam herunter-reguliert werden kann, indem die
Deoxyhypusin-Synthase herunter-reguliert wird. Dies fuhrt (in Tomate oder Arabidopsis) zu
diversen Entwicklungsstdrungen: verstarktem vegetativem und reproduktivem Wachstum,
Verzodgerung von Stress-induzierter und natirlicher Rosettenblatt-Seneszenz und evtl. auch
zu Schossen (Wang et al, 2001; Wang et al, 2003; Wang et al, 2005; Duguay et al, 2007).
Suppression aller Isoformen wurde dariiber hinaus mit Hitze-, oxidativem und osmotischem
Stress in Verbindung gebracht (Xu et a/, 2011). Fir distinkte Isoformen wurde impliziert, dass
sie entsprechend ihrer Expressionsmuster an i) Xylembildung und abiotischer Stresstoleranz
(elF-5A-1, photosynthetisches oder Leitgewebe) ii) Zellteilung und Wachstum,
Protoxylembildung, Resistenz gegenliber Pathogen-induziertem Zelltod & Cytokinin-
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Signalling (elF-5A-2, Uberall) und iii) vegetativem und reproduktivem Wachstum und
osmotischem und Nahrstoff-Stress (elF-5A-3, Phloem, Wurzelspitze, -epidermis & -haube,
und befruchteten Eizellen) beteiligt sind (Chamot & Kuhlemeier, 1992; Feng et al, 2007; Liu et
al, 2008; Ma et al, 2010; Wang et al, 2012; Ren et al, 2013). Auf Aminosaure-Ebene dhnelt
das Physcomitrella Protein Arabidopsis Isoform elF-5A-3 und 2 am meisten (noch mehr als
dem Physcomitrella Homolog; s. SI Ermert et al (2016).), jedoch ist die Funktion in
Physcomitrella bislang unbekannt. Genevestigator Microarray Daten
(www.genevestigator.com) legen zumindest eine potentielle Ko-Regulation von elF-5A und
phy4 in verschiedenen Bedingungen nahe, so dass eine Involvierung in phy4 Signalling nicht
ausgeschlossen ist.

5.4.15 EF1a/HIP13

EFla wurde im apo-BD:PHY4 YZ2H-Screen identifiziert und weist vermutlich daher eher
konstitutives Interaktionsverhalten mit dem Screening-Bait auf, wahrend die Interaktion mit
phy4:BD eher schwach aber dafiir lichtabhdngig war. Die ausschlieBlich cytoplasmatische
Lokalisation von EFla-CFP-Fusionen kdnnte mit der EFla-Funktion in der Translation von
mRNAs im Cytoplasma zusammenhadngen, wobei die beobachteten Cytoskelett-ahnlichen
Strukturen auf eine Assoziation mit Aktin-Filamenten hinweisen kdnnte (Abbildung 4-38 A).
Insbesondere wenn beide Partner N-terminal mit YFP-Halften versehen wurden, konnten
ahnliche Strukturen auch in Split-YFP beobachtet werden. Im Fall von C-terminalen Fusionen
hingegen, trat Interaktion auch im Zellkern auf, obwohl dies fiir EF1a:CFP nicht der Fall war.
Dies kénnte auf eine Translokation des Komplexes unter phy4-Uberexpressionsbedingungen
hinweisen. Ob dieses Verhalten von physiologischer Relevanz ist, kann ohne weitere
Untersuchungen jedoch nicht abgeschatzt werden.

EFla ist ein extrem konserviertes multifunktionelles Protein mit einer N-terminalen RAS-/jke
GTPase- (auch P-Loop NTPase genannt) und C-terminalen GTP EFTU-D2 und -D3 Domanen.
Die RAS-/ike GTPase-Domadne enthédlt einige Nukleotid-Bindestellen, wahrend die D3-
Domane fur Aktin-Bindung verantwortlich ist (Gross & Kinzy, 2005). Wie der Name schon
sagt, spielt EFla eine essenzielle Rolle in translationaler Elongation (Andersen et al, 2003): die
GTP-gebundene Form von EFla bindet an eine Aminoacyl-tRNA, um sie zu der A-Stelle des
Ribosoms zu bringen. Infolge von Codon-Anticodon-Erkennung wird das GTP hydrolysiert,
EFla andert seine Konformation und EFla-GDP wird freigesetzt. Ein GDP/GTP-
Austauschfaktor recycelt EF1la dann fiir den nachsten Elongationsschritt (Krab & Parmeggiani,
1998; Negrutskii & El'skaya, 1998). Daher konnte die EFla-Interaktion mit phy4 mit der
Phytochrom-regulierten PENTA-1-vermittelten PORA-Translationsregulation in Beziehung
stehen (Paik et a/ (2012); s. auch elF-5A).

Andererseits konnte fiur EFla gezeigt werden, dass es Aktin-Filamente in diversen
Organismen (z.B. Dictyostelium oder Mensch) binden und biindeln kann (Demma et a/, 1990;
Dharmawardhane et al, 1991; Bassell et al, 1994). Auch fir Chara konnte gezeigt werden,
dass EFla mit subcortikalen Aktin-Biindeln ko-lokalisiert (Collings et a/, 1994). EF1a macht 1-
2% des Gesamtproteins in normal wachsenden Zellen aus (Slobin, 1980; Dharmawardhane et
al, 1991), wobei man davon ausgeht, dass die Halfte davon mit Aktin assoziiert ist (Edmonds
et al, 1995). Die Aktin-Interaktion ist sowohl von der EFla-GTP-Bindung, als auch von dem
Phosphorylierungsstatus abhangig (Dharmawardhane et a/, 1991; Yang & Boss, 1994; Izawa
et al, 2000). EFlo aktiviert die Phosphatidylinositol-4-Kinase, wodurch es Capping und
Abtrennung von Aktin-Filament-Proteinen reguliert (Yang et a/, 1993). Phosphorylierung von
(Rattus oder Daucus carota) EFla vermindert die F-Aktin-Bindungsaktivitat bzw. aktiviert die
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PI-4-Kinase an der Plasmamembran (Yang & Boss, 1994; Izawa et a/, 2000). AuBerdem dient
EFla als Substrat flir Rho-assoziierte und Calcium-abhangige Proteinkinasen (Yang and Boss
(1994); Izawa et al. (2000), s. auch 4.5.2.8). Daruber hinaus bindet und kappt EF1a Mikrotubuli
in Ca?*- und Calmodulin-abhédngiger Art und Weise in diversen Organismen (Daucus,
Trypanosoma, Xenopus, Homa; Durso and Cyr (1994), Kaur and Ruben (1994), Shiina et al.
(1994)). Cytoskelett-Bindung von EFla koppelt die Translationsmaschinerie wahrscheinlich an
die raumliche Organisation der Zelle, wodurch EFla den Transport und die Verankerung von
mRNAs und die Kompartimentierung der Translation in eukaryotischen Zellen reguliert (Gross
& Kinzy, 2005). Da auch andere Schlissel-Komponeneten der Translation als Komplex mit
Aktin-Filamenten und Mikrotubuli assoziiert sind, konnte die Cytoskelett-assoziierte
Translation von mRNA in Multi-Protein-Komplexen einen verbreiteten Mechanismus
darstellen (Dharmawardhane et a/, 1991; Shestakova et a/, 1993; Bassell et a/, 1994; Bektas et
al, 1994; Durso & Cyr, 1994; Hamill et a/, 1994; Shiina et a/, 1994; Edmonds et a/, 1996). Die
raumliche Kontrolle der Translation kdnnte eine entscheidende Rolle bei der Lokalisation von
Entwicklungsdeterminanten, makromolekularen Komplexen, Isoform-Segregation und
Zellpolaritat spielen (Fulton, 1993; Wilhelm & Vale, 1993; Hamill et al/, 1994). Die EFla-
Cytoskelett-Assoziation kdnnte somit die Aktivitdt und/oder Erreichbarkeit der Komplexe fiir
die Proteinsynthese kontrollieren (Bektas et a/, 1994; Edmonds et a/, 1996). Da auch unsere
Beobachtungen auf eine Cytoskelett-Assoziation des phy4-EFla-Komplexes hindeuten, ware
vorstellbar, dass EFla eine dhnliche Rolle bei der Determinierung der Richtung des polaren
Wachstums infolge eines unilateralen oder polarisierten Lichtreizes spielt. Zusatzlich zu den
beschriebenen EFla-Funktionen gibt es Evidenzen, dass EFlo mit dem 26S-Proteasom
interagiert und an der Degradation von Na-acetylierten Proteinen (wie Aktin oder a-Kristallin)
beteiligt ist (Gonen et a/, 1994).

In Arabidopsis und Physcomitrella existieren vier bzw. ~11 Homologe (Ransom-Hodgkins,
2009). Da EFlo diverse zellulare Funktionen insbesondere in Zusammenhang mit dem
Cytoskelett und potentiell auch mit Ca**-Signalling zu besitzen scheint, ist es ein
interessanter Kandidat fir eine Funktion in phy4-vermitteltem Phototropismus in Filament-
Spitzenzellen. In unilateralem R-Licht, erzeugt die Pfr-Verteilung einen Ca”*-Gradienten mit
hochster Konzentration auf der Licht-zugewandten Seite der Zelle. Dies fiihrt zu einer
Umorientierung des cortikalen Aktin-Filament-Netzes von einer longitudinalen Anordnung
Richtung Apex hin zur belichteten Flanke (Hartmann & Weber, 1988; Meske & Hartmann,
1995; Meske et al, 1996). Infolgedessen bildet sich eine neue richtungsverschobene Kappe
mittels lokaler Neusynthese von Aktin-Filamenten, was auch dem polarisierten Vesikel-
Transport entlang der Aktin-Filamente entspricht (Schnepf, 1986; Meske et al, 1996). An
dieser durch den Lichtreiz neu definierten Stelle findet schlieBlich der polare Auswuchs des
Filaments statt. Es konnte in Arabidopsis Wurzelzellen gezeigt werden, dass Profilin 2
zusammen mit EFla in Aktin-7urnover und Aktin-Skelett-vermittelten Vesikel-Transport
involviert ist (Takac et a/, 2011). In der Tat ist Profilin essentiell flr Spitzenzellwachstum in
Physcomitrella (Vidali et al, 2007). AuBerdem ist Profilin zusammen mit Aktin und CHUP1
(CHLOROPLAST UNUSUAL POSITIONING 1) Hauptakteur in Chloroplastenbewegungs-
Antworten in Arabidopsis (Schmidt von Braun, 2008; Schmidt von Braun & Schleiff, 2008). Die
Chloroplasten-Photorelokation stellt neben den Tropismen ebenfalls eine Phytochrom-
vermittelte cytoplasmatische Lichtrichtungs-Antwort in Physcomitrella dar (Mittmann et al,
2004). Durch das Vorhandensein von CHUP1l-Homologen (CHUPla und CHUPlb) in
Physcomitrella ist eine Maschinerie bestehend aus Phytochrom, Profilin, EF1a und dem Aktin-
Filament-Netzwerk vorstellbar. In Arabidopsis ist die Phytochrom-Beteiligung an der dort
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Blaulicht-abhdngigen Phototropin-regulierten Antwort weniger klar, jedoch scheint
Phytochrom zumindest eine modulierende Rolle zu spielen (DeBlasio et al, 2003; Luesse et
al, 2010).

5.4.16  14-3-3-Protein / HIP14
Das im Holo-phy4:BD-Screen identifizierte 14-3-3 Protein konnte mittels Y2H als phy4(:BD)-
Interaktionspartner bestatigt werden. Die Interaktion war zwar R-verstarkt, jedoch nicht in
beiden 14-3-3-AD-Kombinationen FR-reversibel (Abbildung 4-25). Die cytoplasmatische und
nukleare Lokalisation des GFP:14-3-3-Fusionsproteins kdnnte durch das geringe 14-3-3
Molekulargewicht (knapp 30 kDa) beglinstigt werden. Ein NLS ist laut NucPred in der AS-
Sequenz nicht vorhanden. Dennoch scheint der C-terminale GFP-7ag den Kernimport zu
behindern, denn 14-3-3:GFP war vorwiegend cytoplasmatisch (Abbildung 4-39 A).
Maoglicherweise behindert der N-terminale GFP-7ag eine Dimerisierung oder eine potentielle
Bindung eines anderen Proteins (an den 14-3-3-N-Terminus?). Dies koénnte zur
Uberschreitung der KernporenausschlussgréBe fiihren und somit die nukleére Lokalisation
verhindern (Grebenok et al, 1997). Moglicherweise konnte auch die phy4-Bindung ein
solches Lokalisationsverhalten ausldsen, denn auch hier ist C-terminal fusioniertes 14-3-3 in
Kombination mit phy4:YFPy rein cytoplasmatisch. In Kombination von phy4:YFPy mit
YFPc:14-3-3 hingegen tritt auch nukledre Lokalisation auf. Sowohl die 14-3-3:GFP-
Lokalisationssignale, als auch die cytoplasmatischen phy4:YFPy+YFP:14-3-3 Sp/it-YFP-Signale
wiesen Ahnlichkeiten zu Cytoskelett-Strukturen auf. Dies kénnte das Lokalisationsverhalten
von 14-3-3 w und @ in Arabidopsis Trichomen widerspiegeln (Paul et a/, 2005).
14-3-3-Proteine sind ubiquitdr in eukaryotischen Zellen (Isobe et a/, 1991; Yaffe, 2002) und
besitzen eine konservierte zentrale Region, die fiir Dimerisierung und Interaktion mit Client-
Proteinen Uber eine amphipathische Furche verantwortlich ist. 14-3-3-T7argets sind
Phosphothreonin- und Phosphoserin-Proteine mit (R/K)(XX/S)X(S/T)°?XP-Motiven, sodass 14-
3-3 Proteine Phosphosensor-Proteine darstellen (de Boer et a/, 2013). Die 14-3-3-Bindung
kann zur Anderung der katalytischen Aktivitdit oder der intrazelluldren Lokalisation des
Zielproteins und/oder zur Bindung weiterer Signalkomponenten fiihren. Abgesehen davon
kann auch die 14-3-3-Aktivitat selbst durch Phosphorylierung beeinflusst werden. Die
meisten Phosphorylierungsstellen befinden sich innerhalb des flexiblen C-Terminus in einer
Region, die als Auto-Inhibitor und als Determinante fir die 7arget-Bindungsspezifitat
fungieren kann (Shen et a/, 2003; Sinnige et al, 2005).
Etwa 10 andere 14-3-3-dhnliche Proteine konnten in Physcomitrella identifiziert werden.
Vergleich mit den 13 Familienmitgliedern in Arabidopsis ergab, dass das Physcomitrella
Protein scheinbar den General Regulatory Factor 14 (GF14) Isoformen y und w am
ahnlichsten ist (wobei sich alle 14-3-3 Proteine sehr dhnlich sind (s. Ermert et a/ (2016) SI). Fir
die Isoformen « /A und w/® konnte gezeigt werden, dass sie vorwiegend im Arabidopsis
Trichom Zellkern und Cytoplasma mit Cytoskelett-Assoziation lokalisiert sind (Paul et al,
2005), was auch unseren /n planta bzw. Split-YFP-Beobachtungen fir 14-3-3:GFP und
phy4:YFPy+YFPc:14-3-3 entspricht (vgl. Abbildung 4-39 A+B). Andere Isoformen, kdnnen
auch andere Lokalisationen aufweisen wie zum Beispiel Isoform A, welche in Stomata-
SchlieBzellen scheinbar Plasmamembran-assoziiert ist. Trotz der Sequenzahnlichkeit und
einem gewissen Grad an Redundanz, konnen pflanzliche 14-3-3-Proteine spezifische
Funktionen ausfihren, indem sie Zell- oder Stimulus-abhangig exprimiert, differentiell
phosphoryliert oder intrazellular kompartimentiert werden (Paul et a/, 2005).
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Bislang konnten >750 primare und sekunddre 14-3-3-Protein-T7argets in Arabidopsis
identifiziert werden, daher sind die Funktionen breit gefachert (de Boer et al/, 2013):
einschlieBlich Enzymregulation im Primarmetabolismus, Hormon-Signalling, Zellteilung,
Antworten auf abiotische und biotische Reize etc (Denison et a/, 2011). Fir manche
Isoformen konnte sogar demonstriert werden, dass sie die Stomata-Offnung mittels
Interaktion mit beiden Licht-aktivierten Arabidopsis Phototropinen und anschlieBender
Bindung an die phosphorylierte = aktivierte Plasmamembran-H"-ATPase vermitteln
(Kinoshita et a/, 2003; Ueno et a/, 2005; Sullivan et a/, 2009; Hayashi et a/, 2010; Hayashi et
al, 2011; Tseng et al, 2012). Auch hier scheinen einzelne Isoformen spezifische Funktionen zu
Ubernehmen: Sullivan und Mitarbeiter (2009) zeigten eine (ex vivo) Interaktion von photl mit
Isoform A und dass die photl-Bindung scheinbar auf die (Nicht- ¢) Isoformen A, x und ®
beschrankt ist (Sullivan et a/, 2009). Wahrend diese Arbeit eine 14-3-3 A-phot2-Bindung
ausschloss, zeigten spatere Arbeiten, dass eben diese Interaktion zwar flir phot2-abhangige
Stomata-Offnung, nicht jedoch fiir Phototropismus, Chloroplasten-Akkumulations- und -
Vermeidungsantworten bendtigt wird (Tseng et al, 2012). Da 14-3-3 A normale photl-
abhingige Stomata-Offnung zeigte, wurde geschlussfolgert, dass die 14-3-3 A-Funktion wohl
phot2-spezifisch ist. Auf der anderen Seite ist 14-3-3 « vermutlich nicht an Stomata-Offnung,
sondern an positiver Regulation der Chloroplasten-Vermeidungsreaktion beteiligt.

Zusatzlich sind z.B. die Arabidopsis 14-3-3-Isoformen p und v in die photoperiodische
Kontrolle  der  Bluhinduktion, moglicherweise  durch  direkte  Interaktion  mit
Schlusselkomponenten wie CONSTANS und FLOWERING LOCUS T (Florigen) involviert —
ahnliche Zusammenhange konnten auch fir Tomate und Reis belegt werden (Pnueli et al,
2001; Mayfield et a/, 2007; Purwestri et al, 2009). Damit scheinen 14-3-3-Proteine nicht nur
mit Phototropin- sondern zumindest indirekt mit Phytochrom- und Cryptochrom-Signalling
verknlpft zu sein, denn beide Photorezeptoren sind an der Synchronisierung des Oszillators
mit dem Tag-Nacht/Licht-Dunkel-Rhythmus beteiligt, wobei phyB CO-Abundanz und -
Lokalisation auch direkt beeinflusst (Valverde et al, 2004).

Eine Affinitatsaufreinigungs/LC-MS/MS-Studie identifizierte eine Vielzahl an 14-3-3 k, -, und
y-Interaktionspartnern, von denen einige auch in Licht-Signaltransduktion involviert sind:
ROOT PHOTOTROPISM 2 (RPT2, y , x, v), phot2 (x), PROTEIN PHOSPHATASE 2A (PP2A, x),
CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1, ) und -8 (COP8, y), CONSTANS-LIKE 1
(COLL, wy) und PIF3 (x , w), sowie einige andere Gibberellinsaure- / Phytochrom-
Signalproteine (RGAL und RGL2, Shin et al (2011)). Fur viele dieser putativen 14-3-3-7argets
ist eine direkte Interaktion mit Phytochrom bekannt, wahrend z.B. PP2A zusatzlich mit phot
interagieren kann (Tseng & Briggs, 2010). 14-3-3 x und y Einzel und Doppelmutanten-
Phanotypen und 14-3-3 py und v T-DNA-Insertionsmutanten erinnern an PIF3-
Uberexpressoren (langes Hypokotyl in Rc; Mayfield et a/. (2007), Adams et al. (2014)), was
eine Rolle bestimmter 14-3-3-Proteine in Phytochrom B-Signalling impliziert, moglicherweise
indem sie als Antagonisten/Regulatoren  der  PIF3-Signaltransduktion  wirken.
Interessanterweise waren phyB und PRL1 (s.0.) ebenfalls unter den 14-3-3 (x bzw. y)-
Interaktionspartnern (Shin et a/, 2011), was eine interessante Parallele zur vorliegenden
Arbeit darstellt. 14-3-3-Proteine und/oder ihre 7argets haben somit vermutlich eine Funktion
in Phytochrom- bzw. Phototropin-vermittelter R- & B-Licht-Signaltransduktion. Dartber
hinaus konnte auch ein Phanotyp im Gravitropismus festgestellt werden: wahrend
Arabidopsis WT-Keimlinge kaum eine definierte Orientierung aufweisen, zeigten 14-3-3 v
Nullmutanten verstarkten Gravitropismus, eher wie phyB oder auch phyA (Liscum &
Hangarter, 1993; Poppe et a/, 1996; Robson & Smith, 1996; Mayfield et a/, 2007). Die 14-3-3-
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Assoziation mit Phytochrom-, Phototropin- und Cryptochrom-Signalling kénnte fiir eine
Beteiligung an verschiedenen Photorezeptor-Signalkomplexen sprechen (s. Paul et a/. (2008)),
wie es auch fir PKS1, NPH2 und PP2A (s.0.) vorgeschlagen wurde (s. Jaedicke et al. (2012)).

Moglicherweise ist die 14-3-3-phy4-Interaktion in Physcomitrella Bestandteil eines solchen
Komplexes.
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6. Zusammenfassung / Schlussfolgerungen

Phytochrom 4 ist fur die Erkennung von Lichtrichtung und -polarisation und fir die
intrazellulare Transduktion des vektoriellen Signals in  Physcomitrella-Protonema-
Spitzenzellen verantwortlich (Mittmann et al/, 2004). Durch einen bislang unbekannten
Mechanismus fihrt ein cytoplasmatischer Signaltransduktions-Weg zu einer Umorientierung
des (Aktin-) Cytoskeletts und zu einer Krimmungsreaktion des Filaments. Ein Signalweg Uber
Transkriptionsregulation im Zellkern ist dabei ausgeschlossen, weil ein solcher grundsatzlich
keine Richtungsinformation weiterleiten kann. Ziel dieser und der vorhergehenden
Doktorarbeit von Dr. Katharina Mailliet sollte es sein, Schlisselkomponenten dieses
Signalwegs zu identifizieren und zu charakterisieren.

Eine wichtige Entdeckung zur Charakterisierung des cytoplasmatischen Signalwegs bestand
in der Demonstration einer direkten Interaktion von phy4 mit den Physcomitrella
Phototropinen an der Plasmamembran der Moosprotonemata (Jaedicke et a/, 2012). In dieser
Weise kann das ansonsten cytoplasmatisch und nuklear lokalisierte Phytochrom zum einen
anisotrop in der Zellperipherie fixiert werden, was eine Voraussetzung dafur ist, den fir
Polarotropismus notwendigen Aktionsdichroismus auszufihren. Zum anderen kann eine
direkte Photorezeptor-Interaktion die Beteiligung von Phototropinen an den Phytochrom-
regulierten Rotlichtantworten Chloroplastenbewegung, Photo- und Polarotropismus erklaren
(Kasahara et al, 2004; Jaedicke et al, 2012). Ein lichtabhdngiges quantitatives enzymatisches
Assay im YZH-System konnte erfolgreich etabliert und angewendet werden, um die
Lichtabhangigkeit und Interaktionsstarke der phy4-phot-Interaktion quantitativ zu erfassen.
In der Regel fand in Y2H eine R-verstarkte und FR-revertierbare Interaktion mit allen vier
Physcomitrella Phototropinen statt, wobei photA2 die starkste Interaktion und R-Verstarkung
aufwies. Nach Etablierung eines Co-IP-Assays konnten diese Interaktionen auch ex vivo
nachgewiesen werden (wobei lediglich photB2 auch eine Bande in der Negativkontrolle
aufwies). Scheinbar ist die ex vivo-Interaktion nicht FR-revertierbar, was auf eine phy-phot-
Interaktion unabhangig von der phy-Konformation /in planta— mdglicherweise aufgrund einer
Beteiligung weiterer Komponenten am PM-Komplex (die im Y2H nicht anwesend sind) —
hinweist. Y2H- und Split-YFP-Interaktionen scheinen nicht nur mit N-terminal fusioniertem,
sondern auch mit C-terminal fusioniertem Phytochrom mdglich zu sein.

Bei der Photorezeptor-Kooperation in Form einer Interaktion scheint es sich nicht um ein
Phanomen zu handeln, welches spezifisch flr niedere Pflanzen ist. Eine PM-lokalisierte phyA-
photl-Interaktion konnte in der Tat auch in Zwiebelzellen nachgewiesen werden (Jaedicke et
al, 2012) und zeigt, dass auch in diesem System die Interaktion die physiologische Basis fur
das Zusammenspiel von RL und BL-Signalling in hoheren Pflanzen sein konnte.
Wahrscheinlich ist diese Interaktion fir die phyA-abhangige R-Verstarkung des BL-
Phototropismus und auch fiir die R-induzierte Retention von Phototropin an der PM in BL
verantwortlich. Damit hat Phytochrom wahrscheinlich eine duale Funktion: eine im
Cytoplasma/der PM und eine im Zellkern in Form von Pfr-vermittelter differentieller
Genregulation. Im Gegensatz zu den Physcomitrella Proteinen scheinen die Arabidopsis-
Proteine allerdings mindestens ein weiteres Protein als Vermittler der Interaktion zu
bendtigen, da in Y2H-Assays keine direkte Interaktion zwischen phyA und photl bzw. phot2
nachgewiesen werden konnte. Die vorliegende Arbeit sollte sich daher mit der Identifikation
dieses Briickenproteins beschaftigen. Ein erster Schritt in diese Richtung sollte die
Anwendung eines Y3H-Systems sein, in dem die phyA-photl/2-Interaktion in An- und
Abwesenheit eines Briickenproteins untersucht wird. Als interessante Kandidaten hierfur
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boten sich NPH3 und PKS1 an, welche beide mit phot und phy interagieren und vermutlich
zusammen mit phot (und phy) und weiteren phot-Signalkomponenten an der PM vorliegen.
Die Co-Expression von NPH3 konnte aufgrund der ausbleibenden Wachstumsantwort in allen
getesteten Bedingungen als Briickenprotein ausgeschlossen werden. PKS1 fihrte indes zu
einer schwachen R-induzierten Wachstumsantwort von BD:phyA+AD:photAl allerdings unter
nicht PKS1-induzierenden Bedingungen (normale Methionin-Konzentration), wahrend unter
(vermutlich stressigen) induzierenden Bedingungen (Methionin-Mangel) kein Wachstum zu
beobachten war. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl unter induzierenden, als auch unter
.normalen” Bedingungen PKS1-Expression stattfindet, woraus geschlussfolgert wurde, dass
PKS1 eventuell tatsdchlich Briickenprotein-Funktionen Ubernehmen konnte. Es wurde
versucht, dies mittels Co-IP zu bestatigen, allerdings fiihrte hier die PKS1-Co-Uberexpression
eher zur Unterdrickung eines in PKS1-Abweseheit nachweisbaren phyA-photl-IP-Signals.
Demnach handelt es sich bei PKS1 vermutlich (doch) nicht um das gesuchte Briickenprotein.
Eine PKS1-Funktion in der R/BL- bzw. phy/phot-Ko-Aktion ist auf Basis dieser Erkenntnisse
jedoch nicht ausgeschlossen. Immerhin interagiert PKS1 in D (und wahrscheinlich auch in WL,
Lariguet 2006, de Carbonnel 2010) mit Phototropin /n planta an der PM und somit vermutlich
eher indirekt mit phyA. Die Split-YFP-Untersuchung der phyA-PKS1-Interaktion zeigte, dass
sich der Komplex in D jedoch nicht an der PM, sondern im Cytoplasma und der perinukledren
Region aufhalt. Dies weist auf die Existenz von zwei zellularen PKS1-Poo/s mit mutmaBlich
unterschiedlichen Funktionen in Licht-Signaltransduktion(en) hin.

In dieser Arbeit ist es des Weiteren gelungen, phy4:BD- Y2H- Bait-Konstrukte herzustellen und
bezuglich ihrer Autoaktivierungs- und Dimerisierungs-Eigenschaften sowohl nach Hefe-
Doppeltransformation, als auch nach Hefe-Mating zu charakterisieren. Es konnten erfolgreich
Protokolle fir Holophytochrom-Assemblierung in Hefe, semiquantitative Wachstums-Assays
in kontinuierlichem und gepulstem Licht, und auch quantitatives Hefe-Mating zur Effizienz-
Optimierung und Unterdrickung von Reporterautoaktivierung etabliert werden. Letzteres
wurde erfolgreich eingesetzt, um eine in den Mat a Stamm AH109 vortransformierte Oligo-
dT-cDNA-Bibliothek nach Holo-phy4:BD-Interaktionspartnern in Rc zu screenen, um
vorwiegend Pfr-spezifische Interaktionspartner zu erhalten. Es wurden 4,2 x 10° Klone erfasst,
was einer 4-fachen Abdeckung des Physcomitrella Genoms entspricht. Mating hat sich
hierbei als gute, effektive und einfache Methode im Vergleich zur Doppeltransformation
erwiesen (vgl. Apo-BD:PHY4-Screen von Dr. Mailliet). Knapp 70 putative positive Diploide
konnten in einer 2. Selektionsrunde selektiert werden und wiesen dabei zumeist R-verstarktes
Wachstum auf, was in der Tat fur Pfr-spezifische Interaktion spricht. Sequenzierung, BLAST-
und weitere /n sifico Analysen (z.B. von Domanenstrukturen) halfen bei der Identifizierung
und initialen Charakterisierung putativer phy4-Interaktionspartner (neben sehr sparlicher
Annotation der Physcomitrella mRNAs/Proteine). Den Kandidaten wurden daraufhin
mogliche Funktionen zugeordnet, um flr cytoplasmatisches Phytochrom-Signalling
interessante Proteine zur naheren Untersuchung auszuwahlen. Die meisten der im Screen
identifizierten = Kandidaten haben  wahrscheinlich  Funktionen in  Metabolismus,
Transkription/Translation (wahrscheinlich konstitutiv exprimierte Housekeeping-Gene) und
Signaltransduktion, einige wenige aber auch in Stressantworten, als Membranproteine /
Transporter oder Cytoskelett-Organisatoren. Insbesondere putative Signalling- Membran-
und Cytoskelett-assoziierte Proteine sowohl aus dem Holo-phy4:BD- (15 Partner), als auch
aus dem Apo-BD:PHY4-Screen von Dr. Mailliet (4 Partner) wurden in einem semiquantitativen
Wachstums-Assay hinsichtlich ihrer lichtabhangigen Interaktion mit N- und C-terminal
fusionierten photoaktiven phy4-Baits untersucht. Lediglich ein Kandidat konnte in Y2H nicht
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bestatigt werden, wahrend alle anderen mindestens in einer Konformation zumeist R-
verstarktes und FR-reversibles oder in der Minderheit auch konstitutives Wachstum zeigten.
Somit konnten insgesamt 18 neue Holophytochrome-Interacting-Proteins (HIPs, Ermert et al.
(2016)) identifiziert werden von denen die meisten in hoheren Pflanzen konserviert sind (s.
Tabelle 6-1). R-verstarktes/FR-reversibles bzw. Pfr-spezifisches Interaktionsverhalten deutet
auf funktionale Phytochrom-Photochromizitat im Hefesystem hin, was zumindest im Fall der
vier Kandidaten aus dem Apo-BD:PHY4-Screen Uberrascht, denn bislang war man davon
ausgegangen, dass sich der Knoten am Phytochrom-N-Terminus durch N-terminale 7ags
nicht richtig ausbilden kann (Wagner et al, 2005; Essen et a/, 2008). Vermutlich findet man
aus diesem Grund in der gesamten Phytochrom-Literatur keine einzige Arbeit, in der 7ags an
den Phytochrom N-Terminus fusioniert werden. Dennoch sind lichtabhangige Interaktionen
und auch Dimerisierung mit BD:phy4 mdglich, so dass man schlussfolgern kann, dass die
phy4-Fusionsproteine scheinbar funktional sind und sich im Y2H-System ahnlich des nativen
Photorezeptors falten. Entweder wird die Ausbildung des Knotens nicht in dem MaBe
beeintrachtigt, wie angenommen, oder der Knoten ist nicht essentiell fiir Photochromizitat
(Ermert et a/, 2016).

Alle Kandidaten weisen zumindest teilweise eine cytoplasmatische (und ggf. nukledre)
Lokalisation auf und waren somit theoretisch in der Lage, dort mit phy4 zu interagieren und
ggf. eine Rolle in cytoplasmatischem Phytochrom-Signalling zu spielen. Ein differentielles
Lokalisationsmuster nach R-Vorbehandlung konnte in keinem Fall beobachtet werden. 12 von
16 im Split-YFP untersuchten HIPs konnten auch /n planta als phy4-Interaktionspartner
verifiziert werden. Diese erstaunlich hohe Verifikationsrate kdnnte auf den Einsatz von Mating
anstelle von Doppeltransformation im Holo-phy4-BD-Screen zurlickzufiihren sein, denn
dadurch konnte die Hintergrundaktivierung des HIS3-Reporters und somit vermutlich auch
die Anzahl/Wahrscheinlichkeit falsch Positiver reduziert und gleichzeitig die Sensitivitat
erhdht werden. Vermutlich hat auch die Verwendung des photoaktiven Basts zur Erhéhung
der Anzahl verifizierbarer Interaktionspartner beigetragen.

Phy4-HIP-Interaktionen waren — wie HIP-FP-Lokalisationen auch — ebenfalls in der Regel
zumindest zum Teil im Cytoplasma zu beobachten. Interessanterweise zeigten HIP-phy4-
Komplexe in manchen Fallen ein von einfachen HIP-FP-Fusionen abweichendes Signalmuster,
was auf eine Translokation/Kompartimentierung der Komplexe durch phy4-Bindung und ggf.
auf eine Signalfunktion hinweisen konnte. In folgenden Fallen konnten moglicherweise R-
induzierte Interaktionen /n planta beobachtet werden: ZF/HIP3, Ser/Thr-Proteinkinase/HIP7
und Rhomboid-Peptidase/HIP9. Eine scheinbar Pfr-spezifische Interaktion konnte auf eine
Signalwirkung dieser Kandidaten im Phytochrom-Signalling hindeuten. AuBerdem konnten
insbesondere im Fall von elF-5A/HIP12, EFla/HIP13 und 14-3-3/HIP14 auch Substrukturen
des cytoplasmatischen Signals, die an Cytoskelett-Strukturen erinnern, gezeigt werden. Dies
kdnnte auf eine Cytoskelett-Assoziation des jeweiligen HIP-phy4-Komplexes hindeuten. Im
Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchung der putativen phy4-Interaktionspartner
zusammengefasst (vgl. Tabelle 6-1):

e Viele der ausgewahlten Kandidaten sind wohl klassische Signalproteine, wobei
Pirin/HIP1 moglicherweise in G-Protein-Signalling involviert ist. Andere Kandidaten
zeichnen sich i.d.R.  durch ihre Protein-Protein-Interaktionsdomanen als
Multikomplex-Assemblierer aus, wie zum Beispiel das Ankyrin&BTB/POZ-Protein
(ehemals HIP10, die /n planta Interaktion konnte nicht bestatigt werden), PRL1/HIP4
(WD40-Domane), oder auch F-Box-interacting/Kelch und das Kelch-Repeat
Protein/HIP5. Letztere sind oft Bestandteil von E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexen und
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6. Zusammenfassung

Ubernehmen somit Funktionen in der Proteindegradation. Das ZF-Protein/HIP3
kdnnte ebenfalls als E3-Ligase fungieren.

Eine  Untergruppe klassischer  Signalproteine  kdnnte eine  Funktion in
posttranslationaler Modifikation durch Phosphorylierung tibernehmen. HIP7, die
putative TP53-regulierende Kinase und CDPK/HIP8 (und evtl. HIP11l) stellen
wahrscheinlich Ser/Thr-Proteinkinasen dar, wobei die Aktivitdt der putativen CDPK
wahrscheinlich durch Ca?*-Bindung reguliert werden kann. Auch EFla/HIP13 kdnnte
mit Ca®*-Signalling assoziiert sein.

Andere Kandidaten kdnnten von Phosphorylierung abweichende enzymatische
Aktivitaten aufweisen: Pirin/HIP1 konnte das Flavonol Quercetin spalten, wahrend die
putative P-Loop-Sulfotransferase/HIP6 u. A. Quercetin sulfatieren konnte. Dies kdnnte
sich auf PIN-Lokalisationen und somit auf Auxin-Flisse auswirken. Das Rhomboid-
Protein/HIP9 kdnnte eine Intramembran-Peptidase sein.

Das Rhomboid-/HIP9, das Rhodopsin-7a/- und das Autophagie-Protein sind
moglicherweise (u. A., s. HIP9) Membranproteine (die letzten beiden wurden noch
nicht dahingehend untersucht) und kénnten eventuell an der Verankerung des phy-
phot-Komplexes an der Plasmamembran oder an Membran- 7Trafficking beteiligt sein
(zumindest in Einzelzellen konnte ersteres fur HIP9 gezeigt werden, Split-YFP-
Analysen fur die anderen beiden mussten ggf. noch vertieft werden).

elF-5A/HIP12 und EFle/HIP13 sind vermutlich in (rdumlich begrenzte, s.u.)
translationale Regulation involviert. Dies stellt eine interessante Parallele zu der
kdrzlich entdeckten cytoplasmatischen Funktion von phyB in der Kontrolle der PORA-
Translation tGber PENTA dar (Paik et a/, 2012). Wie HIP3 ist PENTA ein cytosolisches
ZF-Protein.

PRL1/HIP4, F-box-interacting/Kelch, Kelch-Repeat/HIP5, evtl. CDPK/HIP8, evtl. das
Autophagie-Protein, elF-5A/HIP12, EFlo/HIP13 und das 14-3-3-Protein/HIP14 sind
wahrscheinlich in verschiedenster Art und Weise mit dem Cytoskelett assoziiert. Das
Aktin-Cytoskelett wird als Haupt-Akteur bei der Kriimmungsreaktion des Filaments
infolge eines gerichteten/polarotropen Lichtreizes angesehen (Meske & Hartmann,
1995; Meske et al, 1996). Proteine, die an der Cytoskelett-Organisation beteiligt sind,
stellen interessante Kandidaten dar, um eine molekulare Verbindung zwischen dem
Photorezeptor-Komplex an der Plasmamembran und dem Cytoskelett herzustellen.
14-3-3-Proteine sind Signalproteine, die als Phosphosensoren fungieren, da die
phosphorylierte Aminosaure-Reste in Proteinen erkennen. HIP14 ist besonders
interessant, da fir (die sehr ahnlichen) Arabidopsis 14-3-3-Proteine Interaktionen
sowohl mit Phototropinen, als auch mit phyB detektiert werden konnten (Sullivan et
al, 2009; Shin et al, 2011; Tseng et al, 2012). Méglicherweise ist HIP14 direkt am phy-
phot-Komplex an der Plasmamembran beteiligt. Eine mdgliche Assoziation mit dem
Cytoskelett konnte eine molekulare Verbindung des Plasmamembran-Photorezeptor-
Komplexes mit dem ausfihrenden Organ der Krimmungsreaktion herstellen.

Tabelle 6-1: Zusammenfassung der /n silico und experimentellen Analysen aller ausgewihlten
putativen phy4-Interaktionspartner aus dem Apo-BD:PHY4- und Holo-phy4:BD-Screen (Ermert

et al. (2016) modifiziert). Enthalten sind die Cosmoss-Accession-Nummern, Proteinldnge
(Anzahl der AS), Doméanen mit zugehorigen Bereichen, Physcomitrella und Arabidopsis-

Homologe, Y2H-Interaktions-, Lokalisations- und Sp/it- YFP-Interaktionsverhalten. Die letzte

Spalte gibt die hypothetische Funktion des jeweiligen Partners an.
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6. Zusammenfassung
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6. Zusammenfassung

In Anbetracht der hohen Anzahl identifizierter und verifizierter phy4-Interaktionspartner und
der noch bestehenden Maoglichkeit von falsch positiven Y2H-Kandidaten ist es nicht
wahrscheinlich, dass alle gleichermal3en eine Rolle in phy4-Signalling spielen. Alle genannten
Charakteristika und mdoglichen Funktionen der verschiedenen HIPs sind hypothetisch. Die
physiologische Relevanz kann nur mit Knockout- und/oder Uberexpressionsanalysen und
physiologischen Untersuchungen belegt werden. Vergleich von Expressionsdaten von phy4-
und putativen Partnern konnte Hinweise auf eine mdgliche Co-Regulation von phy4 mit
PLP/HIP6, Ser/Thr-Proteinkinase/HIP7, elF-5A/HIP12 und insbesondre mit PRL1/HIP4 liefern.
Zwar konnten in dieser Arbeit keine KO-Analysen durchgefiihrt werden, jedoch kénnen diese
Evidenzen als Indiz fiir eine mogliche physiologische Relevanz der entsprechenden Partner
gewertet werden.

Bekannt ist, dass vektorielle Information durch einen Phytochrom 4 gesteuerten
cytoplasmatischen Signalweg vermittelt wird. Die Involvierung von Phototropinen in Rotlicht-
Photo- und Polarotropismus konnte in Physcomitrella ebenfalls gezeigt werden und
vermutlich spielt die direkte phy4-Interaktion mit Phototropinen an der Plasmamembran eine
essentielle Rolle in diesen Prozessen (Jaedicke et a/, 2012). In hoheren Pflanzen konnte zwar
ebenfalls eine phyA-photl-Interaktion an der Plasmamembran beobachtet werden, jedoch ist
unklar, ob eine ahnliche Funktion dieses Komplexes auch in Arabidopsis existiert. Auch weil
die meisten der identifizierten phy4 Partner in Arabidopsis konserviert sind, konnte die
Aufklarung des Moos-Systems erwartungsgemaB wertvolle Einblicke in die Funktionsweise
von Phytochrom-Signalling und/oder dessen Evolution liefern.
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Physcomitrella phytochrome 4 is the main photoreceptor responsible for red light-inducible
(and FR-reversible) direction- and polarization-dependent phototropism and polarotropism
responses of the moss protonemata (Mittmann et a/, 2004). Since gene regulation — the
presumably prevalent phytochrome signal transduction mechanism in higher plants — is not
capable of transducing directional light signals, an additional transduction system needs to
exist in the cytoplasm at least in mosses. Furthermore, vectorial responses such as
polarotropism and chloroplast movement require a fixed photoreceptor in order to perceive
and transduce such information and perform action dichroism. Previous studies of Kasahara
and coworkers and of our own group could demonstrate a physiological involvement of
photoropins in phytochrome signallig regarding chloroplast-photorelocation as well as
photo- and polarotropism (Kasahara et a/, 2004; Jaedicke et a/, 2012). Dr. Katharina Mailliet
was able to show via Y2H- and split-YFP-methods that a direct phy4-phot interaction could
indeed be the physiological basis for the photoreceptor co-action and that this interaction
takes place at the plasma membrane. These experiments with N-terminal fusions (of the BD
for Y2H / of YFP-halves in split-YFP) to phy4 could for the most part be confirmed with the
equivalent C-terminal fusions in the present work. As a result, all four phototropins can
mediate the fixation of a subpopulation of the otherwhise soluble phy4 molecules in the cell
perifery. This enables the photoreceptor to mediate the abovementioned responses even
corresponding to a previously proposed signalling model (J/E/H, see 1.7). In the present work
the interaction of phy4 with Physcomitrella phototropins could be confirmed using ex vivo
(but still plant-based) co-IP methods in RL. Although Dr. Mailliet’s Y2H growth assays and my
quantitative light-dependent enzyme-based Y2H assay suggested a RL-enhanced and in the
latter case even FR-reversible interaction of phy4 with the phots, this could not be confirmed
in the co-IP-assay. This (and presumably also the split-YFP experiments) indicate that the
phy-phot interaction is state-independent /n planta. A RL-signal thus probably leads to a
different signal instead of Pfr-induced phot-interaction, the nature of which is still to be
identified. It is assumed that this signal is finally tranduced to the actin cytoskeleton which is
the key player executing the bending response (Meske & Hartmann, 1995; Meske et al,
1996).

Since there are evidences that phy-mediated RL- and phot-mediated BL-signalling are
intertwined in higher plants (such as Arabidopsis thaliana) as well and that phyA is mostly
responsible for the RL-part, it has been analyzed, whether phyA can also interact with the two
Arabidopsis phototropins. A Y2H growth assay did not yield any growth responses whereas
split-YFP analyses by contrast showed a PM-localized signal analogous to the one observed
in Physcomitrella (Jaedicke et al, 2012). Consequently it seems that the interaction of the
Arabidopsis proteins necessitates at least one further component to mediate the interaction —
a component which is absent in the yeast system. Nevertheless it is plausible that the phyA-
photl-interaction is involved in phy-modulated BL-responses such as the R-enhancement of
BL-phototropism in contrast to the presumable function of the phy4-phot complex in
mediation of R-phototropism (and polarotropism) in Physcomitrella. The conservation of the
interaction in Arabidopsis thus might constitute an evolved role of of the lower plant light
signalling complex at the plasma membrane. In the present work the question of the identity
of the postulated bridge protein was adressed. A first step was the employment of a Y3H-
system in which the phyA-phot interaction could be analysed in presence or absence of a
bridge protein, the expression of which is controllable via the methionine concentration in
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the medium. As plausible candidates NPH3 and PKS1 were selected primarily because both
can interact both with phytochrome and with phototropin, with the latter even at the plasma
membrane. Y3H-analyses could exclude NPH3 as bridge protein, whereas in case of PKS1 the
result was less clear: under (suppositionally) non-inductive PKS1 expression conditions (on
normal TSD medium) indeed a growth response of BD:phyA+AD:photl could be detected,
however not on strongly inductive media (without methionine). Expression analysis indicated
that normal SD-medium does not contain enough methionine to suppress PKS1-transcription
and thus PKS1 could have mediatetd the observed Y3H growth response (while met-
deficiency might lead to stressed yeast which might impede weak interaction readouts). This
rather ambiguous conclusion had to be verified with a different method. For this, co-IP
experiments analogous to the Physcomitrella phy4-phot interaction assays were performed —
either with or without co-expression of PKS1. Interestingly, PKS1-co-expression rather
prevented an in PKS1 absence detectable phyA-photl-IP band. From this it could be deduced
that (i) PKS1 is probably not the bridge protein but that (ii) a yet unidentified mediator is
probably still necessary for the in planta phyA-photl interaction. Although it could be verified
that PKS1 interacts with photl at the PM, this was not the case for PKS1 and phyA for which
an interaction in the cytoplasm and perinuclear region could be observed — the latter signal
featuring a cytoskeleton-like substructure. This observation hints at the fact that there might
be two different PKS1-pools in the cell: one interacting with phototropin at the PM and one
associated with cytoplasmic Pr. Which cellular function the one or the other fulfils has yet to
be elucidated.

Since on the basis of the abovementioned findings further components of the Physcomitrella
light signalling complex at the PM and associated signal transducers were still unknown, a
Y2H library screen was performed. For this, C-terminally fused BD-fusions to the phy4 CDS
were created and characterized regarding expression in yeast and autoactivation behavior as
after yeast transformation as after yeast mating. Quantitative yeast mating was established in
order to reduce autocativation so that ideally also temporal and/or weak interactions could
be detected (which otherwise would have been suppressed by the the competitive inhibitor
of the expressed reporter). Furthermore holophytochrome assembly in yeast and
semiquantitative growth assays in different continuous and pulsed light conditions were
successfully established. Subsequently a pretransformed Physcomitrella oligo dT-primed
cDNA library was mated to pretransformed bait yeast (of opposite mating type) and diploids
were selected on medium stringency -Trp/-Leu/-His TSD medium supplemented with 30 uM
PCB and incubated in Rc so that Pfr-specific interactions could be detected. Thereby 4,2 x 10°
clones could be screened corresponding to a 4-fold coverage of the Physcomitrella genome.
Putative positive clones were selected in a second selection round which approximately 70
clones survived (mostly showing R-enhanced growth on PCB-medium). From these, yeast
DNA was extracted and (after shuttling isolated prey plasmids to £.colj) sequenced in order to
identify putative phy4 interacting partners based on BLAST- and other /n silico analyses (such
as domain predictions etc. which were necessary because at this stage the Physcomitrella
genome had only sparcely been annotated). Most candidates presumably fulfil functions in
metabolism, transcription/translation and signal transduction and a smaller proportion also in
stress responses, as membrane proteins/transporters or as cytoskeleton organizers. 15
candidates plus four candidates of a previuos apo-BD:phy4 library screen (Dr. Mailliet) which
are putatively functional in signal transduction, cytoskeleton organization or membrane-
anchoring were selected for further analysis. Appropriate full length CDS constructs for
verification of Y2H interaction and for the analysis of interacellular localization and /n planta
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interaction with phy4 were created. The selected partners were characterized regarding light-
dependent interactions with N- and C-terminally fused photoactive phy4 baits using a
semiquantitative growth assay in pulsed light conditions (see above). Only one candidate
failed to interact in all tested conformations leaving 18 putative partners which mostly bound
phy4 in an R-enhanced (mostly FR-reversible) manner and were thus termed
holophytochrome interacting partners (HIPs, Ermert et al. (2016), Tabelle 6-1). R-enhanced
interaction hints at Pfr-specific binding to putative interacting partners which is particularly
surprising in case of light-induced interactions with BD:phy4 (especially in case of the four
candidates identified in the BD:phy4 screen). Therefore it may be deduced that the
presumptive knot at the phytochrome N-terminus either folds correctly beside the N-
terminal BD tag or is not essential for photoconversion.

In intracellular localization studies all candidates exhibited at least partial cytoplasmic (and as
the case may be nuclear) localization enabeling them in principal to interact with phy4 and to
play roles in cytoplasmic phytochrome signalling. 12 of 16 examined candidates could be
confirmed to interact with phy4 /n planta using split-YFP. This surprisingly high verification
rate may be correlated with the application of mating instead of double transformation and
maybe also with the employment of the photoactive phy4 bait for the cDNA library screen.
Analogous to FP-localizations also phy4-HIP-interactions were mostly observable (at least
partly) in the cytoplasm. Interestingly, in some cases a differential split-YFP localization
pattern  compared to  FP-fusions could be observed hinting at a
translocation/compartmentalization of the HIP as a consequence of phy4 binding and
therefore maybe also at a signalling function of the respective HIP. In the following cases
potentially R-induced /n planta phy4-Pfr interactions could be detected: ZF/HIP3, Ser/Thr-
protein kinase/HIP7 and rhomboid peptidase/HIP9 perhaps also indicating a signalling
function. YFP-signals of phy4 complexes with elF-5A/HIP12, EFlo/HIP13 and 14-3-3/HIP14
showed cytoplasmic substructures which resembled cytoskeleton structures. These compexes
could thus putatively be associated with the cytoskeleton or other cellular structures (e.g. the
ER).

The following paragraph summarizes the results of /n silico and experimental analyses of the
18 HIPs (Tabelle 6-1):

e Many of the selected candidates are presumptive classical signal proteins. Pirin/HIP1
may be involved in G-protein signalling whereas other partners may be
multicomplex assembly / scaffolding proteins due to their protein-protein
interacting domains such as the ankyrin&BTB/POZ protein (ex HIP10, the /in planta
interaction could not be demonstrated), PRL1/HIP4 (WD40-domain) or the F-box-
interacting/kelch and the kelch-repeat protein/HIP5. F-box/kelch proteins are often
components of E3 ubiquitin ligase complexes and thus fulfil functions in protein
degradation. ZF/HIP3 could also function as E3-ubiquitin ligase.

e A subgroup of classical signal proteins could be posttranslational modifiers via
phosphorylation. HIP7, the putative TP53-regulating kinase, CDPK/HIP8 and maybe
HIP11 could be Ser/Thr protein kinases, whereby the CDPK kinase activity could be
regulated by Ca**-binding. EF1a/HIP13 could also be associated with Ca**-signalling.

e Other candidates could have enzymatic activities other than phosphorylation:
pirin/HIP1 could cleave the flavonol quercetin, whereas the putative p-loop
sulfotransferase/HIP6 may sulfate quercetin amoungst others. This potentially affects
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PIN-localization and auxin fluxes. The rhomboid protein/HIP9 could be an
intramembrane peptidase.

The rhomboid/HIP9, the rhodopsin-tail and the autophagy protein maybe constitute
membrane proteins (the latter two could not be verified /in planta yet, however
further conformations could be tested). Maybe HIP9 is involved in anchoring the phy-
phot-complex at the PM or it could mediate membrane-trafficking.

elF-5A/HIP12 and EFla/HIP13 are probably involved in the spatial control of
translational regulation in the cytoplasm. This constitutes an interesting parallel to
the cytoplasmic phyB function in the control of PORA-translation via PENTAL (Paik et
al, 2012). As HIP3, PENTA is a cytosolic ZF-protein.

PRL1/HIP4, F-box-interacting/kelch, kelch-repeat/HIP5, maybe CDPK/HIP8, maybe the
autophagy protein, elF-5A/HIP12, EFlo/HIP13 and the 14-3-3-protein/HIP14 possibly
are associated in multifaceted ways with the cytoskeleton. The actin cytoskeleton is
considered as a key player in the bending reaction as a consequence of an unilateral
or polarized RL signal (Meske & Hartmann, 1995; Meske et al, 1996). Cytoskeleton
organizers thus constitute interesting candidates putatively providing a molecular link
between the light signalling complex at the PM and the executing organs.

At last 14-3-3 proteins are signal proteins which function as phosphosensors by
recognizing phosphorylated residues in proteins. HIP14 is particularly interesting,
because for some (highly similar) Arabidopsis 14-3-3 proteins interactions as with
different phototropins as with phyB could be detected (the former being
characterized in more detail). HIP14 may thus be a component of the the phy-phot
light signalling complex at the PM and potentially transduce a light induced
phosphorylation signal to downstream members of the signal transduction chain.

If these candidates really serve a signalling function in phytochrome cytoplasmic signalling
has now to be proven via KO and physiological analyses. Since most of them are conserved in
Arabidopsis, the analysis of the moss signalling system could provide valuable insights in the
general mode of action of plant phytochromes.
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Aus den identifizierten und z.T. charakterisierten Interaktionen von phy4 mit Physcomitrella
Phototropinen bzw. von phyA mit photl ergeben sich einige bislang unbeantwortete Fragen.
Zum einen ware zu kléren, ob es sich bei den in Zwiebelzellen beobachteten Vesikel-
dhnlichen Strukturen um Uberexpressions-Artefakte, oder um physiologisch relevante
Strukturen handelt. Es ware daher sinnvoll diese Beobachtungen mit hochauflésender
Konfokalmikroskopie zu verifizieren und ggf. auch unter anderen Lichtbedingungen (D oder
BL) zu untersuchen. Wahrscheinlich sind an dem PM-phy4-phot-Signalkomplex auch noch
weitere Proteine mindestens zur phot-Verankerung an der PM bzw. Signallbertrager und ggf.
Cytoskelett-Organisierer beteiligt. Deren Identitdt konnte mit einem Y3H-Screen oder mit co-
IP und anschlieBender massenspektrometrischer Analyse aufgedeckt werden. Auch kdnnte
untersucht werden, ob es sequenzielle bzw. synergistische physiologische Effekte von RL und
BL gibt, beispielsweise in Phototropismus und Chloroplastenbewegung. Die
Chloroplastenbewegung in Physcomitrella ist BL- und RL-reguliert und die Frage ist, ob es
moglicherweise eine R- induzierte Verstarkung des Blaulichteffektes beispielsweise bei der
Akkumulationsreaktion gibt. Fir letzteres kdnnte eine Transmissionsmessung von Protonema
nach unterschiedlichen Lichtbehandlungen herangezogen werden — ein experimentelles
Setup dafiir ware bereits zur Hand. Interessant ware auch zu demonstrieren, ob die physische
Interaktion der beiden Photorezeptoren tatsachlich fir die beobachtete Beteiligung der
Phototropine an RL-Antworten verantwortlich ist. Dazu mussten die genauen Interaktions-
Interfaces identifiziert und anschlieBend einzelne AS ausgetauscht werden. Da bereits gezeigt
werden konnte, dass die Phototropine im C-terminalen Modul an phy4 binden, wirde es
ausreichen, unterschiedliche kleinere Stiicke des C-Terminus in Y2H-Vektoren zu klonieren,
und die Interaktion mit Volllangen-Phototropin zu untersuchen. Nach Identifikation von an
der Interaktion beteiligten Bereichen wiirden anschlieBend mittels Site-Directed-Mutagenesis
Missense-Mutationen in einzelne Fragmente und das Volllangen phy4 eingefihrt und
anschlieBend bezlglich einer ausbleibenden Interaktion mit phots im Y2H-System untersucht.
Erweist sich eine Mutation als geeignet, wirde ein entsprechendes Konstrukt fir die
Transformation in Physcomitrella hergestellt. Ein geeigneter phy4-KO bzw. der WT wiirde
anschlieBend stabil transformiert, um den KO zu komplementieren bzw. das WT-phy4 Gen
mittels Gene Replacement zu ersetzen. Die resultierende(n) Physcomitrella-Linie(n) wiirde(n)
anschlieBend physiologisch bezuglich der bekannten phy4-abhdangigen Antworten
untersucht.
Im Fall der phyA-photl-Interaktion ist das postulierte Interaktions-vermittelnde
Briickenprotein nach wie vor unbekannt und kénnte mit oben genannten Methoden ebenfalls
identifiziert werden. PKS1 wurde zwar in diesem Zusammenhang ausgeschlossen, jedoch
Ubernimmt die Kinase dennoch essentielle Funktionen in phy- und phot-Signalling. Es ware
interessant herauszufinden, ob PKS1 auch an den durch phy-phot-Ko-Aktion vermittelten
Antworten beteiligt ist. Daher wéare es z.B. spannend, die Lokalisation des phot1-PKS1- und
des phyA-PKS1-Komplexes in anderen Lichtbedingungen, wie RL, BL und Rp+BL zu
betrachten. Dies kdnnte ggf. auf eine Beteiligung von PKS1 an der Rp-vermittelten Retention
von phot an der PM in BL hinweisen bzw. demonstrieren, ob die beobachteten Cytoskelett-
ahnlichen Strukturen des phyA-PKS1-Komplexes auch in anderen Lichtbedingungen auftritt.
Auch uber die erfolgreiche Identifikation von diversen HIPs bleiben noch Fragen offen.
Erstens sollte die Untersuchung der /n planta Split-YFP-Interaktion der putativen TP53-
regulierenden Kinase und dem F-Box-/nteracting/Kelch-Protein (u. ggf. auch Analysen des
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Rhodopsin-7a/- und Autophagie-Proteins) noch nachgeholt werden. Viel wichtiger ist
allerdings der Nachweis der physiologischen Relevanz der gefundenen Partner und ob sie
tatsachlich eine Rolle im cytoplasmatischen phy4-Signalweg spielen. Daher sind KO- (oder
Uberexpressions-)  Analysen unumganglich. Zwar ist gezieltes Ausschalten der
entsprechenden Gene mittels homologer Rekombination/Gene Targeting in Physcomitrella
mit vergleichsweise hoher Effizienz moglich, jedoch weisen die meisten der Kandidaten z.T.
eine betrachtliche Anzahl an Homologen auf, die ggf. mit ausgeschaltet werden sollten, um
ggf. redundante Wirkungen ebenfalls zu erfassen. Mit HR ist das simultane Ausschalten
mehrerer Gene (auch durch die begrenzte Anzahl pflanzlicher Selektionsmarker etc) nicht
moglich bzw. nicht so einfach. In der Zwischenzeit hat sich im Bereich Genome Editing jedoch
einiges getan und eingehende Forschung hat basierend auf einem bakteriellen
Abwehrsystem gegen Fremd-DNA das sehr leistungsstarke, effiziente und vor allem sehr
spezifisch arbeitende CRISPR/CAS9-System hervorgebracht (Jinek et al, 2012), welches
momentan in aller Munde ist. Das CAS9-Protein bindet im modifizierten System dabei eine
im Zielorganismus hergestellte Guide RNA auf der zusatzlich eine 20 nt 7arget-Sequenz
codiert ist, die damit im Genom identifiziert und von CAS9 geschnitten wird. Im einfachsten
Fall wird nur an einer Stelle geschnitten. Das zelleigene DNA-Reparatursystem ligiert die
losen Enden anschlieBend wieder. Da es dabei jedoch relativ haufig zu Nukleotid-Deletionen
oder -Insertionen kommt, verschiebt sich ggf. das Leseraster am betreffenden Locus. Es ist
auch moglich, durch simultane Anwendung mehrerer Guide RNAs an mehreren Stellen eines
Locus zu schneiden, und damit groBere Stlicke aus dem Genom zu entfernen. So lassen sich
nicht nur Einzelgene sehr spezifisch ausschalten, man kann auch Gene ersetzen und vor allem
auch beliebig viele Stellen im Genom gleichzeitig modifizieren. Eine Arbeitsgruppe in
Versailles (INRA) hat das System bereits flr Physcomitrella etabliert und entsprechende
Sequenzdaten und Plasmide zur Verfiigung gestellt. Mit den erstellten KO-Linien soll im
Anschluss versucht werden, einen Phanotyp bezuglich R-Phototropismus und R-
Polarotropismus (und Chloroplasten-Photorelokation?) zu zeigen in Anlehnung an die
Arbeiten von Mittmann et a/ (2004). Sollten phy4-vermittelte RL-Antworten gestort sein,
kann man davon ausgehen, dass die entsprechenden Proteine eine Funktion in
cytoplasmatischem Phytochrom-Signaltransduktions-Weg besitzen.
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13. Anhang
1.1 Y2H-Kontrollen

Bait Prey Do DSD __TSD __ QSD TSD + PCB
D Rc Rp Rp+FRp
3-AT[mM] O 1, 25 1 255 125 4 2.5
BD:phy4 ADg:Pirin-likew [} : s
ADg:Pirin-like
Pirin-like:ADg
ADg:CDPKw
ADg:CDPK
CDPK:ADg
Bait Prey po DD __TsD__ QsD TSD + PCB
D Rc Rp  Rp+FRp
3-AT[mM] O 0 125 0 1 25 125 125 1 25
phy4:BD ADg:Pirin-like w O &
ADg:Pirin-like
Pirin-like:ADg )
ADg:CDPK w ©
ADg:CDPK
CDPK:ADg )

Abbildung 1: Semiquantitatives Y2H-Wachstums-Assay zum Vergleich des Interaktionsverhaltens von N-
terminalen ADg-Fusionen (im Gateway Prey-Vektor) mit und ohne Stoppcodon am Beispiel Pirin-like-Protein
und CDPK. 2x10° Zellen / Spot wurden auf DSD, TSD + 3-AT, TSD + PCB + 3-AT (in D, Rc, Rp, und Rp + FRp)
aufgetropft. Beide phy4-Baits (BD:phy4 und phy4:BD) wurden mit ADg:Pirin-like und ADg:CDPK jeweils mit (w)
und ohne Stoppcodon und mit Pirin-/ike:ADg / CDPK:ADg kombiniert. Die fiir das jeweilige Bait eingestellte 3-
AT-konzentration (2,5 mM fiir BD:phy4 und 1 mM fir phy4:BD) ist grin markiert. N-terminale ADg-Fusionen
ohne Stoppcodon sind 24 AS langer, als mit Stoppcodon. Bei Pirin-like scheint das Vorhandensein des
Stoppcodons keinen Unterschied zu machen, wahrend bei CDPK die Interaktionsstarke von phy4:BD mit
ADg:CDPK w starker zu sein scheint, als mit AD:CDPK ohne Stoppcodon. Aus diesem Grund wurde entschieden,
flr alle putativen Partner zwei Entry-Klone herzustellen: einer mit und einer ohne Stoppcodon fiir N- bzw. C-
terminale Fusionen.



1.2 Lokalisationskontrollen

CFP:

myc:CFP

GFP:

myc:GFP

phy4:GFP

Chlorophyll

Abbildung 2: In planta Lokalisationskontrollen von CFP: und GFP fiir N-terminale FP-Fusionen bzw. von
myc:CFP und myc:GFP fiir C-terminale FP-Fusionen (A) und Lokalisation von phy4:GFP ohne (D) und mit R-
Vorbehandlung (R) alles dokumentiert mittels Fluoreszenzmikroskopie (B). Spalte 1 zeigt die
Fluoreszenzverteilung des jeweiligen Fluoreszenzproteins (FP). Spalten 2-4 umfassen die rote Fluoreszenz des
mCherry:NLS-Kernmarkers (RFP), Chlorophyll-Autofluoreszenz (Chlorophyll) und ein DIC-Transmissionsbild
(DIC). (A) Alle FPs sind in Cytoplasma und Zellkern lokalisiert. (B) phy4.GFP liegt unabhangig von der Licht-
Vorbehandlung in Cytoplasma und Zellkern vor. MaRstab 30 um.
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Abbildung 3: Positivkontrollen fiir Split-YFP-Experimente in Physcomitrella (A & B) und Zwiebel (C-E): phy4-
Dimerisierung (A & C oben), phyA-Dimerisierung (C unten), photl-Dimerisierung (D) und phy4-photB1- (B)
bzw. phyA-photl-Interaktion in D und R (E). Spalte 1 zeigt das Signalmuster des rekonstituierten YFPs (YFP).
Spalten 2-4 umfassen die rote Fluoreszenz des mCherry:NLS-Kernmarkers (RFP), ggf. Chlorophyll-
Autofluoreszenz (Chlorophyll, nur in A & B) und ein DIC- oder Transmissionsbild (DIC bzw. Transmission). (A)
Split-YFP von phy4 jeweils mit N- oder C-terminal fusionierten YFP-Halften in Physcomitrella Filamenten. In
Einklang mit den Lokalisations- und Split-YFP-Daten von Dr. Mailliet lokalisiert YFPy:phy4+YFPc:phy4 in D
ausschlieRlich im Cytoplasma und der perinukledren Region. Phy4:YFP\+phy4:YFP hingegen ist in D im Einklang
mit den Lokalisationsdaten einfacher FP-Fusionen (s. Anhang Abb. 2) in Cytoplasma und Zellkern zu
beobachten. (B) YFPy:photB1+YFPc:phy4-Interaktion in Physcomitrella. Es konnte ein Signal in der
Zellperipherie in Plasmamembranndhe gezeigt werden. (C) phy4- bzw. Arabidopsis phyA-Dimerisierung mit N-
terminalen Tags in Zwiebelzellen. Sowohl YFPy:phy4+YFP.:phy4, als auch YFPy:phyA+YFP.:phyA dimerisieren
auch ohne R-Bestrahlung in D und liegen im Cytoplasma vor. (D) Arabidopsis photl-Dimerisierung mit N-
terminalen Tags in Zwiebel-Epidermiszellen. Das starke Signal des rekonstituierten YFPs ist in D in der
Zellperipherie in Plasmamembranndhe zu beobachten. (E) Interaktion von Arabidopsis phyA mit photl mit N-
terminal fusionierten YFP-Halften in Dunkelheit (D, oben) und nach R-Vorbehandlung (R, unten). Das schwache
YFP-Signal ist sowohl in D als auch in R in der Zellperipherie erkennbar. Die beobachteten Split-YFP-
Signalmuster entsprechen den Beobachtungen von Dr. Mailliet. Die Expression der pSAT-Konstrukte und die
Funktionalitdt des Split-YFP-Assays in Physcomitrella und Zwiebel konnte somit bestadtigt werden. Mal3stab
(A&B) 30 um, (C-E) 100 um.
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terminale Fusionen (pSAT4 DEST bzw. pSAT5 DEST) bzw. durch myc:YFPy /myc:YFP. fir C-terminale Fusionen
ersetzt. Negativkontrollen wurden mittels Konfokalmikroskopie fiir Pirin (A), ZF-Protein (B), PRL1 (C), Kelch-
Repeat-Protein (D), PLP (E), Ser/Thr-Proteinkinase (F), CDPK (G), Rhomboid-Peptidase (H), unbekanntes Protein
(1), elF-5A (J), EFla (K) und das 14-3-3-Protein (L) beobachtet. Spalte 1: YFP-Emission entsprechend der
Abbildungen im Text (YFP). Spalte 2: eingeengte YFP-Emission zwischen 525 und 535 nm zur Unterscheidung
zwischen einem putativen mCherry:NLS-Bleedthrough in den YFP-Kanal und einem tatsachlichen YFP-Signal
(YFPsy5.535). Spalten 3-5 umfassen die rote Fluoreszenz des Kernmarkers (RFP), Chlorophyll Autofluoreszenz
(Chlorophyll) und ein Transmissionsbild (Transmission). Alle Negativkontrollen wurden ohne R-Vorbehandlung
durchgefihrt, mit Ausnahme von myc:YFPy+YFP.:Ser/Thr-Proteinkinase und myc:YFP\+Rhomboid-
Peptidase:YFP. (~1h R), da diese phy4-Partner-Interaktionen lichtabhéngiges Interaktionsverhalten in planta
aufwiesen. MaRstab 30 um.



1.4 Semiquantitatives Y2H-Wachstums-Assay zur Untersuchung der phy4-Interaktion ausgewahliter
Interaktionspartner auf 1 und 2,5 mM 3-AT
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Abbildung 5: Semiquantitatives Y2H-Wachstums-Assay zur Untersuchung von Interaktionen von N- und C-terminal fusioniertem Holo-phy4 mit allen ausgewdhlten
Interaktionspartner-AD(g)-Fusionen in D, Rc und Rp und in Rp + FRp. Der Aufbau der Abbildung entspricht Abb. 4-9. Dariiber hinaus ist das Y2H-Interaktionsverhalten aller
phy4-Partner-Konformationen auf TSD+PCB mit 1 mM (eigentlich fur phy4:BD) und 2,5 mM 3-AT (flir BD:phy4) dargestellt.



1.5 Ubersicht iiber alle identifizierten Partner aus dem Holo-phy4:BD-cDNA-Library-Y2H-Screen

Tabelle 1: 60 Sequenzen aus 54 Hefeklonen (exklusive Duplikate) wurden analysiert: Spalten 1-3 geben die Nr. der Sequenz, die Bezeichnung des Wells bei der
Sequenzierung, und die Bezeichnung des Hefe- bzw. des E. coli-Klons an. Spalten 4+5 beschreiben das Wachstumsverhalten der Screening-Hefen auf TSD+0,25 mM 3-AT + Xa-
Gal mit und ohne PCB in Rc bzw. D (2. Selektionsrunde). Weiter rechts folgen NCBI mRNA- und Protein- und Cosmoss Accession-Nummern (Spalten 6-7). In Spalte 8 ist
angegeben, ob es sich bei dem Insert im Prey-Vektor um eine FL CDS/cDNA handelte, oder nicht. Spalten 9-13 charakterisieren die Physcomitrella-Proteine hinsichtlich
funktioneller Domanen, Homologen in Arabidopsis oder Viridiplantae, méglicher Funktionen (abgeleitet von Domanen oder Ortholog-Funktionen), Lokalisationsvorhersagen
und Zuordnung zu GO-Begriffen. Griin markierte Zeilen markieren experimentell untersuchte Proteine.

Hefe /
= ] om . . . . - .
=T E. 3 NCBI mRNA Cosmoss InterPro Homologe in Arabidopsis thaliana | Mégliche Funktionen und -
zZ|= ﬁ?ﬁ o g.- NCBI Protein | Modell FLCDNA | poménenvorhersage (At) oder Viridiplantae Prozesse Lokalisationsvorhersage | GO
on
1 Al 21 + dbj|AB078009.1| Physcomitrella Nein, nur 3' Photosystem | psaA/psaB Photosystem | P700 Chlorophyll A Photosynthese Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#1 Chloroplasten- Plastom UTR Protein Apoprotein A1 TargetP: sekretorischer Weg mus
Gene fur NC_005087
Photosystem | (38714-39679)
P700 , Apoprotein | Pp3s107_40E1.1
A&B,
ribosomales
Protein S14
BAC05488.1
BAC05489.1
BAC05490.1
2 | A2 22#2 | + - Zunachst kein wahrscheinlich Sequenz UTR site: UNR (Upstream of N- | F-box/Kelch-Repeat Protein in At; Protein-Protein-Interaktion; z.B. Plant-mPLoc: Chloroplast, Signal-
Treffer; aber Pp1s271_60V6.1 liegtin ras) Bindestelle; TIGR01640 F- | verschiedene vorhergesagte F-box/Kelch- | Bestandteil von SCF Komplexen zur TargetP: andere trans-
Cosmoss-Treffer 3'UTR box Proteininteraktionsdoméane; | Repeat Proteine in verschiedenen Ubiquitinierung und proteolytischem Abbau duktion
konnte NCBI IPR011043 Galaktose Pflanzen im Proteasom; Signaltransduktion
Modell zugeordnet Oxidase/Kelch, Beta-Propeller
werden
XP_001780083.1
3 | A3 2.3 + - ref[XM_00177760 | Pp3c15_20330J1. | Ja, exkl. Familie IPR022495: Viele Treffer in anderen Pflanzen; At TP53- | Protein Kinaseaktivitat, ATP Bindung; Plant-mPLoc: Kern, TargetP: Signal-
#13 8.1 1 UTR-Teile Serin/Threonin-Proteinkinase regulating Kinase (NP_568482.1), Metalloprotease andere trans-
XP_001777660.1 Bud32, IPR011009 verschiedene Isoformen von EKC/KEOPS duktion?
Proteinkinase-ahnliche Komplex Untereinheit Bud32-/ike
Doméne, IPR000719 Protein (Nicotiana sylvestris) efc.
Kinase Domane; IPR008266
Tyrosin-Protein Kinase, Aktives
Zentrum
4 2.6 #5 - ref[XM_00177775 | Pp1s227_44V6.1 Ja, exkl. Phytocyanin; IPR003245 Beste Treffer At: Cupredoxin Domain- Kupferionenbindung, Plant-mPLoc: Zellmembran, Metabolis-
3.1] 5'UTR-Teil Plastocyanin-like; Cu-Binding- containing Protein; Plantacyanin; Blaues Elektronentransportaktivitét TargetP: sekretorischer Weg mus
XP_001777805.1 like Kupferprotein, putativ; Uclacyanin 1 etc.
5 | A5 2.7 #1 + Keine Ahnlichkeit Pp3c13_11180V1. | Nein LSm4 U6 snRNA-assoziiertes Sm-like Protein Splicing Plant-mPLoc: Kern, TargetP: Transkrip-
zu NCBI- 1 LSm4 (NP_198124.1); Glycin-reiches und andere tion/
Physcomitrella unbekanntes Protein Transla-
mRNA-Sequenzen tion
6 | A7 28#5 | + - ref[XM_00177706 | Pp1s215_81V6.1/ | Ja, exkl. IPR001892 ribosomales Protein | 40S ribosomales Protein S18 (Arabidopsis) | Translation, strukturelle Komponente des Plant-mPLoc: Mitochondrium, Transkrip-
WDH 71| Pp3c25_1430C1.1 | UTR-Teile S13 Ribosoms Kern, TargetP: andere tion/
XP_001777119.1 Transla-
tion
7 | A10 | 211 - Evtl. Pp1s326_44V6.1 Sequenz- IPR001155 NADH: Flavin Ziemlich konserviert, z.B. in Arabidopsis Ggf. Elektronenakzeptor in katalytischen Plant-mPLoc: Phyto-
#1 ref XM_00178226 daten unzu- Oxidoreduktase/ NADH 12-Oxophytodienoat Reduktase 1 Reaktionen, 12-Oxophytodienoat Cytoplasma,TargetP: andere hormone
0.1 reichend Oxidase, N-terminal; Old Yellow | (NP_177794.1) Reduktase-Aktivitat, Jasmonat
XP_001782312.1 Enzyme (OYE)-like FMN- Biosynthese
Bindedoméne



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/168056147?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=B7VMX2Z9014

Hefe /

= 1] o0 . . . . - .
=| 3 |E o NCBI mRNA Cosmoss InterPro Homologe in Arabidopsis thaliana | Mégliche Funktionen und -
z = ﬁ?ﬁ = 8. NCBI Protein Modell FL cDNA Doménenvorhersage (At) oder Viridiplantae Prozesse Lokalisationsvorhersage | GO
on
8 2.16 + - ref[XM_00177227 | Pp1s149_88V6.1 Nein, revers | IPR003406 Glycosyl- Recht konserviert, viele Treffer in At: z.B. Synthese von Di-, Oligo- und Plant-mPLoc: Metabolis-
#7 . Transferase, Familie 14 Core-2/I-branching beta-1,6-N- Polysacchariden, B-1,6-N- Chloroplast, TargetP: mus
XP_001772325.1 acetylglucosaminyltransferase family Acetylglucosaminyltransferase-Aktivitat; Mitochondrium, diese
protein (ref|[NP_198815.1|), sehr Verzweigungs-Enzym Proteinfamilie enthélt integrale
konserviert in Viridiplantae z.B. Membranproteine
Selaginella: Glycosyltransferase CAZy
Familie 14
9 BS 2.16 ref[)XM_00177157 | Pp1s140_63V6.1 Nein IPR000308 14-3-3 Protein Sehr konserviert: 13 14-3-3 Proteine in At 14-3-3 intrazellulares Signaling, Plant-mPLoc: Kern, TargetP: Signal-
AL35 0.1 bzw. z.B. 14-3-3-like protein GF14 psi Proteinbindung, Phospho-Sensing andere, WoLFPSORT: trans-
#32 XP_001771622.1 Pp3c3_8540C1.1 (ref[INP_568557.1]), At 14-3-3-like protein Kern/Plastid: 4.5, Cytoplasma: duktion
GF14 omega etc. 4.0, Plastide: 4.0
10 | B6 217 + >ref[XM_0017715 | Pp1s139_105V6.1 | Nein cd00204: ANK Ankyrin, Viele Treffer z.B. At BTB and TAZ domain | Protein-Protein Interaktion (beide Plant-mPLoc: Kern, Cyto-
#4 58.1| bzw. z.B. pfam00651: BTB/POZ protein 1 (NP_201121.1|), At BTB/POZ Domanen) BTB: Transkriptions-regulation, | WoLFPSORT Cytoplasma: 5.0, | skelett
XP_001771610.1 Pp3c1_11190C1.1 domain-containing protein (NP_173597.1 ), | Cytoskelettdynamik, lonenkanalassemby Kern: 4.0, TargetP: andere
2 Homologe in Physcomitrella und und -gating, Targeting von Proteinen zur
Selaginella Ubiquitinierung; Dimerisierung; ANK:
divers z.B- Transkriptionsregulation,
lonenetransport und Signaltransduktion;
evtl. Phytochrom-Interaktion und
Anthocyaninsynthese
11| B8 z.B. + >ref[XM_0017587 | Evtl. Nein, Teil d. Keine Treffer Schlechte Ubereinstimmung mit ?, Pollux: (Hefe) Aktin-Cytoskelett- Laut Literatur evtl. Unbe-
>1 2.19 85.1| Pp1s34_442V6.2, CDS u. Viridiplantae-Proteinen, nur Organisation; Zelladhasion in Drosophila; Plasmamembran, Plant-mPLoc: | kannt
Hefe | #24 XP_001758837.1 Lange der UTRs 3'UTR unbekannte/vorhergesagte/hypothetische Ca“*Signaling; Fabaceae: lonenkanal fir Kern, WoLFPSORT:
anders als NCBI Proteine & putativer lonekanal (Pollux-like- | perinukledres Ca®*-Spiking in Chloroplast: 9.0, TargetP:
2-like; Solanum lycopersicon) etc; eher Wourzelepidermis sekretorischer Weg
Ubereinstimmung mit Pilzproteinen (z.B. (Knéllchenbakteriensymbiose)
Piriformospora indica)
12 | B11 | 2.20 ++ |- ref[ XM_00178271 evtl. Wabhrschein- | IPR007109 Brix Doméne Ziemlich konserviert z.B. in At: ribosomales | Ribosomale RNA-Prozessierung Plant-mPLoc: Chloroplast, Transkrip-
AL35 1.1] aufgrund Pp1s340_22V6.1 lich ja RNA-Prozessierungs Brix Doméanen TargetP: Mitochondrium tion /
#13 Sequenzierdaten- Protein (NP_176564.1), putatives U3 Transla-
qualitat schlechte Small Nucleolar Ribonucleoprotein, sehr tion
Ubereinstimmung konserviert in Viridiplantae
XP_001782763.1
13 2.21 - - ref[XM_00178078 | Pp1s287_61V6.2 Nein, Anfang | IPR000131 ATPase, F1 sehr konserviert z.B. in Arabidopsis: ATP ATP-Synthese, gekoppelter Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#32 bis 11 CDS fehlt Komplex, Gamma Untereinheit | Synthase Gamma Kette 1 oder 2, Protonentransport TargetP: Chloroplast mus
+ XP_001780833.1 Chloroplast, ATP Synthase Gamma Kette,
Chloroplastenvorlaufer
14 | C5 2.25 - ref[XM_00176207 | Evtl. Ja, exkl. Keine Treffer Schwache Ahnlichkeiten zu At-Proteinen: Evtl. Anpassung und Antwort auf Kélte-, Plant-mPLoc: Cytoplasma, Stress
>1 #45 0.1] Pp1s52_261V6.1, | UTR-Teile unbekanntes Protein, Dehydrin ERD10; Salz- und Trockenstress oder Kern, TargetP: andere
Hefe XP_001762122.1 UTRs anders als putative Cinnamyl Alkohol Dehydrogenase | Akkumulation in spéter Phase der
bei NCBI etc., kaum Ubereinstimmungen mit Embryogenese (Dehydrine sind eine
Virididiplantae-Proteinen (evtl. Plantago Klasse der Late Embryogegesis Abundant
major / Capsella bursa-pastoris Dehydrine) | Proteins)
15 | (C6) | 2.27 ++ | - ref[XM_00176203 | evtl. Nein IPR001344 Chlorophyll A-B Viele ahnliche Treffer: z.B. At Photosystem | Photosynthese Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#55 71| Pp1s52_157V6.1 Bindeprotein, Pflanze Il Light Harvesting Complex Protein 2.1 TargetP: Chloroplast mus
XP_001762089.1 UTRs anders als (NP_178585.1), Chlorophyll a-b
bei NCBI Binndeprotein 1 efc., konserviert in
Viridiplantae: z.B. einige Treffer in Euglena
16 | C10 | 2.29 + >ref[XM_0017607 | Pp1s45_25V6.2/ | Ja, exkl. DUF3339 pfam 11820 At: uncharakterisierte Proteine evtl. GPI- Glycosylphosphatidylinositol-Anker?; Plant-mPLoc: Zellmembran, Membran-
#57 73.1] Pp3c1_3610C1.2 UTR-Teile (unbekannte Funktion) verankert; RING-H2 Finger Protein ATL34 | Verankerung von Glykoproteinen an der WoLFPSORT: Cytoplasma: 6.5, | protein /
XP_001760825.1 (NP_177414.1), Phospholipid-translocating | Zelloberflache TargetP: sekretorischer Weg Transport
ATPase etc., in Viridiplantae meist
vorhergesagte Proteine
17 | C11 | 2.30 + >ref[XM_0017819 | Evtl. Ja, exkl. IPR001971 ribosomales At: 40S ribosomales Protein $14-1,2 u.3; Translation; strukturelle Komponente des Plant-mPLoc: Chloroplast, Transkrip-
#93 30.1| Pp1s316_6V6.1, UTR-Teile Protein S11; IPR018102 sehr konserviert in Viridiplantae z.B. in Ribosoms Cytoplasma; TargetP: andere tion/
XP_001781982.1 3°UTR evtl. kurzer Ribosomal S11, Conserved Site | Populus oder Ricinus aber viele Andere Transla-
auch nicht annotiert tion




Hefe /

| T |E @ | NCBImRNA Cosmoss InterPro Homologe in Arabidopsis thaliana | Mégliche Funktionen und -
| ©
Z = ﬁ?li 2. NCBI Protein Modell FL cDNA Doménenvorhersage (At) oder Viridiplantae Prozesse Lokallsationsvorhersage | GO
on
18 | >1 z.B. - >ref[XM_0017607 | Ppi1s44_116V6.1 ja; exkl. Signalpeptid und zwei Geringere Ahnlichkeiten mit At-Proteinen, Regulatorische und / oder katalytische Plant-mPLoc: Zellmembran, Signal-
Hefe | 2.35 12.1| bzw. UTR-Teile Transmembrandomanen bestes: pfkB-like Kohlenhydratkinase- Funktion; es gibt u.A. Fruktokinase-like 1 WoLFPSORT: extrazellular: trans-
#97 XP_001760764.1 Pp3c20_16210V1. Familie-Protein (NP_568369.1) and 2 in At: Regulating Plastid-Encoded 10.0, TargetP: sekretorischer duktion
1 Polymerase (PEP)-abhéngige Weg
Chloroplasten-Transkription
19 | D5 2.36 - >ref|XM_0017691 Pp1s112_169V6.1 | Wahrschein- | IPR017941 Rieske [2Fe-2S] Sehr konserviert z.B. in At: Cytochrom b6-f | Plastohydrochinon:Plastocyanin- Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#109 69.1| aber lich ja, exkl. Eisen-Schwefel Doméne, Komplex Eisen-Schwefel Untereinheit, Oxidoreduktase-Aktivitat; TargetP: Chloroplast mus
diskontinuierlich Teil der IPR014909 CytB6-F_Fe-S CytB6-f Komplex Eisen-Schwefel Elektronentransportaktivitat,
XP_001769221.1 5°'UTR Untereinheit, IPR014349 Untereinheit 1, Chloroplastenvorlaufer Oxidoreduktaseaktivitat, Eisen-
Ubiquinol-Cytochrom C (Rieske Eisen-Schwefel Protein 1), ISP 1/ | Schwefelclusterbindung
Reduktase Eisen-Schwefel RISP 1 Nicotiana tabacum
related
20 | b6 2.37 - nicht korrekt; Pp1s55_66E3.1 Nein; Anfang | PTHR23241 Late Einige Treffer mit mittlerer Ahnlichkeit: in Anpassung und Antwort auf Kélte-, Salz- Plant-mPLoc: Kern, TargetP: Stress
#114 cDNA alignt der CDS fehlt | Embryogenesis Abundant At z.B. LEA Protein-like (At5g44310), LEA | und Trockenstress oder Akkumulation in Chloroplast
diskontinuierlich (Pflanzen) LEA-related ; Domain-containing Protein spater Phase der Embryogenese,
mit Modell BlastProDom: PD013253 (ref[INP_199244.1) etc., in anderen Lipidbindung
APOLIPOPHORIN-III Pflanzen: z.B. Group 3 LEA Protein
(Brassica napus), putatives ABA-
induziertes SchlieBzellenprotein (Vicia
faba)
21 | D12 | 2.38 + - Mehrere Treffer, Pp1s6_313V6.1 Ja, exkl. IPR001344 Chlorophyll A-B Sehr konserviert, viele Treffer z.B. in At: Photosynthese, Chlorophyll-Bindung Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#23 keiner perfekt, z.B. UTR-Teile Bindeprotein, Pflanze Chlorophyll a-b Binding Protein CP26 , 1, TargetP: Chloroplast mus
neu ref[XM_00175276 3 (NP_192772.1 ) oder Photosystem II
0.1] Light Harvesting Complex Protein etc.
XP_001752812.1
22 2.38 ref[XM_00175971 Pp1s39_118V2.1 Méglich, IPR018939 Autophagy-related At beste 6 Treffer: uncharakterisierte oder | Autophagie (Hefe): Autophagie ist ein Plant-mPLoc: Zellmembran, Metabolis-
#174 6.1| aber (Beginn hat keine exkl. 5’'UTR- | Protein 27 und hypothetische Proteine; ziemlich Abbauweg, bei dem cytosolische Proteine | WoLFPSORT: extrazellulér: 8.0, | mus
diskontinuierlich EST Evidenz), Teil Transmembranregionen konserviert in Viridiplantae, meist nicht in doppellagigen Vesikeln TargetP: sekretorischer Weg
XP_001759768.1 Pp3c11_970V3.4/ annotiert auBer z.B. Autophagy-related 27 | (Autophagosomen) zur Vakuole
V3.1/J1.1 3.2 Gossypium arboreum transportiert werden, Auch: Lipidtransport
von Golgi zu Doppelmembran-Vesikeln
23 | E1 2.39 ++ | >ref[XM_0017766 | Pp3c23_440V3.1, | Nein IPR003451 LytB Protein 4 Treffer mit guter Ubereinstimmung; 4- Terpen Biosynthese, Katalyse der Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#186 78.1| 4-Hydroxy-3- Hydroxy-3-Methylbut-2-Enyl Konversion von 1-Hydroxy-2-Methyl-2-(E)- | TargetP: Chloroplast mus
XP_001776730.1 Methylbut-2-Enyl Diphosphatreduktase; Chloroplast 1- Butenyl-4 Diphosphat in Isopentenyl-
Diphosphat- Hydroxy-2-Methyl-Butenyl 4- Diphosphat (IPP) und Dimethylallyl-
reduktase Typ 1 Diphosphatreduktase & 2 putative Proteine | Diphosphat (DMAPP)
24 | E2 2.39 ++ | >ref[XM_0017714 | evtl. Nein IPR0O00719 Proteinkinase, Viele Treffer in At, sehr konserviert: Protein Phosphorylierung, Proteinbindung, | Plant-mPLoc: Kern, Signal-
#181 10.1| Pp1s138_79V6.1 katalytische Doméne, Calcium-dependent Proteinkinase 1 Calmodulin-abhéngige Proteinkinase- TargetP:andere, WoLFPSORT: | trans-
XP_001771462.1 (cpk17) bzw. IPR002048 Calcium-binding EF- | (NP_196107.1) oder Calmodulin-Doménen | Aktivitat, N-terminale Protein Cytoplama: 10.0 duktion
Pp3c11_25550V1. Hand Proteinkinase cdpk etc. Myristoylierung; At CPK17: polarisiertes
1 Pollenschlauch-Wachstum
25 2.40 + ref[XM_00177610 | Z.B. Ja; exkl. IPR010530 NADH-Ubiquinon- Viele Treffer z.B. At B12D protein ( ATP-Synthese in Mitochondrien Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#128 6.1| Pp1s201_78E1.1, | UTR-Teile Reduktase Komplex 1 MLRQ NP_190397.1) TargetP: sekretorischer Weg mus
XP_001776158.1 UTRs sind evtl. Untereinheit
langer
26 | E6 2.42 - Nicht korrekt Pp1s109_232V6.2 | Ja Pepsin-Retropepsin-like At: Pentatricopeptid-Repeat-containing Pentatricopeptid-Repeat Proteine: meist Plant-mPLoc: Cytoplasma, Transkrip-
#130 Superfamilie Protein NP_171976.1 & 1 RNA-Editing in Chloroplasten / TargetP: andere tion /
uncharakterisiertes Protein Mitochondrien, Expressionsregulation Transla-
durch Veranderung von mRNA-Sequenz,- tion
Turnover, -Prozessierung und Translation
27 | E7 243 - >ref[XM_0017618 | Aus Pp1s51_131 Nein IPR001841 Zinkfinger, RING- Viele Treffer, sehr konserviert: PGPD14 GO0:0005515 Proteinbindung; GO:0008270 | GO: cytoplasmatisches, Signal-
#142 63.1| V6.1 u G2.1 selbst Typ; IPR008913 Zinkfinger, Protein (AAM65683.1 ), RING Finger und Zinkionen-Bindung: Protein-Protein- Membran-umhiilltes Vesikel, trans-
XP_001761915.1 zusammengestellt CHY-Typ CHY ZF Domain-containing Protein 1 ( Interaktion ; E3-Ligase Aktivitat? Bindung Plant-mPLoc: Cytoplasma, duktion

bzw.
Pp3c10_4820V1.1

NP_197683.1), CHY and CTCHY and
RING-type ZF Protein (NP_197938.2)

von E2 Ubiquitin-konjugierenden
Enzymen?

WoLFPSORT: Kern: 7.0,
TargetP andere




Hefe /

«| T |E NCBI mRNA Cosmoss InterPro Homologe in Arabidopsis thaliana | Mégliche Funktionen und R
zZ = ;tlﬂi NCBI Protein Modell FL cDNA Domanenvorhersage (At) oder Viridiplantae Prozesse Lokalisationsvorhersage | GO
on
28 | E8 2.45 Keine Ahnlichkeit Pp3c1_14300V1.1 | Ja, exkl. IPR007836 ribosomales Protein | At 60S ribosomales Protein L41, Translation, strukturelle Komponente des TargetP: andere, Transkrip-
#151 zu NCBI- bzw. UTR-Teile L41 Doméne, Coiled-Coil ref[NP_191161.1| Ribosoms Proteinsequenz zu kurz fiir tion /
Physcomitrella Pp1s86_25V6.1 Plant-mPLoc Transla-
mRNA- tion
Sequenzen, evtl.
>ref|XM_0017697
64.1
29 | E9 2.46
#220
30 | E10 | 2.47 U.A. Evil. Ja, exkl. IPR002683 Photosystem Il Viele Treffer z.B. At: putatives Photosynthese, Calciumionen-Bindung Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#228 >ref[XM_0017712 | Pp1s135_79V6.1 UTR-Teile PsbP, Oxygen Evolving Photosystem Il Oxygen-Evolving Complex TargetP: Chloroplast mus
10.1| (UTRs besser als Complex, IPR016123 23K Protein oder Photosystem |1
XP_001771262.1 bei NCBI) Mog1/PsbP_a/b/a-Sandwich Untereinheit P-1, in Viridiplantae sehr
konserviert
31 | E11 | 248 >ref[XM_0017604 | Pp1s43_118V6.5 | Ja, exkl. UTR | IPR001765 Carbonic Sehr konserviert in Viridiplantae, At: Carbonat-Dehydratase-Aktivitat, Plant-mPLoc: Golgi Apparat, Metabolis-
#238 61.1| deckt nicht Teile Anhydrase, IPR015892 Carbonic Anhydrase 1 und 2, Beta Zinkionenbindung, Umsatz von Kern, TargetP: andere mus
gesamte Sequenz Carbonic Anhydrase, Carbonic Anhydrase 3 und 4; Carbonic Kohlenstoff, Katalyse der Reaktion H,0O +
ab prokaryotic-like, Conserved Site | Anhydrase in Nicotiana, Selaginella, CO, --> HCO3 + H*
XP_001760513.1 Prunus etc.
32 | E12
33 | F1
34 | F2 Keine Ahnlichkeit Pp1s67_30V6.4 Ja; exkl. Keine Treffer Evtl. Histon-Lysin N-Methyltransferase MEDEA: Gametogenesekontrolle / Plant-mPLoc: Cytoplasma
zu NCBI- UTR-Teile (MEDEA) oder Wall-associated Receptor Wachstum und Proliferation wahrend Zellmembran, WoLFPSORT:
Physcomitrella Kinase 2, bessere Ubereinstimmung mit Samenentwicklung (kontrolliert durch Mitochondrium: 11.0,
mRNA-Sequenzen Ceratodon purpureus Protein Endospermkomponenten), Repression von | TargetP:andere
gb|AGK91388.1| autonomer Endospermentwicklung
35| F3 2.52 >ref|[XM_0017638 | Pp1s64_4V6.1/ Nein (NCBI); | IPR002059, IPR0O11129 & Beste Treffer At: Glycine-reiches Protein Kaltestress, Nukleinsaure-Bindung Plant-mPLoc: Kern, TargetP: Stress
#264 37.1] Pp3c5_7930 V3.1 | bzw. Modell- | IPR019844 Cold Shock Protein | 2B & 2, Cold Shock Protein 1, Cold Shock andere
XP_001763889.1 abhangig (Conserved Site), DNA-Binding, | Domain Protein 3; recht konserviert in
IPR016027 & IPR012340 Viridiplantae: meist vorhergesagte
Nucleic Acid-binding (OB-fold), Glycinreiche Proteine oder
IPR001878 Zinkfinger, CCHC- Kélteschockproteine
36 | F4 2.54

#273



https://www.cosmoss.org/mgb2/gbrowse/physcome/?name=Pp1s86_25V6.1
https://www.cosmoss.org/mgb2/gbrowse/physcome/?name=Pp1s86_25V6.1
https://www.cosmoss.org/mgb2/gbrowse/physcome/?name=Pp1s86_25V6.1

Hefe /

=3 E.
=z § coli
Klon
37 | F5 2.55
#5
38 | F6 2.56 >ref[XM_0017678 | Pp1s98_53V6.1 Nein, Ende & | Signalpeptid Schlechte Ubereinstimmungen mit Plant-mPLoc: Chloroplast,
#284 56.1| 3'UTR fehlen Viridiplantae-Proteinen: in At & Mitochondrium, Kern,
XP_001767908.1 Viridiplantae & allen Organismen nur Peroxisom, TargetP:
vorhergesagte und putative Proteine Mitochondrium
39 + Keine Ahnlichkeit | Uneindeutig, kaum | Ja, exkl. V3 Modell und Pp1s339_32E1.1 | In allen Fallen Ahnlichkeiten zu ? Plant-mPLoc Pp1s339_32E1.1 Unbe-
#5 zu NCBI- EST Evidenz, UTR-Teile keine Doménen, Viridiplantae schwach, V3 Modell: Actin- Chloroplast, Golgi, kannt
Physcomitrella Pp1s339_33 E3.1 | auBer bei Pp1s339_33E3.1 DUF2362 related Protein od. Golgi-Transport Pp1s339_33E3.1
mRNA-Sequenzen | bzw. _32E1.1 oder | Pp1s339_33 Complex-related, E3.1 Modell: u.Pp1s339_33E2.1 Kern,
Pp3c4_13110V1.1 | E3.1 verschiedenste Treffer z.B. Autophagy- Pp3c4_ 13110V1.1
related Protein 18E, E1.1 Modell: meist Zellmembran, Chloroplast
unbekannte oder putative Proteine
40 | F8 >ref[XM_0017511 Ppis1_74F1.1/ Ja, exkl. Kein Treffer in Pp-Protein, aber | Einige Treffer: meist unbekannte Proteine, | Protein B-Cell Receptor-associated 31-like: | Endomembransystem, Membran-
65.1| Pp3c2_37000C1.2 | UTR-Teile B-Cell Receptor-associated 31- | uncharakterisierte Proteine (NP_566195.1 | molekulare Funktion unbekannt, ER- integrales Membranprotein, ER, | protein/
XP_001751217.1 oder V3.1 like in At-Treffern 1,2,4 &NP_197221.1), unbekannt Membranprotein, Proteinprozessierung, Plant-mPLoc: Kern, Transport
(AAM67218.1), Protein B-Cell Receptor- evtl. intrazellularer Proteintransport WoLFPSORT Cytoplasma: 5.0,
associated 31-like Protein (NP_564527.1) Chloroplast: 3.0, TargetP:
sekretorischer Weg
41 | F9 2.60 >ref[XM_0017563 | evtl. Ja, exkl. IPR000916 Bet v1-like (Birch At: Major Latex-like Protein 423, Pollen Bet 1 v: u.A. Pathogenogenese-verwandte | Bet v 1 ist cytoplasmatisch, Stress
#3 11.1] Pp1s22_322V6.1 UTR-Teile Pollen Allergen), SRPBCC Allergen-like Protein, verschiedene ABA- Proteine, Abwehrreaktion auf Plant-mPLoc: Cytoplasma,
XP_001756363.1 (5"UTRs besster Superfamily, IPR019587 Rezeptoren: z.B. PYL4 oder PYL8 Pathogenbefall / Verletzung / abiotischen WoLFPSORT: Cytoplasma: 6.0,
als bei NCBI) Polyketid Cyklase / Dehydrase Stress, Antwort auf biotischen Stimulus TargetP: andere
oder auch Cytokinin-Bindeproteine
42 | F10 | '2.60 ref XM_00177549 | Ewvtl. Nein (?), IPR018545 CASC3/Barentsz At: NP_565226.1 CASC3/Barentsz CASC3 (Cancer Susceptibility Candidate Plant-mPLoc: Kern, TargetP: Transkrip-
#7 . Pp1s193_54E3.1 Seq. Daten elF4Alll binding elF4Alll Bindeprotein; AAD55481.1 Gene 3 Protein) / Barentsz (Btz) andere tion /
XP_001775542.1 unzu- unbekanntes Protein Komponente des Exon Junction Complex, Transla-
reichend einem Komplex der an tion
posttranskriptioneller mMRNA-Modifikation
in Metazoa beteiligt ist
43 | F11 | 2.61 >reflXM_0017573 | Pp1s27_223E3.1 | Von Modell IPR Kein Treffer, ProfileScan: NCBI Modell: schlechte Ubereinstimmung | ? Plant-mPLoc: Kern (NCBI u Unbe-
#1 60.1 abhangig: PS51257 Procaryotic mit Viridiplantae, At: evtl. Arabinogalaktan Cosmoss), TargetP: andere kannt
XP_001757412.1 nein (NCBI), | Lipoprotein Protein 12 oder putative Serin Carboxy- (NCBI), sekretorischer Weg
ja (Cosmoss) Peptidase Il, Cosmoss Modell: evtl. (Cosmoss)
Arabinogalaktan Protein 12 oder 16,
Viridiplantae: versch. Arabinogalaktan
Peptide
44 | G2 2.63 >ref[XM_0017635 | Evtl. Nein IPR008880 Trigger Factor, C- At: Trigger Factor Type Chaperone Family | Triggerfaktor: Proteinexport in Bakterien; Plant-mPLoc: Chloroplast, Transkrip-
#1 14.1| Pp1s61_255V6.2 terminal, bacterial, IPR008881 Protein, Trigger Factor-like Protein & ein Ribosom-assoziiertes molekulares Mitochondrium, Kern, TargetP: | tion/
XP_001763566.1 Trigger Factor & IPR005215 Trigger Factor hypothetisches Protein, sehr konserviertin | Chaperon (erster Kontakt mit Chloroplast Transla-
(g9gf. Ribosome-binding, Viridiplantae: z.B. Selaginella, Vitis, nascierendem Peptid); ggf. Funktion als tion
bacterial) Nicotiana etc. SRP (Signal Recognition Particle),
Proteintransport
45 | G6 2.65

#7




Hefe /
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= |3 NCBI mRNA Cosmoss FL cDNA InterPro Homologe in Arabidopsis thaliana | Mégliche Funktionen und Lokalisationsvorhersage | GO
Z| = ?I)” NCBI Protein Modell Domanenvorhersage (At) oder Viridiplantae Prozesse g
on
46 | G7 2.66 >ref[XM_0017682 | Evtl. Ja, fast inkl. IPR000425 Major Intrinsic 17 gute Treffer At: verschiedene Transport von Wasser, lonen und kleinen Transmembranprotein, Plant- Membran-
#3 93.1| Pp1s101_226V2.1 | UTRs Protein Aquaporine bzw. verschiedene Tonoplast | neutralen Molekiilen zwischen Zellen und mPLoc: Zellmembran, Vakuole, | protein/
XP_001768345.1 Intrinsic Proteins (TIP); auch in aus der Zelle hinaus Target P: andere Transport
Viridiplantae sehr konserviert
47 | G8 2.67 + >ref[XM_0017766 | Pp1s209_115V6.2 | Ja, exkl. IPR004241 Autophagy Protein Sehr konserviert in Viridiplantae, At: Autophagie (s. 2.38#174), Atg8 Plant-mPLoc: Cytoplasma, Cyto-
#2 51.1| / UTR-Teile Atg8 Ubiquitin-like putatives Microtubuli-assoziiertes Protein, | (Hefeprotein) an Autophagosom beteiligt, Kern, WoLFPSORT: skelett
XP_001776703.1 Pp3ci14_15110V1. Autophagy-related Proteins 8a/8b/8c etc., leichte Kette 3: Untereinheit von Cytoplasma: 7.0, Kern: 4.0;
1 (UTRs besser GABA(A) Receptor-associated Protein, Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAP) TargetP: andere
als bei NCBI) ahnliche Treffer in Solanum, Vitis, Ricinus 1A und 1B, evtl. Regulator von MT-
efc. Bindungsaktivitat; evtl. Funktion in
intrazellularem Membran- Trafficking und /
oder -fusion
48 2.69 ++ | >ref[XM_0017515 | Pp1s1_489V6.1 Ja, exkl. IPR001854 ribosomal Protein At: 60S ribosomal Protein L35-4; sehr Translation, strukturelle Komponente des Plant-mPLoc: Chloroplast, Transkrip-
#3 09.1] 60s ribosomal UTR-Teile L29 konserviert in Viridiplantae Ribosoms TargetP: Chloropolast tion/
XP_001751561.1 Protein 135 Transla-
tion
49 2.70 + >ref[XM_0017578 | Evil. Ja aber ist Kein Treffer, aber hat wohl ein Schlechte Ubereinstimmung mit At Ubiquitare Proteine, Schwermetall- Plant-mPLoc: Zellmembran, Stress
#7 39.1| Pp1s30_87V6.3 revers im Signalpeptid Proteinen: verschiedene Metallothioneine, | Bindeaktivitat, in Pflanzen z.T. konstitutiv Kern, TargetP: sekretorischer
XP_001757891.1 Vektor ahnliche Treffer in Viridiplantae: exprimiert, z.T. durch abiotischen Stress Weg
vorhergesagtes Metallothionein-like induziert, wahrscheinlich Metall-
Protein in Fragaria, Malus, & Detoxifikation oder evil. Abfangen von
Metallothionein 1a in Populus Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
50 | G11 | 2.72 2 Treffer, 2 Loci (CDS Nein IPR001344/IPR001344 Sehr konserviert, At: Chlorophyll a-b Photosynthese, Lichtreaktionen Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#6 besserer: identisch): Chlorophyll A-B Bindeprotein, Bindeprotein CP29, ahnliche Treffer in TargetP: Chloroplast mus
>ref[XM_0017854 | Pp1s472_14V6.1, pflanzlich Viridiplantae z.B. Ricinus, Medicago,
05.1| Pp1s472_15V6.1 Nicotiana, Glycine etc.oder z.B. Light-
XP_001785457.1 Harvesting Complex Il Protein Lhcb4 in
Populus
51 | G12 | 2.73 Nicht korrekt Pp1s59_79E1.1 Ja PLNO2806 Superfamily, Beste Treffer At: putative und Respiration Plant-mPLoc: Zellmembran, Metabolis-
>1 #1 oder E2.1 Complex | Subunit uncharakterisierte Proteine, recht Chloro-plast, Cytoplasma, mus
Hefe (NADH:Ubiginon- konserviert in Viridiplantae aber alle Mitochondrium, Kern,
Oxidoreduktase-Komplex | der vorhergesagt, hypothetisch oder Peroxisom, WoLFPSORT:
mitochondrialen uncharakterisiert (z.B. Vitis, Prunus, Chloroplast: 10.0, TargetP:
Respirationskette), IPR Populus, Zea, Oryza, Sorghum etc.) Mitochondrium
unintegrated Signal Peptide
52 | H1 2.74 dbj|AB120708.1| evtl. Sequenz- IPR000894 Ribulose Recht konserviert in Viridiplantae, in At CO, Fixierung und Photorespiration etc. Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#3 Pp subsp. patens Pp3c13_16130V1. | daten unzu- Bisphosphate Carboxylase z.B. Ribulose Bisphosphat Carboxylase TargetP: andere mus
PprbcS1 mRNA 1 reichend Small Chain Small Chain 1A
for RuBisCO Small
Chain
BAC87878.1
53 | H2 2.77 >ref[XM_0017763 | Pp1s206_11V6.1 Ja, exkl. IPR004928 Photosystem | At: Photosystem | Reaktionszantrum Photosynthese, Lichtreaktionen Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#8 77.1] nicht korrekt UTR-Teile PsaH,Reaktionszentrum Untereinheit VI-2, verschiedene PSI TargetP: sekretorischer Weg mus
XP_001776429.1 Untereinheit VI Untereinheiten in Viridiplantae z.B.
nicht korrekt Ricinus, Nicotiana, Brassica, Wolffia
54 2.78 Keine Ahnlichkeit Pp1s347_22V6.2 Nein, nur IPR010357 42-9-9 PROTEIN- At: Unbekanntes Protein und ein Kontrolle der Aktivitdt von Zielproteinen Es gibt Thioredoxine im Signal-
#6 zu NCBI Pp 3’UTR Teil RELATED, Protein mit Thioredoxin-like Protein Clot, sehr durch Veranderung des Redoxstatus von Chloroplasten und auch eine trans-
Re- mRNAs aber zu unbekannter Funktion, DUF953; | konserviert in Viridiplantae Thiolgruppen, Reduktionsmittel von Gruppe im Cytosol, Plant- duktion
trans- WGS IPR012336 Thioredoxin-like Disulfidgruppen, aktiviert meist mPLoc: Kern, TargetP: andere
forma PHYPAscaffold_3 katalytischde Aktivitat von Disulfidgruppen
tion 47_Cont13606 z.B. von Enzymen des Calvinzyklus
55 | H5 2.81 - Keine Ahnlichkeit Pp1s10_389V6.1 Nein, nur IPR001857 RIBOSOMAL Ribosomales Protein L19 Familienprotein, | Translation, strukturelle Komponente des Plant-mPLoc: Chloroplast, Transkrip-
#8 zu NCBI- 50s ribosomales 3°UTR Teil PROTEIN L19 50S ribosomales Protein L19-1 u.A., 2 Ribosoms TargetP: Chloroplast tion /
Physcomitrella Protein weitere Homolpge in Pp, sehr konserviert Transla-
mRNA-Sequenzen in Viridiplantae tion
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56 | H6 2.82 - mehrere Treffer, Pp3c23_6600V1.1 | Ja, exkl. IPR002922/IPR002922 At: Thiazole Biosynthetic Enzyme, Chain Thiamin (Vitamin B1) Biosynthese, Plant-mPLoc: Chloroplast, Metabolis-
#2 beste 2: UTR-Teile Thiamin-Biosynthese Thi4 A, sehr konserviert in Viridiplantae Cofaktor in Metabolismus-Wegen z.B. Mitochondrium, TargetP: mus
ref[ XM_00175364 Protein Glycolyse, Pentose-Phosphatweg, Chloroplast
6.1|/ Tricarbons&urezyklus; evil. Funktion in
XP_001753698.1 biotischem und abiotischem Stress
>ref[XM_0017536
48.1|/
XP_001753700.1
57 | H7 1.34 + >ref[XM_0017644 | Pp1s68_239V6.1 Ja, exkl. IPR001240 N- Viele Treffer, recht konserviert z.B. At: Tryptophan-Biosynthese Die At-Proteine sind wohl Metabolis-
>1 #8 69.1] nur partielle UTR-Teile (5'phosphoribosyl) Anthranilat- Phosphoribosylanthranilat- Isomerase Chloroplasten-lokalisiert, Plant- | mus
Hefe CDS Isomerase (PRAI), IPR013785 (>ref|[NP_172257.1|) und andere PRAI- mPLoc: Chloroplast, TargetP:
XP_001764521.1 Aldolase-Typ TIM barrel Proteine andere
58 | H9 1.79 (+) | >ref[XM_0017854 | Pp1s3_512V6.1 Ja, exkl. IPR001569 ribosomales Protein | At 60S ribosomales Protein L37-2 Translation, strukturelle Komponente des Plant-mPLoc: Chloroplast, Transkrip-
#1 45.1| UTR-Teile L37e Ribosoms Mitochondrium, Kern, TargetP: tion /
XP_001785497.1 Chloroplast Transla-
tion
59 | H10 | K6 #8 >ref|lXM_0017631 Pp1s59_196G2.1 Ja, aber exkl. | Keine Treffer sehr viele Treffer, z.B. >ref[NP_564069.1| ? Plant-mPLoc: Kern, Unbe-
51.1] 5'UTR uncharakterisiertes Protein [Arabidopsis WoLFPSORT Kern: 14.0, kannt
XP_001763203.1 thaliana) TargetP: andere
60 | H12 | K12 >ref[XM_0017849 | Pp1s433_10V2.1 Nein IPR003829 Pirin, N-terminale At: 4 Homologe, Pirin-/ike Proteine und Interaktion mit GPA1? Regulation von Plant-mPLoc: Cytoplasma, Signal-
#7 251 bzw. bzgl. CDS Doméne, IPR012093 Pirin, Pirine, in Viridiplantae z.B. RmlIC-like Samenkeimung und -entwicklung; G- WoLFPSORT: Chloroplast: 3.0, | trans-
XP_001784977.1 IPR0O11051 RmIC-l/ike Cupin, Cupin (Coccomyxa subellipsoidea), & nur Protein-Signalling Vakuole: 3.0, E.R.: 3.0, duktion

Pp3c19_20830V1.
1

IPR014710 RmIC-like Jelly Roll
Fold, im urspriinglich
exprimierten Stiick nur
IPR014710

kurzere Stiicke alignen mit diversen
Pirinen z.B. in Populus, Triphysaria etc.

TargetP: sekretorischer Weg




1.6 Hierarchical Clustering-Analyse der Expressionsdaten von
HIP1-14
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Abbildung 6. Hierarchical clustering von phy4- und HIP-Expressionsdaten vom eFP Browser (A) und
Genevestigator (B) fiir Anatomie- und Entwicklungsstadien und von Phytozome (C) und Genevestigator (D)
fiir unterschiedliche Behandlungen. Daten wurden log2 transformiert und mittels ClustVis (A,B & C) bzw.
Genevestigator (D) nach Genen und Bedingungen geordnet. In allen Fillen wurde das Manhattan-DistanzmaR
angewandt. (A) Arithmetisches Mittel triplikater RMA-normalisierter eFP-Microarray-Daten (B) Mittelwerte von
Genevestigator Microarray-Daten fir Anatomie und unterschiedliche Entwicklungsstadien. (C) Phytozomell
FPKM (fragments per kb exon per million reads) RNAseq Werte fir unterschiedliche Bedingungen. In (D) sind
die Mittelwerte der log2-skalierten Genevestigator Microarray-Daten fir verschiedene Behandlungen als
relative Werte einer Bedingung im Vergleich zu einer Kontrollbedingung dargestellt. Wenn resultierende Werte
<1, wurde der negative Reziprokwert berechnet, um eine Skala von negativen Werten (Herunter-Regulation,
griin) Giber 0 (keine Anderung der Expression, schwarz) zu positiven Werten (Hoch-Regulation, rot) zu erhalten.



1.7 Zusatzliche Daten zu ausgewahlten phy4-Interaktoren
1.7.1 Pirin / HIP1 (Pp3c2_10320V1.1)

CDS

ATGTTTTCCGCTTGTGCTCTCAGAGTTTCTCCGATTCCTCACTTGTGCGACGTAATTGTGGGTGCTAAGAGTCTATTCGTG
AGGAGGGATTTCGTGTCCCGTGTTCGATTTGCGGAGGTTGGATCTCGGCGTGGTAGGAGTTGGGTTGGTGTACGTGCCATG
GGTAGCGTTCCCGCTGATTTCTCTAAACCCCGGAAGGTTGTGAAGAAAGTCCTCTCTCAAGCGCAGCCCGAGGGCGATGGC
GCAACCGTGCGACGAAGCATTGGCAGGCCGGAGTTGAAGCAGCTGGACCCTTTCCTGCTTCTAGACTATTTTGAAGCTTCT
GGGCCCGCTGGTTTTCCCGATCATCCTCATCGAGGATTTGAGACCGTCACGTACATGCTTCAGGGGTCCTTTACGCATGAA
GATTTTGCGGGTCATAAGGGCATTCTCGAAGCCGGTGACGTTCAGTGGATGACAGCTGGACGTGGAATAGTACACAGCGAA
ATGCCGTCGCCAGTAGGAGTTCAGAGGGGTCTGCAATTGTGGGTCAATTTGGCAGGAAAAGATAAAATGATTGAGCCAAAT
TACCAAGAACTAAAAGCTAAAGACATACCGAGGATTGAAAAAGATGGCGTGGAAGTTGTCATAATTGCTGGGGAATCTTTT
GGCGTCAAGTCACCGGTGTACACTCGCACCCCAACCATGTACTTGGATTTCTACCTACAGCCAGGCGCCTCGTTACACCAA
GCCATTCCCGAAGGATGGAACGCCTTCACCTTTGTCCTGAAGGGGAGCATGGTGTTTGGGAAGGAGGACGCACCACCAATT
GGTCCAAGTCATACAGTTGTCCTAAGTGATGGTGACGGTCTCAGTGCTTGGAACAAGGGCACAGAACCTGCTCAGTTTGTG
CTAGTAGGTGGGAAGCCTTTGAATGAACCTGTAGCGCAATACGGCCCCTTTGTGATGAATACTCAGGCGCAACTCATGGAA
GCTGTTAGAGACTATCAGTATGGTAAGAATGGGTTCGAAAGAGCTCACTCTTGGAGATCAGAGGCCAAGGCCCAGTCCACA
CCATAG
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1.7.2 Pirin-like / (HIP2) (Pp3c19_20830V1.1)
CDS

ATGTGTGCATTCTTTCTCCATCTGAAGAGTACCCCTTATTTTCTCATTTTAGTGCTTTGCGTTTTGTACCCGTTCATCATG
TTTTTCCTCTCCAGGAAAACTCCTCCAGTGGCAGAGAAGTCTGTCCTTCTGCATCCCTCGCAGAAGATGAGGCACATTCCA
GCGAAGTGTCTTCACGTTTCCACGCCTACATGGTGGTTGGAGAGCCGCTTTCATTTCAGTTTTGCAGAGTACTATAACCCG
GCAAACCAAGAGTTTGGAGTTCTGCGAGTTCTTAACGACGATCTTGTCAAGCCTCAGGCAGGGTTCGGTACTCACGGTCAT
CGTGACATGGAAATCTTCACGTACATTGTGGATGGAAAACTGACCCACAGAGACAGCATTGGGACGTCTGAGACCTTGGGT
CGTGGCTCGGTTCAGTACATGAGTGCGGGGACAGGGATTAGACATTCTGAGATGAACAACGGCGATGACTTGTTGCGCTTC
TTACAAATATGGATCAAGCCTGACAGATATGGTCTCAAGCCGAATTATGGTTCACGTGTATTCAAGAAAGACGACCGTCAC
AACAAGCTGCAGCACGTGTTGACAGATTTCAAAAGATACGAGAGCGAGAAAGATGCTGGTGAGGGTGTTATCCCCATCCAC
CAGGACTGCAATATTTATGTATCCGAGGCCGATGCAGGTGTTGTACAAGACTTCGTGCTTGCTAAGAAACGGCAAGCCTAT
ATGGTGTGCATTGAGGGTAAACTTTCTTTAAGTGAGAAGGTGCAGCTGGACTTTCGTGATGCGGTTGAGATAACGGCGGGA
GCTGTAGAAGATCTACCACTGAAGCTCAAGGCTGATGAGAATGTGGGCGCACACTATATTATAATCGAGATGGCTCTGGCG
TAA
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Pirin- like Lokallsatlons- und Split-YFP-Daten _
- :. : : |

YFP,:phy4

YFP,:phy4

phy4:YFP,

phy4:YFP,

Abbildung 7: Pirin-like (Pp3c19_20830V1.1) intrazellulidre Lokalisations- (A) und Split-YFP Studlen der Pirin-like-phy4
Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-Vorbehandlung (R) mittels Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Die
Struktur der Abb. entspricht Abb. 4-10 im Haupttext (A) CFP:Pirin-like (Reihen 1+2) und Pirin-like:CFP (Reihen 3+4)
lokalisierte im Cytoplasma bzw. in Cytoplasma und Zellkern (Spalte 1, CFP). (B) Alle moglichen Split-YFP-Konfigurationen
YFPy:phy4+YFPc:Pirin-like (Reihen 1+42), YFPy:phy4+Pirin-like:-YFP. (Reihen 3+4),
Pirin-like:YFP. (Reihe 6, nur R). Es konnte kein signifikantes YFP-Signal

wurden untersucht:
YFPc:Pirin-like (Reihe 5, nur R) und phy4:YFPy—

beobachtet werden.

CFP:Pirin-like

Pirin-like:CFP

YFP,:Pirin-like

Pirin-like:YFP,,

YFP.:Pirin-like

-- 3

Pirin-like:YFP,

Malstab 30 um.



1.7.3 ZF-Protein / HIP3 (Pp3c10_4820V1.1)

CDS

ATGGCCGTCCTCGCAGTCCGAATGGAGGCTCTCCTCTCTCCATTGATGAGTGGGGAGCAGTTTCGCTATGCTTACAACAAT
GTCGCAGCGCATTCTCACCATCATGTCGTTGCGGGACATACTAGCTGTTTAGACTCCGATGTGGAGGATGACGATGATGAT
GATTTTACGGAAGACCTTGTCCAAGCTTGGAAGTTGTCTATTGGAGCCAATCGCTACGGGTGTACACACTACAAAAGGAGA
TGCAAGATCCGTGCTCCGTGCTGCAATGAAGTCTTCGACTGCCGGCATTGTCATAATGAAGCCAAGAGTGTTAATGAAACA
GACGACAAAAAACGCCACGAGATTGACCGGCACCTCGTTGAAAAGGTCATCTGTTCATTGTGCGACCATGAGCAAAATGTA
CAACAAGTATGTGAAAAGTGCGGGGTCTGTATGGGCGAATTCTTCTGCTCGAAGTGCAACTTCTTTGACGATGATACCTCG
AAGGATCAATATCATTGCGACAAATGTGGGATCTGCAGAACTGGTGGACGTGACAACTTTTTTCATTGTGATCGTTGTGGC
TGTTGCTACTCAGTTAAATTACGCGAGGGTCACACCTGTGTTGAGAAGTCTATGCACCAAGACTGTCCAGTTTGCATGGAG
TACATGTTCGACTCACTGAAGGACATCACAGTTTTAACGTGTGGTCATACTTTGCACCTGGAATGTCTACAAGAGATGCAT
AGTCATTATAAGTACAATTGTCCACTTTGCAACAAGTCCGTTTGCGATATGTCATCTGTCTGGAAGGAGATTGACGAAGAG
ATTGCTGCAACTCAAATGCCAGCAAATGAAATGAGAATGGTTTGGGTCTTCTGTAATGATTGTGGTGCCACAAATGAAGTG
CAATATCATCATGTTGGACAGAAGTGTGGAACTTGTCCATCTTACAACACTCGTCCCACAGATGCTCCAGCCTCACTTGCC
TCATCTAGATCGTAA
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1.7.4 PRL1/ HIP4 (Pp3c16_8560E1.1)
cDS

ATGCCGGCCTCGGGGGGAGGCAGCACCGAGGTGCTGGAGGCTGTGGAGCCCCAGTCCCTGAAGAAGCTCTCCCTCAAGTCC
TTGAAGCGCGCCTTGGATATCTTCGCGCCTACTCATGGCGATCGCAACGGCGCGATGCCTGAGAGTTGCAAAATTCGTATC
AGTTGCAAGGTGAATGATGAGTATGCTGCTGTCAAGGACATGCCGGCTGCAAGCACTAGGGAGAATGTTGGTGCAAAACCA
GGAGATAATGGACTCCAAAGCTTGCGAGTCCCTGGCTCAGAGCAGCCTACTACAAATGCAGGACCAGCATCTGGAAAAGGA
GGAGGCAAGCAACTTGCATTGGTGCCTGCTCGGGCTCAACCTCCAGTTCCAGCACCGGTTGTTGGTGCTGCTCCTGCAGCT
CCTGCTGTGGATCGTACTTCTACAGCTATTGCATCGACTGACCGACATCAACCAAGCGCTGCGGTTATGAAGAGGCTTCCT
AGTAAATGGCCAAAGCCTGTCTGGCATCCACCTTGGGTGAACTATAGGGTTATTAGTGGGCACTTAGGGTGGGTGCGGTCG
ATAGCATTTGATCCTGGAAATGAATGGTTTTGTACAGGCTCAGCTGATAGGACCATCAAGATTTGGGATAGTGGAACTGGA
CAGCTGAAACTTACTTTAACTGGCCATATCGAGCAAGTTCGAGGCCTTGCAGTGAGCGCCCGGCATCCTTATTTATTCTCA
GCTGGTGATGACAAACAGGTCAAATGTTGGGATCTTGAATACAATAAGGTTATTCGGTCATATCATGGTCATTTGAGTGGA
GTTTATTGCTTAGCTCTTCATCCTACACTTGATATTCTCATGACTGGGGGTCGAGATTCAGTGTGCCGAGTATGGGACATT
AGAACCAAGGCCCAGGTGTTTGCATTATCAGGACATGAGAACACGGTCTGCTCTGTGATTACGCAGGCAACTGATCCACAA
GTTGTAACAGGATCACACGACACAACTATTAAACTTTGGGATCTTGCTGCAGGAAAAACTATGTCGACGCTGACATTTCAC
AAAAAGTCAGTCAGAGCATTAGCGATGCATCCTTTTGAACATACTTTTACTTCAGCGTCAGCGGACAACATTAAGAAGTTC
CGGCTACCAAAGGGAGACTTTTTGCATAACATGCTTTCTCAGCAGCGGACAATTGTTAACTGCATGTCTATCAACGAAGAT
AATGTAATGGTATCAGCAGGTGATAATGGAAGTTTGTGGTTTTGGGATTACAAAAGTGGGCATAACTTCCAGCAAGCGCAG
ACAATCGTGCAGCCTGGTTCTCTGGATAGTGAGGCCGGAATTTATGCTCTTTCGTATGATCAGACAGGGTCTCGGTTGATT
ACGTGTGAAGCAGACAAGACTATTAAATTTTGGAAGGAAGACGAAACAGCTACACCAGAATCACATCCTGTACACTTTAGG
CCGCCGAAGGACATGCGCCGGTTCTAA
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1.7.5 F-Box-interacting / Kelch-Protein (Pp1s271_60V6.1)

CDS

ATGGAGCCGACTCTCCCTGAGGAAGCAGCGGTACTAAAATCTGGGTGCAAAACTGCGGTATGGTCATGGTTAGGG
TATGACTCTTCAAAGCAAACCTGGCAGGCTATGAAGCCCTTCGCCACACCCATCGAAGTAAAACAGGTAATAACA
GGATCTAACGGCCTCCTCTGTTTACGAGCACAGACCTCCCTGCTCGTAGTCAACCCCATGACTGGCACACAAAGG
CAAGTACCATTCGAGGAGAACATAGCCCAATTGCTGGTCGACAGGGAACGAAACTCCTTCAAAATCATCAGTGTG
TCATCAAAAAAGAGGACGAAAGTGTACGACTCTCAGACCGGAGAATGGAGTAAGAAAGGCAGGCCACCTCCACAC
TTGTCCGTGTCAAAGCACATCGGAGCATACCGTGATGGAATCCTGTTCTGCGTCGCAAGGGAAGAGAGAAGTAAC
CAGTGGGGCGTGATCCAGTACACCGTCCAAGGTGCCAGAACATGGAGCAGCCTGACATTCTTCCCAGCACAGGTC
GCAGAGACATGCGTGAAAGCCAAGGTGGTTCACTTCGGCGGCGAGATTCTCACCCTCATCGAACAAGACATCAGC
ACTGGCGACGCCGACAGCAGCTCTAGAACCAAGAGGCTGGCACTGTGGAAGCTGGTGAGGGCCACATCAAAGTGG
CAGCTTGCAGGAGAGGTGCCCACGGAGGCGCTGCAGCACCTGGAAAACCTGGAGGATTTCGATTGTGTGGCGCTC
AGAAACCAAGTTTGTATCCTGAACAAGAGCACATTCAAGGCACTTGTGGGCGTCATGTCCAAGGGGATTGTCACT
TCATGGCAACCATTGCCGCTTGAGCCTCACCTCCCGGCTGACACATCTGTTGTCCAACGGTGCATAGTTCAGTTT
GCATTTCAACCCAGTTTGCTGATCTCGGTGTAG
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F-Box-interacting / Kelch-Protein

‘ AT1G27340 LEAF CURLING RESPONSIVENESS (0.3795)

‘ AT4G33160 F-box only protein 13 (0.3978)

Pp1s271_60V6.1 F-box interacting/Kelch (0.2236)
Pp1s80_112V6.1 (0.2148)




F-Box-interacting / Kelch-Protein Alignment

(1) 1 10 20 30 40
AT1G27340 LEAF CURLING RESPONSIVENESS (1) MEEELAMLRQLI GQLQELLHNGS.P.PS sls-s S SlPSFLVLHH QYQN.WC EDT AlDCC
AT4G33160 F-box only protein 13 (1) ——————————————— SEATSTY KQVSLTASSP
Pp1s271_60V6.1 F-box interacting/Kelch (1) ~——-—-----"-—--"—-"-"-"—"—-"—~"———~ -~~~ ——— -

Pp1s80_112V6.1 (1) ———-———--————————————— MKBOBF vMEoREL oPEDKLETEARE VEPPEHDNAQEGAAKTBLKRDS
Consensus (1) P P S AT S MP S G L I S D DI
(969 80 90 100 110 120 136

AT1G27340 LEAF CURLING RESPONSIVENESS (69) GGK M-T KPPVKRTRRERTQGKSETEV E GNMDQEIWQ FP F D R M T
AT4G33160 F-box only protein 13 (25) oLKD ——F HOPKLLNMEF sEGKRKSR----DEEE FFASEFPMD
Pp1s271_60V6.1 F-box interacting/Kelch (1) ~————---"-"-"-"-"-"-"-"—-"—"—"—-"——~—~—~—~—~—~

Pp1s80_112v6.1 (48) SESERATLECHPKHLEDL IBARLEISELSRVLCVEKRWNSHITHPPFLTHROMIQCPHEATFFPMVFWN
Consensus (69) LIA K R GIFK LE L LA S KK SR CED IS L DL QDL E VLS LP A

(137) 137 150 160 170 180 190 204

AT1G27340 LEAF CURLING RESPONSIVENESS (137) QF NAL D
AT4G33160 F-box only protein 13 (87) MS KSSQTSK
Pp1s271_60V6.1 F-box interacting/Kelch (1) ~---——-----------—--———~ E

Pp1s80_112V6.1 (116) DGKPRLRISRSGESKEESNEDLEPTY
Consensus (137) FFK KAVCKRW S IDS SF ISPTPTSDPWEFFEF IDHESASWSWLGYDSSKKWWQAMKPEFITPIH

CFLDI.HRNFY SNP K FR
Y CSISGDF RNPET
NP T Q PFE
1= I

(205) 205 210
AT1G27340 LEAF CURLING RESPONSIVENESS (204) -EvLpMA
AT4G33160 F-box only protein 13 (155) QDF IPMA

250 260 272
SEFEKVWSRVAVGMTLNGNS HG WM G
NNNKPLOAVAMTTTTVEPS E

Pp1s271_60V6.1 F-box interacting/Kelch (45) ~VKOWIMGSNGLLCLR--AOTSHLVVNPMTGEOROMPFEENEAQLEBVDR —— -~ ———— - ER
Pp1s80_112V6.1 (183) ~-VKNMITSSKGLLCLR--GENSHLVEONPMTGSQRELPLKENVMVQLVVDA - - - - ———— E oldICA
Consensus (205) VKNVITSSGGLLCLR SLLVLNPLTGSQRELPAKENIVQLLVDA TSNSFKLISVS

Galactose oxidase/Kelch, beta propeller _ _ _
F-box-associated interaction domain



Galactose oxidase/Kelch, beta propeller F-box-associated interaction domain
290

(273)273 280 290 300 310 320

AT1G27340 LEAF CURLING RESPONSIVENESS (271) C GE———YE Y Bl NlW KRETIP--———————————- sflxErviBNFkSOPlA
AT4G33160 F-box only protein 13 (223) G IPNLSF s ADSWSKDQELESVKNNDSSLHDDYDTDSGTVYFESKQGNV
Pp1s271_60V6.1 F-box interacting/Kelch (102) - EW K —————————————— _ I

Pp1s80_112V6.1 (240)

Consensus (273) SEKR TKVYDSQTGVWSKRGRPP PNLALA HIGAY D VVLHCVLREERS 0
(341) 341 370 380 390 408
AT1G27340 LEAF CURLING RESPONSIVENESS (322) E S WKQ PG ——————————————— D HT Al ————— ClER
AT4G33160 F-box only protein 13 (291) ¥SSMITVTD EIVY SSEGTIVACDLTKRCFTELBKLLPPFLEYSEMDLVECEGTMYVM I
Pp1s271_60V6.1 F-box interacting/Kelch (152) oM TVMOoGARTHWS SETFE-- - - -~ -~ -~ ———————- .
Pp1s80_112V6.1 (290) T KB T A ———————————————
Consensus (341) WGVISYDV DAR W FIIFF PPOLAETCLKAKVI FGGEILMLVELLSD DA

(409) 409 430 460 476
AT1G27340 LEAF CURLING RESPONSIVENESS (368) AT————— € C WE L Q M-L WlE DRMPNIWCLEF SL RlRQ —-——-MNRLT
AT4G33160 F-box only protein 13 (359) AS———--—--— L NN— REWVQ PPAL HEL CENASPPEVYC Yl
Pp1s271_60V6.1 F-box interacting/Kelch (205) DSS S LV A WQ LAGE| P
wls A
R K

Pp1s80_112V6.1 (343) G—-P
Consensus (409) A S

(477) 477 500 510
AT1G27340 LEAF CURLING RESPONSIVENESS (428) T¥N TlEWT KMPGCHEVPR- - - R R W IACGTAFHBSPA RA— -—
AT4G33160 F-box only protein 13 (420) AEEW V A S FQ RIEAT
Pp1s271_60V6.1 F-box interacting/Kelch (269) T W P EPH FAFQ
Pp1s80_112V6.1 (405) WEQFP DlS LTFLSDT PF E FAFEPN

Consensus (477) TYDGVVKSWN LPLCS L ADKAVV RSIVQFAP PSLLISL



1.7.6 Kelch-Repeat-Protein / HIP5 (Pp3c7_3040V1.1)

CDS

ATGGAAGGGCAGTCTGAAGTGCAGGAACAGAAGAGGAAGGCTACAGGGAAGAGGAGGCTGAGCAGTAGCAGCAGCAGCCGT
AGCAGCAGTAGTAGTAGTAACGGAAACGCTAGCGCGGACGTGGAGATGGCTACTGCGACCTTGTCGGTCCCGAAGGAGCCG
TGTAGATCGTTTTCGGGTAGGAAAAGGAGTAATCACAAAAATAAAAAAAGCGCTAAGAAGGATGCTGCGTCGCGGAATACT
CAGGGCGAGTGTGTTGAGTCTTCCTCTGTAGTGGATGCCTCGCCGTCTCAAGAGGCAAATCGGTCTACTAGTCAATCCCCC
TTGGATGCAAGCGAATCTTCCACTGTCAGTGACCCTTCCCCTGCACCTGAGCCGGAAGTGGCTATGGTGGTGGCGGCGGCT
TCGTCTAGAGAGGACGTCCCAATCATCCCTGGCCTGTCGGATAACACGGCGTTGGTCATCCTAGCACTTATACCGCTTTCT
TATCATCAACCTCTGAAGAGAGTGTGTAAGAAATGGCAAAGATGTTTGACAACTGTAGAGTCTACGAACGAGGTACTGGAC
ATGCGAAAGTTTCAAGGTGTGAAAGAGACGTGGGTATTCTTGCTGGCCAGTGCAAGACAACAGCGCCAGCAGTGGCGGGLC
TTTGACCCGGTGTACAACAGGTGGAGGTGTTTGCCACAATGCCCTTGTGATTACACGTTTAACAGCTGCGACAAGGAGTCT
GCAGTAGCAGGAACTCATCTCTTGGTAACTGGTCACAGTTCGACTGGTACGACGGTCTGGAGATATGATCTGCACACCAAC
GAATGGGGGAAAGCTGCCAAGATGCTGCAGAGTCGATGCTTGTTTGCATCTGCAAGTCATGGAAAGTATGCGTACTTCGCT
GGTGGATCATGTGAAGGTTCAGTCATAAGCTCGGCAGAGCGGTATAACTCTCAGACCAGAAAGTGGGAGCCACTTCCCGAT
CTCCATGTGAGTCGGAAATGGTGCTCCGGATGTATTTTGGATAACAAGTTCTTTGTGATAGGTGGGCAAGGTAGTGAAAAG
CAAGCGTTGACGTCAGGAGAGTATTACGATGAGTCGGAAAACAGATGGGTTATAGTTGAAAACATGTGGCCGGCTGCAAGG
ACACAGCCTCCAGGCCAAACAGCACCACCTCTAGTTGCTGTCGTAAAAGATCAACTCTATGCTGCTGATGCCAGCACCATG
GAACTTAATGCTTACCACAAAGGAACAAACACCTGGAGACCTCTAGGACCTGTTCCATATCGTAGTGTTGATGCTAGTGGA
TGGGGCATGGGGTTCAAGGCCGTGGGAGACGAGATTTTTGTAATTGGAGGGTCCAGTGACAGGGGAAACGGGACTTTTTGC
GACCAGATTCATGCATGGCCTCCCGCGCAAATGCAAAATGCGGATGGCTGGCGCCTGGTCGGCCAACTCCCCAACACAAGT
GGCTTCATCTATAATTGCGCTGTCATGATAGTTTGA
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1.7.7 P-loop Protein (PLP) / HIP6 (Pp3c6_4480V1.1)

CDS

ATGGTGGAAAAGAATGCATCTAGGGATGGCGGTACTCCTGCGAGAAATGGACATAATCAGCAGATGGCGGGGAATCAAGTA
GACGCAAGACATGGAGGATGTAACTTCTTTGCTGGTAATATGAAGGACCTTAGCAGCCTGAAGGAATGGAGAAAGTTATCA
ACTGCATGGAGGCTGTTGGTCTTGGTAGTCATTGGAGCTATTGGTTTATACACGTGTATGGTGGGCGTGGGCACAAGACAA
TTCTCATACGAGTCTGTGCAAGAAGTGATCGTGAAGGATTGGAGACGAGAAGATGATTCTTGTTCTCGACGTGGTCCTTCT
GTAGATTTCTACCAGCACTATCCACTTCCGCATGCATATGAGAGGCAAGAGTGCACTTGCACTCCTGTGCACTATTTTGTA
ATATTATCAATGCAAAGATCAGGAAGTGGATGGTTTGAGACTCTACTCAATAATCACCCAAATATTAGCTCCCATGGCGAG
ATCTTTTCCGTCAAGGATCGGAGAGAAAATTTTTCCTCTATCGCAAAAACCATGGATAAAGTCTACAACTTAGATTGGCTG
AATAGTGCTGCTAAGAATGAATGTACTGCAGCTGTTGGTTTCAAGTGGATGCTCAACCAGGGACCGATGGAATACAACAGG
GAGGTCAGGGAATACTTTGAGAGAATGGGTGTTTCTGTGATTCTTTTACTTCGACGGAACGTGTTGAAGCGGCTAATTTCA
ATCTTAGCAAATGCATACGATCGTGTAGTAAAGCCTCTGAATGGCACTCATAAGTCGCATGTTCACTCTGTTGAAGAGGCT
ATGAAACTGGCAGAATACAGGCCAGTCGTAGATGCGAAGCATTTGTTTGAAAACTTGGCGCGAGTTGAGCAGATAACTGAT
GACGCCCAACGGTTCTTCAATAACACTCGGATCAGAGTTGTTCACTACGAAGATCTTGTGGTGGATCCTAAGTATCTGTCC
GAAATCCAACATTTTTTGGGGGTGCAACCCCGGAAGCTAGAAAGCCAGCAAGTTAAGATCCATACACGACCACTGAGAGAA
CAAATCCAAAACTGGGATGAGGTACTGATTCATCTGAAAGGGACAAAGTATGAGAGTCTTCTTCAGGATGACGGATACCCG
TGA



P- loop Protein (PLP) Expressionsdaten
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1.7.8 Ser/Thr-Proteinkinase / HIP7 (Pp3c17_9390V1.1)

CDS

ATGTTAAGTACGAGGGCGTGCAGTAGCATCATGGGCTCGAAATCAGCTGAAACCAGTGGTGGGTCGAGTGGGGGGCGGCAA
CCTAGTCCTTTGGACCTGTACTCCAAAGGCACACAAATTATTGAGCTCGGATCCGCAGTGTGGCCGGAGAACCCCATTCGT
ACTGGTAGGTCTGAGGTGTACATATGGGGTTCTGAGCACGCGGTGAAGCTCTGCATGGGCCCGACTTTTGCCCTTCATGAA
TATACTATGAGCCGGGCAGCTAGGAACTATGCTGTGCGTACTGTAGCCATGTTCACAATTCATGGTAAACCAAATGGCATA
GTCATGGAACGGGGGAAGTCTGTGAACCCGGTGACGTGCGATTTAAAGCAGATTGCATTTGAGATGGTGCGAGCCGTTCAA
GGACTCTATAGCATAGGCATTATCCACGGGGATATAAAATTGTCTAGTTTCCTCGTTTGTCGTGATGGATGCGTTCGTCTG
TGTGACTTCGGAACTAGCGAGTACAAATGTGATAGTGTGAGCCACTCGGAAATGTCTATTCCATGGTCAAGGCCTTCATTG
TTGCGCAATCCTGACAGGCCGCGTGTCAAGGCGGACGATTTGTACTCGTTGGGGCTGACAATATGGGAATTGTATACGGGC
AAGGTTCCATTCGTACCACCTACATCTGAGGGATGGGAGTCACTGGATATAAACGAGGTAGCAGAAGAGGCGATACTGGCG
GGAGAGCAGGTGGACCTCAATGACATATTAGACCTTGAGATTCGCTGTGGTTGCTTCACTTGTGAGCGAGGAGGTCGAGCA
CCCACTCTGCCAGGTGTAGTAACTTGGGGCTTCCGAAAAGTAGCCAAATATTGA
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1.7.9 TP53-regulating Kinase (Pp3c15_20330J1.1)

CDS

ATGGCAGACGGCGACAACAATGAGTCTCCCCAGTCGCACCACGACTTGCCCCTTTACAAGCAGGGCGCCGAAGCT
CGTGTATACGAGAGCACATTTTTGGGAAAGAGAGCGATTGTCAAGGAGCGGTTCTCGAAAAAGTATCGACACCCC
GTACTGGATGTGAAGCTCACTCAGAAGCGTCTTACTGGGGAGGCCCGCACTTTAACAAAGGCACGCAAACTAGGG
GTCGTGACTCCGGCATTGTACGCGGTGAACCTGATGACCAATTCGTTAACGTTCGAATTTGTTGAAGGGCCTTTG
GTGAAGGATATCTTGCTGCGGTCGGGACCTCTTCCAACTTCTGATGATAAAATAGAGGAATTAGCAGGCCACATT
GGCCGAGCAATCGCCAAATTGCACGATGGGGGCCTCATACATGGAGACTTGACCACCTCCAACATGATCGTTTGT
GCCAAAACTAACCGACTGGTTCTCATCGATTTCGGTTTGGGTTATAATTCAACACTGCCAGAAGATAAGGCGGTA
GATCTATATGTGCTTGAACGTGCATGTGTTGCCATGCATTCATCTGTTGGGGATTTTAATGGACTCATATTAGCA
GCATACAACAAAGCTTCCAAGTATTGGAGTTCTACTTACAACAAACTTGCTGCTGTGCGTTTACGGGGAAGAAAG
CGAGTCATGGTTGGCTAA
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TP53- regulating Kinase

AT1G08120 uncharacterized protein (0.2450)

4‘—AT5G26110 protein kinase family protein (0.1045)

Pp3c15_20330J1.1 TP53 regulating kinase-like (0.1945)

AT3G50720 putative protein kinase (0.6151)




TP53- regulating Kinase protein kinase

11 10 20
AT1G08120 uncharacterized protein (1) ---------------—-—-———-MKNRMDCEENVGNESLVLIKQGAEARVLESTFSGR- - - - ———————
AT5G26110 protein kinase family protein (1) ----- - - - - - - - - - - - - ————————-MDCEENVRDESLVLIKQGAEARVFESTFAGR- - - ————————
AT3G50720 putative protein kinase (1) MATI SPTMMLNANYPFFMSAFGSDINN ES RGEMIGEGGNSIVYKGRL
Pp3c15_20330J1.1 TP53 regulating kinase-like (1) ~--———------------—————
Consensus (1) M D MDCEENV DESLVLIKQGAEARVMESTFLGR R

(69) 69
AT1G08120 uncharacterized protein (37) STV D FNT _________________

AT5G26110 protein kinase family protein (33) STV A K C DTHLH
CIEPQLM VT LMR G
NLMTN PL

AT3G50720 putative protein kinase (69) NIVPVAVKIVQPGKTSAMSTIODKOOEQOKEVL HENIVR
Consensus (69) SIVKERFSKKYRHPILDVKLTLKRLFAKAR LTKARKLGVCTPFLYAV L SLT EFVEG SVKDI
- - - |

Pp3c15_20330]1.1 TP53 regulating kinase-like (37) lIV QKRLTGEART \Y4

(137) 137 19 204
AT1G08120 uncharacterized protein (88) -~ - - - ———-—-"-"-"-"—-"-"-"—-"—-"—"—" -~~~ —~—~—~—~—~—~—

AT5G26110 protein kinase family protein (101) F F TN REGENQ
AT3G50720 putative protein kinase (137) L KVSLSFAL D l EYLHSK l NPR| T G DMKH K GGM
Pp3c15_20330]1.1 TP53 regulating kinase-like (105) L TS GY N

Consensus (137) LL SGP PL DDKIDDLAA IGRAIAKLHDGGLIHGDLTTSNMLV A TN LVLIDFGLA STLP
_________________________________________________________________________________________________________________________|

(205) 205 210 220
AT1G08120 uncharacterized protein (88) - - - - - - - -~ - - - - - - - ————————— - - - -

AT5G26110 protein kinase family protein (167) — --NV M —————
AT3G50720 putative protein kinase (205) TC SREPLR EKKHY K Dv SF - TPFSE PSISIPYFVNQGKR
Pp3c15_20330]1.1 TP53 regulating kinase-like (171) - ~-DEFNGLILAAYNKASKYWSSTYNKLAAVRLRGRKRVMVG-——-—-—

Consensus (205) EDKAVDLYVLERACLAMHSSIG D IL AY KASKFWSATFNKLA VRIRGRKR MIG

Ser/thr protein kinase Bud32



(273) 273 280 290 300 310 320

AT1G08120 uncharacterized protein (88) —~——-—----—-—-—-—-—-——-——-—-—-— - -~~~ —— -~~~

AT5G26110 protein kinase family protein (227) - - - - —-—---—-—-=---———-—-———— - === -~~~ -~ -

AT3G50720 putative protein kinase (273) PSLSNIPDEVVPILECCWAADSKTRLEFKDITISLESLLKRFCSERSNNEITITEDEAYDDEIEELET

Pp3c15_2033031.1 TP53 regulating kinase-like (231) - - - ——-—-—-——-—-—-————-———— -~ — -~~~ — -~
Consensus (273)

(341) 341 350

AT1G08120 uncharacterized protein (88) - - - - - - - ————-----——-"—-"—-"—"—"—-"—-"—————~—~"—~—"—~——~—~—~——

AT5G26110 protein kinase family protein (227) - - - - ———----"-"-----"—-"—"-"—-"—"———————————————

AT3G50720 putative protein kinase (341) TWLLPKRYIKLKKPKKIKQNVMKKILPFFKKFISSKW

Pp3c15_20330J1.1 TP53 regulating kinase-like (231) - - - - - - - - == --—---"-"—-"-"-"-"—"—"—-"—"—"—-"———"—"——-——————
Consensus (341)



1.7.10 CDPK / HIP8 (Pp3c11_25550V1.1)

CDS

ATGGCGGATTTTGAAGTATTGGTCGGCTTCCAGGAGCATGTGCCCCTCCCTGCGCTGTTGCAAAACGCGACGGATGATCTA
GAGAAACTATATTCTCTCGGGAAGAAACTGGGAGAGGGTCAATTTGGAACTACGTATCTCTGCACCGAGCGTGCGACAGGG
TTACAATTCGCTTGCAAGTGCATTCCCAAGCGAAAACTCATCTCCTCAGAGGAAATCGAAGATGTCGGCCGGGAGGTCGAG
GTTATGTATCACCTCTCTGGCCACCCTAACATCGTCACCCTCAAGGGTGCATACGAGGATGCCACCAATGTCTACTTGGTG
ATGGAGCTTTGCGAGGGTGGGGAGCTTTTCGATCGTATTATTGAACGCGGGACTTACACGGAAGCAGAAGCTGCTCGTCTG
ACAAGAACAATAGTTAGCGTCGTCGAAGCGTGTCACAAATCTGGTGTTGTGCACCGGGATCTGAAGCCGGAAAATTTTCTA
TTCAAGACCAAGGAAGACGATTCTGTTTTGAAGGCTGCGGATTTTGGCTCGGCTAGGTTTTTCGAGCCGGGAGATGTGTTT
ACTGATATTGTCGGAAGCCCCTACTATGTTGCGCCGGAGGTCTTGGATCGGCATTACGGGCCAGAAGCTGACATCTGGAGT
GCTGGGGTTATGTTGTACATTTTGTTGAGCGGTGCTCCACCGTTTTGGGCAGAGACAGTGCAGGGTATATTCGAGAAAGTC
ATGGAGGGGGAACCCCCGACCTTTACCGCCGATCCTTGGCCGAACATTTCGGAGGTGGCGAAGGATTTGATCCGAAAGATG
TTGGATCCCAATCCAGAAAAGCGGCTTAAAGCCCACGAGGTTTTGAATCACCCTTGGATTCGTGAGGATGGTGTGGCGCCT
AAGAAGCCTATCGCGTCCCTCGTCCAGTTCCGGATGAAGCAATTCGCTGCGATGAACAAGCTGAAGAAACTGGCAATTCGG
ATCATTGCCGAGACGCTCTCGGAGGAGGAGATAGCAAATTTAAAGGAAATTTTCACCGAGATGGATAGCGACAACGATGGT
GCCATAAGCTTCGAGGAGCTGAAAGCGGGTCTGCTCAGGGTGGGGACATCCCTCAAGGACGCTGAGCTATTCGACCTTATG
GATGCTGCAGATGTCGACCACGATGGCATGATTGATTGCGGGGAATTTCTAGCTGCCACTCTGAGCCTTAATCACATTGAA
TTGGAGGAGAATCTCATGGCGGCCTTTCAGTATCTCGATAAGAGCGGTAGCGGATATATCACCACCGATGAGCTCCTCGCT
GTCTGCTTCGAATTTCACATGGAGGACGTACGCTTGGAGGATCTTTTACATGACGTGAGCATTGGCGCAGACGGTAGTATT
GACTACAAGATGTTCGTGACCATGATGCGCAAGTGCAATGGCGGCATGGGTCATCAGAATCTGCGGTGTACCCTGGGCATC
ACAGACGTTCTGACACTAGAGGAGCAGTACTAG
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1.7.11 Rhomboid-Peptidase / HIP9 (Pp1s254_10V6.2)

CDS

ATGGCCCTGGTGCATGGCATGCAGGCTGTGCTCTTTAGTCACATTCGACAGCTTCAACCTCCACATCAGTTTATTGATTCT
AATAGCAATTTGAAGGACTTTTCCTGTAGAGTCTTTAGGGATGATCACAGCTTGGGCTCTCAGACTGAGCAAATTATTAGT
TTTGAAGTGAGAAAACGAAGGGTTACTCGTGGGGCACATCGTCTGAGGTTCCCCCAGCCGGACCCGGAAGGTCTGACGTAT
CGCAGTGCATACAGCAGGAGGAGGCAAATACTACCTGCAGGTCCTGTGAATTGTCTGCAAACAAGTCGAACGGAACAGTTG
GATGACAGGTCGGTTGAGGAAGAAACTGTAAATTCTACAATCGAAGTCAAAGAGGATGTTGCAGAGACAGATGAATGGGCT
GTTAAGAAGAGTTTGAGTGCACTGGATGCCTACTTTGACAAACTCCATGCGAGTAGAGGAGAAGAACCCTCAAGCTCTACA
CCATATTCGCAAGGAACAGTAAATGGGGCTTCCGCAGCTGTGTCGCAATCCAAAACCGGCAGTAGCGGGCCAGTTATGGGC
AGTCAGACTTCTCAAGATTTCGGTGCAAGAAACGTGGTGAAGGATCGTGTAGAAAGTGATGATAAAAATAGTGCAGGTGGA
CTCAATGCACTGGATGCATACTTCGACAAGCTACGGCCCCGTGAATCTGAAAAAACTTCAACCTCCTACGAGAATACAAAG
AATGTAGTGGAAGAGGACAAACCGACCATAGGCAAAGACGAGAAAGAAGTAAGTATCAAGGTTGTTAGTGAGTTGGACATC
ACTGTAGGGGAGGAGGAGGAAGCAGAATATAGAGAATTTATGGAAGAGTTGGAGAAGGCCCTTCAGCAACAAGTGGAGTCG
GGAAAACTTTTGTCCGCAGACGATGACAACTTCATGCAGGAATCCTCTTGGGGCTTGCAATCTGCCAATTCGAATTCTTAT
GTTGTGAATGGCTTGGTAGCTTTAAATGTTGCAGTATACTTATTTGGTTTGGCTAGTCCACAAGAGGTGCCCGGTATGGTA
GATGCCTCTCTTCCTTACCTGTATGGAGCGAAAGTTAACGAGTTGATTGTAAATGGAGAGTGGTGGCGTCTAATTACCCCA
ACGTTTCTGCATTCAGGCTTTTTGCACTTAGGTTTGAGCACGTGGGCGTTGCTAGAATTTGGACCAGCAGTTGGAAGTGCT
TTTGGCACTTTAGGATTTTCCGCGATATATCTACTAGGCGGTTTGTATGGTAATCTTTTGAGCTTCTTCCACACGCCTCAA
GGCACCGTTGGCGGCTCTGGTCCTATTTTTGCCTTAATGGCTGCTTGGGTGGTCTATATACTACGCAACCGAGATATTATT
GGTCTGGATGTAGCTGGTGAAATAATTCGGAAAGTGGTCATCTTTACTGCTATCACTTATGCATTATGTAACTCTTTCCCT
GTTGACGATTGGACCCATCTGGGAGCAGCAATAAGTGGATTGATCTTTGGCCTACTCACTTGTCCTCTGGTGCGAGTTAAT
GTTCGTGTTGAAGACGTGAGTGACGAAAATGACGATGACGTAATGGAGTCATTTCTTCTTTTGAACGAGGGGATCGATCCA
TATCGGCTTCTTCTTGTGTTTGCCCTTGCTGTGGCGGTCTTTTCCGCTCTCTTCAGTGTGGGGGTGCCATATGCAACAGAG
TATCACTTTCTCCATGGCGGCCTTGGTGATGAGTATTGG



Rhomboid-Peptidase Expressionsdaten

o o o o o
o o o (=] o (=] o o (=] o o o o o o
S S S S S =} =] S S S S S S ] ]
o S n S S o s} s} o ] ] S S S S
~ ™~ — — n © o [} =} o o o o o o o
— [=a] 00 ™~ w0 mn = m ~ — o
juswdojanap eiduriowesd . | . . . . | , | |
yimoud asoydolawesd | (os) douy 4d
(1uawdojaAap ewauolo.ld) uoeUILLIDS (0s)@dg4d
0T12y3maj (os) douy 4d
um_mraoauoa ewauojoid H (0s)gIg en
Eobudosures 0581481 UBIY (05) douy id
eulauolosd n (1) ot 4d
asods -Bm_:oEEonmEUmnm
! i i i ! i i - Ayzayai (1) douy ug
g g g g g g g g ° | 1yzayd euowie (1) dowy g
& R e 2 g = S =] - Jyrzvav(0s) 028 4d
= 21(es) @28 id
| 6 LM-Uapsueln / ¢ | p-Uapsuels i owodolpAy (1) douy en
6 LM-uapsuels / | p-2anay [ as0anj3 27 (0s) 479 Ad
6 LM-uapsuels / [ m-21nay | ejuowwe (0s) 079 4d
| yasoonjd ejuowwie (0s) g id
' sa|duwes aioydolawed ajiuaanf pajeanun /uonepAyap | (0s) douy umouq yds
uonespAyep / uonepAyad | (0s) douy eg
| sa|dwes aloydolalies ajiuaan( pajeayun / uoneipAyal [ gAnasoanjd euowwe (0s) 474 id
| - vado eluowiwe (0s) 44 4d
~patealiun /(g LM-uapsuesn) Aep 1ioys o} Aep Suo| yiys " auojade(0s) 078 id
*
[ | 2u012p10811135 (05) 074 Id
' so|duwes pijAyd paieanun / (ygy) uonenuaayipap | (0s) douy uaaud yds
" sajduwes pijjAyd payeaiyun / (YgT) UOHERURIBYIPIP " (os) douy 1
" sa|duwes pijjAyd pa1eanun / (Yz,) uonenuaagIpap ~ eluowwe (os)gg dd
' sa|duwes pijjAyd pareaiyun / (yg) uonenualayipap Q 4 9500n|3 BlUOWWE (05) 029 Id
" sa|duwes pijjAyd paieanun / (Yz1) uonenuaiayipap m | 6Y9 91(0s) 408 4d
" sajdwes piyjAyd paieaiiun / (yz) uonenuaiayipap @] | g@soanj3 ejuowiwe (0s) 434 4d
" sa|duwes pijjAyd paieaun / (Ygg) uonenuIpap m W Mv, | uonelAyap (0s)aog e
" (8'5 Hd) wnipaw douy pinbi| /8unsejdojod = T = ~ uoneipAyas(os)gog e
" sa|duwes pijjAyd pa1eaun / (Ypg) UoNBRUIRYIPIP m + | uxnedjuodoiphy (i) douy e
(g5 Hd) wnipaw douy pinbi| /(85 Hd) winipaw 4 pinbi) o - 3eay(os)gdg 4d
' sa|duwes pijjAyd paieanun / (4gg) uonenuIpap , : : : _ _ ¥4 9s0on|3 eluowwe (0s) gog d
" (8'5 Hd) wnipaw douy pinby| /(g°S HA) wnipaw douy pijos o o o o o o o
' sa|duwes pijjAyd pareaiyun / (YT) uonenualayipap 2 8 = g = ]
L : o : <] S S S S S
~ ] ® © = ~
| = =
m [Meam) wuspye-gAn / (Buoas) wusye-gan =
- |~ (feam) wusye-gAN / (eam) WUEDE-BAN g
m-wa (deam) wugog-gAn / (Buons) wugoge-gan L
L salods
...m | (Buons)wusye-gan / (Buons) WUEDE-GAN R atoudorawies
= sploziyy
W 2 M ' sa|dwes aioydolawed ajiuaanf pajeasun / (pyT) ssausep m zs @1Aydosods
O T = " sa|duwes aioydojawed ajiuaan( pajeanun / (yz) Sy uoss 15 21Aydoiods
m * ' sajdwes aloydolawes ajuaan( pazeaun / (yz) yiuns e
r euwpuomne)
U]
| i o eluodaydiy
_ _ , , , _ _ 0_ sojduies aloydojawied pajea.) oow / eassuld g w esankydoiods
0 ~ © " < o ~ - o _ , , ainmew ajAydolods
|0J1U0d 0] aAlle|al Co_mmm._n_xm 3 5] 3 ] =] 3 °
3 3 s = = S




1.7.12 Rhodopsintail Protein (Pp1s444 27V6.1 / Pp3c14_6380V1.1)

CDS

ATGAGTTATTATAATCAAGGAGGGCCACCTGTAGGAGCACCTCCTCCGCAATACGCTCCTCAAGGATATCCTCCT
CAGGGTTACCCGCCACAAGGATACCCACAACAAGGATACCCGCAACAAGGATACCCTCAACAGTATCCACAACAG
CAGCAGAACAAGAGCCCATCGTTTTGTGAAGCTTTTCTTGCGGCTTTGTGCTGTTGTTGCTTGCTTGATGCATGC
TTCTGA
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Rhodopsintail Protein

AAM67217 adhesive/proline-rich protein homolog (0.0928)
CAB66922 putative protein (0.1999)
AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein (0.0847)
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein (0.1045)

— AT2G32190 uncharacterized protein (0.3488)
AT5G17650 glycine/proline-rich protein (0.3901)
AT4G23470 PLACS family protein (0.3851)
Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1 (0.5405)




Rhodopsintail Protein Alignment

(1) 1 10 20 30 40 50 66
AAM67217 adhesive/proline-rich protein homolog (1) ~--——---"---"-""""""-""""-"-"-""-"—“"—"“"—“~—“~ "~~~
CAB66922 putative protein (1) MAVLWVEQSPCSNNGYKNKIWCAEIALEKQESCEIWGEVEWFGHVLTVPSTFIVRSSNFIVVILFL
AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein = (1) —————-—-————-—-——————————— -~ —
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein (1) —————--———-—-—-————-———— -~~~ ——— -~~~
AT2G32190 uncharacterized protein = (1) —————-—-———————————————————— "~~~
AT5G17650 glycine/proline-rich protein (1) ————-—-—-—--—-——-—-"—————-—————~—— -~~~ —
AT4G23470 PLAC8 family protein = (1) ———-—=-————"—=—"—"——"—"—"—"——"—"—"—~"—~—~—~—~——~— — -~
Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1 (1) —————— === == ——m o m

Consensus (1)
(67) 67 80 90 100 110 120 132
AAMG67217 adhesive/proline-rich protein homolog (1) ~--——------"-"""-""-"-""""“"-"—""—-"—“"—"~"—“~—“~ "~~~
CAB66922 putative protein (67) NLVIFFSLVSSNELVFAVGETGSLQVTPRTEVIYSPGLKRGITSICERLHIHGLQRRLEHIDRYAH
AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein (1) ~--——------"-"""""-""""-""—"—"""—"—“"“"—“" "~~~
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein (1) ~--———------""""""""""""""-"-"—"—"—"—"—~"—~"—~"—“(\—~(—(——
AT2G32190 uncharacterized protein (1) ——————=-——"="—"—"="—"—"="—"—"—"—~—"——
AT5G17650 glycine/proline-rich protein (1) ~————--—-==—"—"="—"—"—"—"—"—"—" "~ ——~——
AT4G23470 PLAC8 family protein (1) ~——----"""""""""—"—"—"—"—~" "~~~ —~————
Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1 (1) —————— === == ——m mm o

Consensus (67)
(133) 133 140 150 160 170 180 198
AAMG67217 adhesive/proline-rich protein homolog (1) ~-———------"-"""""""""—"—""—"—"—"—"—~—~"—~—~—~(— —(—(—
CAB66922 putative protein (133) SLKLTLLSNNASNSIDVCFHRNSSRAIGMCPDNQWKRVSKGLPWVGIMSPFDYKILDIRTFGGSSN
AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein (1) ~-———------"-""-"""""-""—""—"—""~"—"—"“"—“~ "~~~
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein (1) ~--——------"""""""""""""—"—"—"—"—"—“"—~"—~—~"—~\ "~~~ ——
AT2G32190 uncharacterized protein (1) ——————=-—="—"—"—"="—"—"="—"—"—~"—"—~"——
AT5G17650 glycine/proline-rich protein (1) ~———-----"""""""""""—"—"—"—"—~"—"—"—~"—~"—~—~—~(— —
AT4G23470 PLAC8 family protein = (1) ——————————— == === === == = —
Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1 (1) —————— == === ——m o m

Consensus (133)



AAM67217 adhesive/proline-rich protein homolog

(199) 199

O T ———————— il hl— G H_\—-H—..-=—S G GT—_— .

CAB66922 putative protein (199) VSTVELVAKQEFFIYRIVFLIMGIVLLSLASRLSKSVAFYYIGAMSIGIVILVTLIINQGIKRLPT

AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein
AT2G32190 uncharacterized protein
AT5G17650 glycine/proline-rich protein
AT4G23470 PLACS family protein
Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1

(1) — ===

Consensus (199)

AAM67217 adhesive/proline-rich protein homolog

(265) 265 270 280 290 300 310 320

T Y————.= il .. i -

CAB66922 putative protein (265) RGKSRFQLFFYSSMIGVGGYFLQYIRGLVQDLLMQIEISEDLYIPLATILLVVEFVEMLGAWSGFWTV

AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein
AT2G32190 uncharacterized protein
AT5G17650 glycine/proline-rich protein
AT4G23470 PLACS family protein
Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1

(1) — == m e
(1) === mmmm e e
(1) — = mm
(1) — = m =
(1) === mmmm e e
(1) — = mm

Consensus (265)

AAM67217 adhesive/proline-rich protein homolog

(331) 331 340 350 360 370 380

6 T

CAB66922 putative protein (331) KKFVVTKDGSVDISTSIFVSWSTIRAFAVALILQSSLDPLLAGGALITGILISLILKSISRKLLAQR

AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein
AT2G32190 uncharacterized protein
AT5G17650 glycine/proline-rich protein
AT4G23470 PLACS8 family protein
Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1

(1) ===
(1) == m e
(1) ===
(1) == m e
(1) ———————— - MPKQDMEKMELRKNFRNVWHTDLTHSIQNDTPYCCFALWCAPCA

(1) —— = m

Consensus (331)



(397) 397 410 420 430 440 450 462

AAM67217 adhesive/proline-rich protein homolog (1) ~--——----"--"-"-"-""""-""-"-"-"-"-""—"—"—"“"—“"—“~ "~~~
CAB66922 putative protein (397) IYEQDDETESCSPGLIHATSFASPLPRGSNKKLRTVPLSESDIFPSSFHKTPEGRRKLTKEELQKF
AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein = (1) —————-—-———-—-———————— -~~~ -~~~ -
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein (1) —————--———-—--————-——————— -~~~ -~~~
AT2G32190 uncharacterized protein = (1) ———————— -~~~ -~ -
AT5G17650 glycine/proline-rich protein (1) —~———-—-—---———-—-—————-———————— "~~~ —
AT4G23470 PLAC8 family protein (45) SYLLRKRALYDDMSRYVCCAGYMPCSGRCGEAKCPQLCLATEVFCCFANSVASTRFLLQDEFQIQT
Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1 (1) ——————————— - - o oo

Consensus (397)

(463) 463 470 480 490 500 510 528

AAM67217 adhesive/proline-rich protein homolog (1) ~ - - - ——---—----—-——-—-—————— =~~~ —~——~—— "~
CAB66922 putative protein (463) TKESTENALKELVSSPEEGSSGSEKQAARGTSEPVGECTKKKKQRVRYKERNKPSDKSITEKKKKM

AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein (1) ~———---"-""""""-"—""—"—""—"—"~"—"—“"—“"—"—~—“~—~—( MS
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein (1) -~ - -——-------""""""""""""""-"-"—"—"—" "~ —“( ("~~~ ——— MS
AT2G32190 uncharacterized protein = (1) ——————=-—————"="——"—"—"—" ="~~~ —
AT5G17650 glycine/proline-rich protein (1) ~-—-—----"-"-"-"-"-"-"—-"-"-""-"-"—"—"-"-"—"——~——— MGNDQHNHSDRGFFHNLAGFAGGQYPPHGHGYGHHGH
AT4G23470 PLACS family protein (111) TKCDNCIIGFMVCLSQVACIFSIVACIVGMDELSEASQILTCCSDMVYCTVCACMQTQHKMEMDKR
Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870vV1.1 (1) ~——————-—-"—"—"—"—"—"—"—"—"—"————— MMVQLLKVIRLRVIHLRVTHRKDTLSRVATHLKDTLNKGIRN
Consensus (463)
(529) 529 540 550 560 570 580 594
AAMG67217 adhesive/proline-rich protein homolog (1) MYHQEQHPVGAPPPQGYPP-———-—-———— KDGYPPAGYPPAGYPPP-———-————————————— — GYAQ
CAB66922 putative protein (529) SYQDPQHPVSAPPPQGYPP———————— KEGYPPAGYPPPAGYPPPQYPQAGYPPAGYPPPQQGYGQ
AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein  (3) QYNQ--PPVGVPPPQGYPPEGYP----KDAYPPQOGYPPQOGYPQQG-—-—-—-———-——————— YPPQ
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein (3) YYNQGGPPVGAPPPO----—-—-——-—-—————~— YAPQGYPPQOGYPPQG-————————————————— YPOQ
AT2G32190 uncharacterized protein (1) ~—————--—--"-"-"—-"—"—"—-"—"—"—"—"————————— MSQYSQNQSSGAYPTPP-————-————————— VSTGRPYM
AT5G17650 glycine/proline-rich protein (38) GYGSSYPYPPPPPPHGYPPVAYPP---HGGYPPAGYPPAGYPPAG-————-———————————— YPAH
AT4G23470 PLACS8 family protein (177) DGKFGPQPMAVPPAQQOQMSRFDQATPPAVGYPPQOGYPPSGYPQHP——————————————————— PO

Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1 (43) KGILSSNRIRVHHSVKHFLQLCAVVVCLMHASKDGHAQRGWS SARMQVLWKVAGGWVRIKLVQYNL
Consensus (529) Y PVG PPPQGYPP GYPPQGYPP GYPP P O



(595) 595 600 610 620 630 640 650 660

AAM67217 adhesive/proline-rich protein homolog (41) GYPIQGYPPP ffffffffffffffffffffffffffffffffffffff Q¥ SQAP--——— QOKQONAG
CAB66922 putative protein (587) GYPAOGYPPPQYP-——-——-——————————————— QGHPPQYPYQGPPPPHYGQAPPKNKKDKKDSGG

AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein (46) GYPOOGYPQOQGY ———————————————————————————————— PPPYAPQYPPPPQHQOQOOQSISPG
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein (37) GYPOQGYPQQ———————————————————————————————— ————— —— P —————-— QQQONKISP S

AT2G32190 uncharacterized protein (25) TPPPLGYP TS ———-————————————————————————————————— DISHATVAP--VETKSKGDG
AT5G17650 glycine/proline-rich protein (84) E¥PEHCYPRPSHSGHHHGGIGAI IAGGVAAAAGAHHMSHHHGHYGHHHGHGYGYGYHGHGKFKHGK

AT4G23470 PLACS family protein (224) GYPPSGYPQON—- - ———————————— - ——— — - —— -~ — ——— - ————— PPP-————- SAYSQ
Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1 (109) HLKBLEMGSR-——————— - - — KCRFLVN-VMGVNMETIR
Consensus (595) GYPAQGYP Y PP Q S G

(661) 661 670 684

AAM67217 adhesive/proline-rich protein homolog (64) MLEGCLAALCCFCLLDACE ———-—
CAB66922 putative protein (633) FMEGCLAMLCCCVLLEACE ———— -

AT2G41420 prolin-rich uncharacterized protein (80) FLEGCLAALCCCCLLDACE —————
Pp3c14_6380V1.1 Rhodopsintail Protein (58) FCEAFLAALCCCCLLDACE -———-
AT2G32190 uncharacterized protein (53) FLLKGCLAAMCCCCVLDACF ————-—

AT5G17650 glycine/proline-rich protein (150) FKHGKFGKHGMF GKHKGKEFKKWK
AT4G23470 PLAC8 family protein (242) ¥PPGAYPPPPAYPK-—————————

Pp1s105_4V6.1 / Pp3c17_11870V1.1 (136) FVEPMDISDVVAAAVA - ————————
Consensus (661) FLEGCLAALCCCCLLDACF



1.7.13 Ankyrin- & BTB/POZ-Protein / (HIP10) (Pp3c1_11190C1.1)
CDS

ATGGCTGCCGAGAAGAGCCACGCTGTGGATGAGGTTACTGCTGAGGTCGAAGCCGTGGGACTTGCGGAGGACCCCGGTAGG
AACTTGAAGCTGGACCAAGCGACTTTCTTCCGGTGTGTGGAGAATGGTAACCTTTCAGCTCTAACAGCTTTGCTTAAGAAC
CGTAAGGTGGACATCAACGCATACAATGATGAGGGCGTGACGTGTCTGCACGTTGCATTGTACAAGTATGAGGAGTCGCGG
AGTCTGGACATGGTGAAGTTCCTACTTGCACATGGCGCTAATATCTCACTCAAGGCAGCTGTGATGCCATCTGCGCACAAA
ATTTCTATTATCCGCCACGGTCACGGTGGCAGTGTCGCCAATCCACTCGAAACCAAGAAGGTTGTTTTTGATCAGAAGACT
CCTCTTCTTGTGGCGCTGGAGCTGAAATCGGCGCTTTACCTGAAAGGGTGGGAGTACCGGCATTGGGACGAGATGTTGAGG
ATTTTAGCAGACGCAACCATTGAGCACCACGCTAAATCTCCTGAACTAAAGGGAGAAAGGCTTCCTTACATTGTGATTCAG
AAGAATTGGGGTAATGTGTTCGCAAGTGGGAAACATGAGACGATTGAAGTGTGGGCAGAGGACAAGAGTATTACTGTGCTG
AAGCTCCTCCTTACTGGCGCATCAAAGATTCTTAAACTCAATATCGAGAATCCAGACGTACAATATTCGAATAGATTGGAC
ATCAAGGAGGCGTCGTTTAATATTACCAAGGCCATGATGAAGTTTCTTTACACTGGAAAGGTTGAAGCCGAGTTTCTTGAA
CACAGGGGTCTAGATCTCCTATCTGCGGCTCACAAGTATGGAATCAAGAGCTTGATGTGGGTTTGTGAGGATTCAATTCGT
GCTACACCGGATAATTGGATCAAGCTTCTATCCACGGCCATGGAGTGCAACTCAGATATGCTAGCTCTCAAATGTGCTCAA
TCGATAAAGGAAGTGATGGACGAACGACATGAAAAACACACCAGTTTGAAGAAGAGCTATTCAAATATGCACAATGTCCCT
AACCAACTCTTCACTTCATTTCCGTGA



Ankyrin- & BTB/POZ-Protein Expressionsdaten
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Ankyrln & BTB/POZ-Protein Lokalisations- und Split-YFP-Daten

--- -

CFP:Ankyrin-BTB/POZ

Ankyrin-BTB/POZ:CFP

YFP.:Ankyrin-BTB/POZ

YFP,:Phy4

YFP.:Ankyrin-BTB/POZ

Phy4:YFP,

Chlorophyll I8

Abbildung 8: Ankyrin- & BTB/POZ-Protein (Pp3c1_11190C1.1) mtrazellulare Lokallsatlons- (A) und
Split-YFP Studien der Ankyrin- & BTB/POZ-Protein-phy4 Interaktion (B) beide ohne (D) und mit R-
Vorbehandlung (R) mittels Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie. Die Struktur der Abb. entspricht Abb.
4-10 im Haupttext (A) CFP:Ankyrin&BTB/POZ lokalisierte in distinkten Cytoplasma-Bereichen (Reihen 1+2),
wahrend Ankyrin&BTB/POZ:CFP in Cytoplasma und Zellkern vorzufinden war (Reihen 3+4; Spalte 1 CFP).
(B) Entsprechend des Y2H-Interaktionsverhaltens wurden Split-YFP-Konfigurationen von
YFPc:Ankyrin&BTB/POZ in Kombination mit N- (Reihen 1+2) und C-terminal fusionierten phy4-YFPy-Fusionen
(Reihen 3+4) untersucht. Keine der analysierten Konfigurationen ergab signifikante YFP-Signale. MaBstab 30
pm.



1.7.14 Autophagie-Protein (Pp1s209_115V6.2 / Pp3c14_15110V1.1)

CDS

ATGGCGAAGAGTTCTTTCAAGCAAGAGCATCATCTGGAGAAGAGGCAGGCAGAAGCTTCAAGGATCCGTGGCAAG
TACCCTGACAGAATTCCAGTGATCGTGGAGAAGGCGGAGAAAAGCGACATACCAGACATCGACAAGAAGAAGTAT
CTGGTACCAGCGGACTTGACGGTTGGACAGTTTGTGTACGTGATAAGGAAGCGCATCAAGTTGAGTTCGGAGAAG
GCCATCTTCATATTCGTGAAGAACGTGCTGCCCCCGACAGCGGCCATGATGTCATCGATATACGACGAGCACAAA
GACGAGGATGGATTCGTGTACTTCACATACAGCGGGGAAAACACGTTCGGAGGAGCGAGCGGGTGTTAG
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Autophagie-Protein —AC011623_7 hypothetical protein (0.0068)

L AT3G06420 autophagy-related protein 8h (0.0016)
AT3G 15580 autophagy-related protein 8i (0.1388)
AT4G04620 autophagy-related protein 8b (0.0729)
i AT4G21980 autophagy-related protein 8a (0.0161)
ﬂ CAA18101 AT49g21980 symbiosis-related like protein (-0.0161)
AT1G62040 autophagy-related protein 8c (0.0785)
AT2G05630 autophagy-related protein 8d (0.0808)
AT2G45170 autophagy-related protein 8e (0.1205)
#—AT4G1 6520 autophagy-related protein 8f (0.0613)
AT3G60640 autophagy-related protein 8g (0.1156)
Pp3c1_32190V1.1 (0.0582)

Pp3c14_15040V1.1 (0.0019)
i Pp3c14_15110V1.1 Autophagie Protein (0.0062)

L Pp3c14_15140V1.1 (0.0327)

LPp3c;1 7_5780V1.1 (0.0202)
Pp3c1_32170V1.1 (0.0367)




Autophagie-Protein Alignment

AC011623_7 hypothetical protein
AT3G06420 autophagy-related protein 8h
AT3G15580 autophagy-related protein 8i
AT4G04620 autophagy-related protein 8b
AT4G21980 autophagy-related protein 8a
CAA18101 AT4g21980 symbiosis-related like protein
AT1G62040 autophagy-related protein 8c
AT2G05630 autophagy-related protein 8d
AT2G45170 autophagy-related protein 8e
AT4G16520 autophagy-related protein 8f
AT3G60640 autophagy-related protein 8g
Pp3c1_32190V1.1

Pp3ci14_15040V1.1

Pp3c14_15110V1.1 Autophagie Protein
Pp3ci4_15140V1.1

Pp3c17_5780V1.1

Pp3c1_32170V1.1

Consensus
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Autophagy protein Atg8 ubiquitin-like



AC011623_7 hypothetical protein
AT3G06420 autophagy-related protein 8h
AT3G15580 autophagy-related protein 8i
AT4G04620 autophagy-related protein 8b
AT4G21980 autophagy-related protein 8a
CAA18101 AT4g21980 symbiosis-related like protein
AT1G62040 autophagy-related protein 8c
AT2G05630 autophagy-related protein 8d
AT2G45170 autophagy-related protein 8e
AT4G16520 autophagy-related protein 8f
AT3G60640 autophagy-related protein 8g
Pp3c1_32190V1.1

Pp3ci14_15040V1.1

Pp3c14_15110V1.1 Autophagie Protein
Pp3ci4_15140V1.1

Pp3c17_5780V1.1

Pp3c1_32170V1.1
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Autophagy protein Atg8 ubiquitin-like



(131) 131 140 150 160 170 185

AC011623_7 hypothetical protein (84) DPSKALFMFVHNTLPQ RMD DGFLYMCYSTEKTFG--————————
AT3G06420 autophagy-related protein 8h (74) DPSKALFVEVHNTLPQ RMD DGFLYMCYSTEKTFG-————————
AT3G15580 autophagy-related protein 8i (70) SPGKALFVEFVNNTLPOQ MD DGFMYMCYSSEKTFG--————————
AT4G04620 autophagy-related protein 8b (72) GAEKAIFMEVKNTLP M DGFLYMTYSGENTFGGSFYC—-———
AT4G21980 autophagy-related protein 8a (87) GAEKAIFVEVKNTLP M Y DGFLYMTYSGENTFGSLTVA-———
CAA18101 AT4g21980 symbiosis-related like protein (57) GAEKATIFVEFVKNTLP M Y DGFLYMTYSGENTFGSLTVA--—-—
AT1G62040 autophagy-related protein 8c (86) KAIFMFVKNTLP M Y DGFLYMTYSGENTFGLV—-——————
AT2G05630 autophagy-related protein 8d (116) KAIFIFVKNELP M Y DGFLYMSYSGENTFGIFF-—-——-———
AT2G45170 autophagy-related protein 8e (73) KAIFIFVDNVLP M Y DGFLYETYSGENTFGASSI-—————
AT4G16520 autophagy-related protein 8f (72) KAIFIFVDNVLP M Y DGFLYMTYSGENTFGFGSP—————
AT3G60640 autophagy-related protein 8g (72) KAIFIFVDNVLP M Y DGF YSGENTFGSSMT—-——--—
Pp3c1_32190V1.1 (65) KAIFIFVKNVLP M Y DGF YSGENTFGDAITC--—--

Pp3c14_15040V1.1 (72) KAILFIFVKNVLP M Y DGF YSGENTFGGASGC——-—-—

Pp3c14_15110V1.1 Autophagie Protein (72) KAIFIFVKNVLP M Y DGF YSGENTFGGASGC—-———
Pp3c14_15140V1.1 (73) KAILFIFVKNVLP M Y DGF YSGENTFGDCVAC——-—-—

Pp3c17_5780V1.1 (72) KAILFIFVKNVLP M Y DGF YSGENTFGLSRIC—-—---

Pp3c1_32170V1.1 (72) KAIFIFVKNVLP M Y DGF YSGENTFGDVINCQKY-

Consensus (131) SAEKAIFIFVKNVLPPTAAMMSSIYDEHKDEDGFLYMTYSGENTFEG
|

Autophagy protein Atg8 ubiquitin-like



1.7.15 Unbekanntes Protein / HIP11 (Pp3c20_16210V1.1)

CDS

ATGAAGAAGACTACGTGTTTCAAGCTGCTGCTGGTCATTGCTGCGTTGGTGGTCACCACGCTGCCAGCTGCAGTCGAAGCT
GTGGATATCCAGGGCTTCGACAATTCTGCTGCCTGTACGGGCACAGGATACACCTTCCCAGGAATTGCGCAGCGAACTTGT
GCGGCGTTCACGAATGAAGGATCCATTTTGATCAGAGACCTTTCCAGCTGTCAGACCGGCAGAGCTTACCGCAACGGAGGA
TGCACGACTGAGGTGGGAAATGGGAATGGCCCGACTGTGTGGTGCTTCGTCGGTGGCTCATACACAGGAGCGGCCTGGTTC
AATAACTGCAGAAGACGTCGACTTCAGGCGGACAACAGCCACGAATCCTGCACATCTACCTCTGCTCCCAACGGTGTCCAC
TACACTGAGCACCTCTCCAAGGGATCATGGATCCTGCACTCTGACAATGCCACAGAACTCATGGCCGAACTCAAAAAAATT
GTCGATGAAGAGAAAGTGAACTGGCTCAAAGCTCGCGGTGCCTATCTTATTCCTGGGAGCGACACAATTGAATACGTCTAA



HIP11 Expressionsdaten
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1.7.16 elF-5A / HIP12 (Pp3c13_15620V1.1)
CDS

ATGTCTGACGACGAGCACCAATTCGAGTCCAAGGCCGACGCCGGAGCGTCCAAGACTTACCCCCAGCAGGCCGGAACCATA
CGCAAGGGCGCGCACCTTGTCATCAAGCAGAGGCCCTGCAAGGTTGTCGAAGTGTCTACTTCGAAGACTGGGAAGCACGGT
CACGCCAAGTGCCACTTCGTCGCAATCGATATCTTCACTGGGAAGAAGCTCGAGGATATTGTTCCGTCTTCTCACAATTGT
GATGTTCCTCATGTATCTCGTTCTGATTACCAGCTCATTGACATCTCTGAGGATGGATTCGTGAGTCTTCTCACTGAAAAT
GGTGTCACCAAAGACGATCTGCGCCTGCCCACCGACGAGGGCCTCCTGACGCAGATAAGGGATGGATTTGCCGAAGGCAAG
GATCTTGTAGTGACTGTTATGTCTGCTATGGGAGAGGAGCAGATTGCGGCTCTGAAGGATATCGGCGGCAGGAACAACTAA
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1.7.17 EF1a / HIP13 (Pp3c1_23670V1.1)
CDS

ATGGGTAAGGAGAAGGTGCACATCAATATCGTGGTCATCGGCCATGTCGACTCTGGCAAGTCGACGACCACTGGGCACCTC
ATCTACAAGTTGGGAGGTATCGACAAGCGTGTGATCGAGCGTTTCGAGAAGGAGGCGGCGGAGATGAACAAGCGTTCGTTC
AAGTATGCGTGGGTGCTGGACAAGCTGAAGGCAGAGCGCGAGCGTGGTATCACGATTGATATTGCGCTGTGGAAGTTCGAG
ACCATGAAGTACTACTGCACTGTGATCGACGCGCCCGGACATCGCGATTTCATCAAGAACATGATCACGGGAACGTCGCAG
GCAGACTGCGCTGTGCTGATCATCGACTCGACGACGGGAGGGTTCGAGGCCGGTATCTCGAAGGATGGGCAGACGCGTGAG
CACGCACTGCTGGCGTTCACTTTGGGAGTGAAGCAGATGATTTGCTGCTGCAACAAGATGGACGCGACCACCCCGAAGTAC
AGCAAGGCCCGATATGAGGAGATCGTGAAGGAGGTGTCGGCGTACCTGAAGAAGGTGGGGTACAACCCGGAGAAGGTTCCG
TTCGTGCCGATCTCAGGGTTCGAGGGCGACAACATGATCGAGAGGTCGACGAACCTGGACTGGTACAAGGGCCCGACTCTG
TTGGAGGCGTTGGACAACGTGTCAGAGCCGAAGCGGCCATCTGACAAGCCTCTGAGGCTGCCGCTTCAGGACGTGTACAAG
ATTGGAGGCATCGGAACTGTGCCAGTGGGACGGGTGGAGACAGGAATCATCAGGCCAGGTATGTTGGTGTGCTTCGCACCG
ACGGGACTGACGACTGAGGTGAAGTCGGTGGAGATGCATCACGAGTCGATGCCTGAGGCGCACCCAGGTGACAACGTCGGG
TTCAACGTGAAGAACGTGGCGGTGAAGGACCTGAAGAGAGGGTACGTGGCCTCAGACTCGAAGAACGACCCTGCCAAGGAG
GCAGCCAACTTCACGGCGCAGGTTATCATCATGAACCACCCGGGACAGATCGGGAACGGTTACGCACCAGTGCTGGATTGC
CACACGTCGCACATTGCGGTGAAGTTCGCGGAGATCTTGACGAAGGTGGACAGGCGATCGGGTAAGGAGCTGGAGAAGGAG
CCGAAGTTTTTGAAGAACGGGGACGCAGGGTTCGTGAAGATGATTCCGACGAAGCCGATGACAGTGGAGACGTTCGCGGAG
TACCCACCATTGGGACGTTTCGCGGTGCGTGATATGAGGCAGACGGTGGCTGTGGGTGTTATCAAGGCCGTAGAGAAGAAG
GAACCCACCGGCGCCAAGGTGACGAAGGCCGCTGCGAAGAAGAAGTGA
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1.7.18 14-3-3 Protein / HIP14 (Pp3c3_8540C1.1)

CDS

ATGACGGAGCTACGAGAGGAAAATGTGTACATGGCTAAGCTCGCCGAGCAGGCGGAGCGGTACGATGAGATGGTGGAAGCC
ATGGAGAATGTGGTAAAGGCGGTGGAGAACGAGGAGCTGACCGTGGAGGAGCGGAACCTGTTGTCGGTGGCGTTTAAGAAC
GTGATTGGTGCGAGGAGGGCGTCGTGGCGGATCATCTCTTCCATCGAGCAGAAGGAAGAGGCCAAGGGGTCTGAGGAGCACL
GTCGCTGCTATTAAGGAGTACCGATCCAAAGTAGAGGCTGAGTTGAGCACCATCTGTGACACTATATTGAAGCTTTTGGAC
TCGCACCTGATCCCGTCCTCCACCTCGGGGGAGTCGAAGGTTTTTTACTTGAAAATGAAGGGAGACTATCACAGGTACCTG
GCTGAGTTCAAAGCCGGCGCTGAGAGAAAAGAGGCAGCTGAGGCTACATTGCACGCGTACAAGCATGCACAAGACATTTCA
ACGACAGAGTTGGCGTCCACACATCCTATCAGATTGGGATTGGCTTTGAATTTTTCTGTCTTTTACTACGAAATTTTGGTT
TCTCCAGACCGAGCATGCCATCTTGCCAAGCAGGCTTTTGATGAAGCTATCTCTGAGTTAGATACCTTAGGAGAGGAATCC
TACAAAGACAGTACTCTCATTATGCAGCTGCTCCGGGATAACCTTACCTTATGGACTTCAGATATGCAGGACGACATTGGT
GAAGAAGGAAAGGATTCCAAGGTCGAAGATGCTGATGACCACTAG
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1.7.19 phy4 (Pp3c27_7830V1.1)
CDS

ATGTCGACCACCAAGTTGGCATACTCGTCAGGGAGTTCTGTGAAGTCGAAGCATAGTGTACGGGTTGCGCAAACTACAGCA
GATGCCAAGCTGCAGGCAGTGTATGAAGAATCCGGAGATTCGGGAGACTCATTTGATTATTCCAAATCAGTTCATGCGTCC
AAATCCACTGGCGAGAATGTCCCTGCCCTAGCAGTCACCGCGTACCTTCAGCGCATGCAAAGAGGGGGTTTGGTGCAGACA
TTCGGGTGTATGCTATGTGTGGACGAGAGTAGTTTTAGGGTTATTGCTTACAGCGAGAATGCGCCAGAGATGCTTGACCTG
ATGCCACAAGCGGTGCCCAGTGTGGGTCAGCAGGAAGTTCTGGGCATTGGAACCGATGCAAGAACTTTGTTCACCCCTTCC
AGTGCGGCCGCCCTGGAGAAATGTGCCGGAGCGGTGGATGTGACCATGCTGAACCCTATCTCAGTGCACTGTCGAAGCTCG
GGGAAGCCGTTCTATGCGATTCTGCACCGTATTGACGTAGGACTGGTAATTGATTTTGAACCAGTGCGCCCGAATGATGCC
GTTGTGTCCTCCGCAGGGGCTTTGCAGTCGCATAAGTTGGCTGCAAAAGCGATATCTCGGCTGCAGGCACTTCCTGGCGGA
GACATTGGCCTCCTTTGTGATACAGTTGTAGAAGAGGTACGCCAGCTTTCCGGTTACGATCGTGTCATGGCATACAAATTC
CACGAAGACGAACATGGTGAGGTCTTGGCGGAGATTCGAAGATCAGATTTAGAACCTTACTTAGGTCTACATTACCCAGCA
ACAGATATCCCACAGGCGTCAAGATTCCTGTTTATGAAGAACAGGGTGCGAATGATAGGTGATTGCTATGCTCCTCCTGTT
AAAGTGGTTCAGGACAAGGATTTGAGGCAGCCTATTAGTCTGGCCGGGTCTACTTTACGGGCCCCTCATGGCTGCCATGCG
CAATACATGGGCAACATGAACTCCATCGCTTCGTTGGTGATGGCAGTTATCGTGAATGATCCGGATGAGGATCCTAATTCA
CGTGGGGGCCAGCAGAGAGGGCGCAAGCTCTGGGGATTGGTGGTTTGTCACCACACGTCTCCGAGGACCGTCTCCTTTCCT
TTGAGATCGGCCTGTGAGTTCCTGATGCAGGTGTTCGGTCTGCAGCTGAACATGGAAGTTGAACTTGCAGCTCAGCTAAGA
GAAAAACATATTTTGAGAACACAAACCCTTCTCTGTGACATGTTATTGCGGGATGCACCCATCGGAATTGTTTCTCAGTCA
CCCAATATCATGGACTTGGTTAAATGCGACGGTGCAGCACTTTACTATGGGAAAAGGTTTTGGCTTTTGGGAATCACACCT
AACGAGGTCCAGATTAAGGAAATCGCGGACTGGCTCCTAGAACATCATCAAGATTCGACCGGTTTGAGTACAGACAGCCTG
GCCGATGCTGGTTACCCTGGCGCAGCGCAACTTGGTGATGCTGTGTGTGGAATGGCTGCGGCAAAGATCACTCCAAGGGAC
TTTCTTTTCTGGTTCAGGTCACACACCGCCAAGGAGATTAAGTGGGGTGGTGCCAAGCACGATCCTGATGAAAAGGATGAT
GGGAGGAAAATGCATCCCCGCTCCTCGTTCAAGGCCTTTCTAGAAGTTGTGAAGAGAAGAAGTTTGCCATGGGAGGACATA
GAAATGGACGCAATTCATTCTCTTCAACTCATTTTGAGAGGTTCATTCCAGGATATAGACGACAGTGATACCAAAACTATG
ATACACGCCCGACTCAACGACTTAAAGCTCCAGGGCATGGATGAACTCAGTACAGTTGCTAATGAAATGGTTAGATTGATA
GAGACAGCGACTGCACCAATTCTCGCTGTCGATTCGAGTGGATTCATCAATGGTTGGAATGCCAAAGTAGCTGAACTGACT
GGACTTCCAGTTGGAGAAGCCATGGGTCGGTCGCTGGTTAAAGATTTAATTTTAGAGGAATCAATTGATGTTGTTCAGCGA
CTTCTCTACCTTGCATTACAAGGTGAAGAAGAACAAAATATTGAGATTCAGTTGAAGACCTTTGGGCCACAAAAAGAGAAG
GGCGCAGTGATTTTGATAGTGAATGCGTGCTCCAGCAGGGATGTACAAGACAATGTCGTTGGAGTTTGTTTTGTGGGGCAA
GATGTGACAGGTCAAAAACAAGTTTTGGATAAATTTACTCGGATACAAGGCGACTACAAAGCAATAGTTCAGAACCCAAAC
CCTTTGATTCCTCCTATATTTGGCACTGATGAATATGGATATTGCTCTGAGTGGAATCCTTCAATGGAGAAGCTGACTGGA
TGGAAGAGAGAAGAGGTGCTTGGGAAACTGCTAGTGGGTGAAATTTTTGGAATGCAACTTATGTGTTGCCGACTGAAAGGT
CAAGATGCAATGACGAAATTTATGATTGCATTAAATAGTGCAATGGATGGTCAAGATACAGATCGGTTTCCCTTTTCCTTC
TTTGATCGACAAGGGAAATACGTAGATGCCCTACTCACAGTCAATAAAAGAACGGATGCAGAGGGAAGCATCACTGGCGTA
TTCTGCTTTTTGCACACAACCAGTGTGGAATTATTGCAAGCATTGACTGTCCAACGTGCGACGGAGAAAGTAGCCTTCGCA
AAACTCAAGGAGTTGGCTTACATTCGACAGGAGATCAAGAATCCTTTGTATGGGATTATGTTTACACGTAATTTAATGGAA
GATACGGACTTATCTGAGGACCAAAGGCAGTTTGTGGAGACTAGTGCTGTGTGTGAACGTCAATTGCGCAAAGTATTGGAT
GATATGGATCTTGAGAGTATTGAGGACGGGTACTTAGAGCTGGATACAAATGAATTTGTGATGGGAACAGTGATGGATGCC
GTTGTAAGTCAAGGAATGATCACATCAAGAGAAAAAGGTCTGCAATTGATACGGGAGACTCCCAGGGAGATAAAGAACATG
TGTTTATTTGGGGACCAAGTCCGTTTACAACAAGTGCTCGCGGACTTTTTGTTGAATGCAGTGAGATTCACCCCATCCTCT
GAAGGCTGGGTCGGGATCAAGGTGGTCCCAACGAAGAAGCGCCTGGGTGGAGGCATTCATGTCATGCATCTGGAATTCAGG
GTTACACATTCAGGAATGGGACTTCCTGAGGAGCTTGTGCATGAGATGTTTGATCGAGGACGAGGCATGACTCAAGAAGGC
CTGGGGCTGAGTATGTGTCGTAAACTTGTAAAGCTAATGAATGGTAATGTTCAATATATTAGAGAAACAGGTAAGAGCTAC
TTTTTAGTTGAAGTGGAGCTTCCTTTGGCACAACGAGATGATGCAGGCAGTGTGAGATAG



phy4 Expressionsdaten

eFP

Expressionsdaten fiir verschiedene Entwicklungsstadien wurden vom electronic
Fluorescent Pictograph (eFP) browser (http://bar.utoronto.ca/efp_physcomitrella/cgi-
bin/efpWeb.cgi) von dem Bio-analytic Resource for Plant Biology (BAR)-Server
heruntergeladen (Ortiz-Ramirez et al. (2016)). Der eFP-Browser stellt Microarray-Daten fir
die meisten Entwicklungsstadien des Physcomitrella Lebenszyklus zur Verfligung, inklusive
Protonemata (Choro- und D-gewachsene Caulonemata), Rhizoide, Gametophoren,
Archegonien, vier Stadien der Sporophytenentwicklung (basierend auf morphologischen
Charakteristika, wie GréBe, Form und Grad der Reifung: Sporophyt S1 5-6, S2 9-11, S3 18-
20, S4 28-33 Tage nach Befruchtung) und Sporen. Rohdaten wurden mittels Robust Multi-
Array Average (RMA) normalisiert und der Mittelwert aus Triplikaten berechnet.

Phypa_218861 Pp13164_65VE.1

Abzolute

7234 98
651148
57ET 498
506448
434098

361749
2893498

RMA Expression values

Rhizoids
Gametophore
Sporophyte S2
Sporophyte S3
Caulonema
Chlorenema
Archegonia
Protoplast
Sporophyte M
Spores




JGI Phytozome 11 Gene Atlas Gen-Level Expression

Expressionsdaten fir unterschiedliche Kulturbedingungen und Entwicklungsstadien wurden
vom Phytozome/JGI-Server  (https://phytozome.jgi.doe.gov/jbrowse/index.html?data=
genomes%2FPpatens&loc) heruntergeladen. Dort werden RNASeqg-Daten mit dem
Physcomitrella patens Referenzgenom zusammen dargestellt. Der Datensatz umfasst
Experimente mit Gametophoren auf unterschiedlichen Medien (De- / Rehydrierung,
Behandlung mit NAA, abgetrennte Blatichen etc.), Protonemata auf unterschiedlichen
Medien und verschiedenen (Licht-) Bedingungen, Protonema-Protoplasten, Sporen und
grine und braune (=gereifte) Sporophyten. Normalisierte Daten werden als FPKM-

(Fragments per Kilobase (of Exon) per Million Reads) Werte angegeben.

FPKM Coefficient of variance: 0.296 (across samples below)

Gametophores.Knop_liquid_hydroponic :
Gametophores.Knop_liquid_hydroponic_auxin :
Gametophores.BCD_solid :
Gametophores.Knop_solid :
Gametophores.BCD_solid_dehyration :
Gametophores.BCD_solid_rehydration :
Leaflets.Knop_solid :

Protonema.BCD_solid :
Protonema.BCD_solid_acetone :
Protonema.BCD_solid_continuous_light :
Protonema.BCD_solid_continuous_light GA9 :
Protonema.BCD_solid_continuous_light_glucose :
Protonema.BCD_solid_heat :
Protonema.BCD_solid_ABA24hr :
Protonema.BCD_solid_strigolactone :
Protonema.BCD_solid_ammonia :
Protonema.BCD_solid_ammonia_glucose_blue_light :
Protonema.BCD_solid_ammonia_glucose_dark :
Protonema.BCD_solid_ammonia_glucose_red_light :
Protonema.BCD_solid_ammonia_glucose_far_red_light :
Protonema.BCD_solid_ammonia_glucose_UV_B:
Protonema.BCD_solid ammonia_ OPDA :
Protonema.Knop_liquid :
Protonema.Knop_liquid_light2hr :
Protonema.Knop_liquid_ammonia_light2hr :
Protonema.Knop_solid :
Protonema.Knop_solid_highlight850 :
Protonema.Knop_solid_lowlight10 :
Protoplast_protonema.BCD_solid_ammonia :
Spores.BCD_solid_ammonia_continuous_light :
Sporophyte_brown.Knop_solid :
Sporophyte_green.Knop_solid :

65.722
37.795
89.981 NG
58.257 N

41.481 1

a1 4090

49.174 NN

92.558 NG
50.587 N
66.217 [ NG
45.435 NG
65.569 NG
33.569 | EGEGEGEGE

66.584 NG
50.586 NN
64.339 [HINNEGG
46.351 NG
41.526 G
59.790 NG
32.34s
57.639 NG

53.140 NG

82.743 NG
70.459 NG
68.105 [ NENEG
95.698 NG
ss.779 NG
90.603 NG
48.414 HINNENEGEGEGE
72.560 NG
59.677 I
49.695 NG




Genevestigator (Phypa_218861)

Genevestigator (www.genevestigator.com) stellt Microarray-Expressionsdaten von 74
Proben aus 6 Studien bereit: fir Entwicklungsstadien bzw. anatomische Strukturen
(Protonema (-Protoplasten), Gametophoren, Phyllide/Blattchen und Sporen etc.) und
unterschiedliche Bedingungen (biotischer/abiotischer Stress, Lichtintensitaten / -qualitaten,
Photoperiode, Dedifferenzierung und genetische Hintergrinde efc.). Letztere sogenannte
Perturbations-Daten werden als relative Werte angegeben, die sich aus dem Vergleich
einer Bedingung mit einer geeigneten Kontrollbedingung ableiten. Die Daten sind in der
log2-Skala angegeben.

Anatomie

Level of expression (signal intensity on Custom Physcomitrella all-gene-array)

[ MEDIUM (=I2F) | |

Physcomitrella patens (5) 12 12256 125 1275 14 1425 145 1475 15

14.25 # of samples

protonema protoplast (] 3
phyllid S S 5
gametophore — . 48
protonema —— 12
spore [ 3

13 1328 135 1375 14 1425 145 1475 15 1528
created with GENEVESTIGATOR

Bedingungen/Perturbationen

Filter values for @ Phypa_218861 (Phypa_218861)

<< down-regulated up-regulated ==
Physcomitrella patens (28) LogZatio ” i
no filter na filter
R e = & o i & K 44 | ogZastic  FoldChange pvalue
¥ Biotic i
B. cinerea/ mock treated gametophore samples 0.02 102 0.848
¥ Light intensity
darkness (14d)/ untreated juvenile gametophaore samples [ ] 0.20 114 0.502
strong light (2h) / untreated juvenile gametophore samples [ ] 042 133 0205
sunlight (2h) / unireated juvenile gametephore samples [ ] 62 -1.85 0.061
v Light quality
LUVB-303nm (strong) / UVB-303nm (weak) ® -0.20 -1.15 0.241
UVB-303nm (strong) / UVB-345nm (strong) [ ] 025 -1.18 0.226
UVB-303nm (weak) / UVB-345nm (weak) g 011 -1.07 0.503
UWB-345nm (strong) / UVB-345nm (weak) -0.08 -1.04 0582
¥ Other
dedifferentiation (12h) / untreated phyllid samples [ ] 1.52 286 1.000
dedifferentiation (18h) / untreated phyllid samples [ ] 175 3.36 1.000
dedifferentiation (1h) / untreated phyllid samples ] 0.15 1.11 1.000
dedifferentiation (24h) / untreated phyllid samples [ ] 073 1.86 1.000
dedifferentiation (2h) / untreated phyllid samples @ 1.35 254 1.000
dedifferentiation (36h) / untreated phyllid samples L 1.19 228 1.000
dedifferentiation (48h) / untreated phyllid samples [ ] 1.88 384 1.000
dedifferentiation (6h) / untreated phyllid samples [ ] 184 311 1.000
dedifferentiation (72h) / untreated phyllid samples [ ] 1.70 335 1.000
dedifferentiation (96h) / untreated phyllid samples [ ] 0.54 1.46 1.000
liquid FM medium (pH 5.8}/ liquid Knop medium (pH 5.8) [ ] 0.70 1.80 0.067
protoplasting /liquid Knop medium (pH 5.8) [ ] 103 1.89 0.012
solid Knop medium (pH 5.8) / liguid Knop medium (pH 5.8} [ ] 0.50 1.44 0.268
¥ Photoperiod
shift long day to short day (Gransden-WT 9)/ untreated juvenile gametophore s.. [ ] 0.47 1.39 0.149
¥ Stress
dehydration / untreated juvenile gametophore samples [ | 014 -1.10 0.620
rehydration / untreated juvenile gametophore samples [ ] 044 128 0.100
rehydration / dehydration ® 031 -1.28 0234
¥ Genetic Background
Gransden-WT 3/ Gransden-WT 9 [ ] 0.22 1.14 0.430
Reute-WT / Gransden-WT 9 € ® -1.04 -2.10 0014
Reute-WT / Gransden-WT 9 € | | | [ ] | | | 057 152 0.048
.4 3 2 -1 0 1 2 3 4

created with GENEVESTIGATOR
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