Das Metallbindeprotein HIPP3 als
regulatorische Komponente pflanzlicher
Stressantworten und Entwicklung

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium

(Dr. rer. nat.)

vorgelegt der
Naturwissenschaftlichen Fakultat I — Biowissenschaften —

der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von

Wiebke Zschiesche

geb. am 16. April 1978 in Hoyerswerda

Gutachter 1: Prof. Dr. Klaus Humbeck
Gutachter 2: Prof. Dr. Markus Pietzsch
Gutachter 3: Prof. Dr. Kiriakos Kotzabasis

Tag der 6ffentlichen Promotionsverteidigung: 17.12.2013



- INHALTSVERZEICHNIS -

| ZUSAMMENFASSUNG ... ennans 1
I SUMM A RY et e et e e et e e e et e e e e e e e e e e e enaans 3
Il EINLEITUNG ...ttt e et e e e et e e e e e e e e e e e eaa e e e eeenans 5
1. Pflanzliche Entwicklung ist abhangig von den Umweltbedingungen ..............cccccuuueee 5
2. Regulation der Bluten- und Samenentwicklung..........ccccoooiiiiiiiiiiiiis 5
3. Pflanzliche Antwort auf Pathogenbefall...............ooooiiiii e, 8
4. HIPP-PIOTEING ..ottt ettt e e e e e e s e e e e e e e e e st r e eee s 11
4.1 HIPP-Proteine haben eine Schwermetallbindedomane (HMA) .........cccoooeeiiiiiiiiiennneenn, 13
4.2 HIPP-Proteine besitzen eine Isoprenylierungs-SeqUENZ............cooooeeeeeiiieeieiee e, 14
I ZIELSETZUNG ... .t e e e e e e e e e e e enna e eeees 16
IV ERGEBNISSE. ... . e 17
1. HIPP3, GEN UNA POt IN e e e 17
2. Subzellulare Lokalisation vON HIPP3 ... 20
3. Potentielle Interaktionspartner von HIPP3 ..., 23
4. Metallbindung vOn HIPP3.. ... 28
5. EXPressionsmuster VON HIPP3 ... e 32
5.1 Abiotischer Stress: TrOCKENSIIESS ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb eeeeeeenee 33
5.2 ABA-BEhandIUNG ......ccooiiiiiiiii e e s 34
5.3 BIOUSCREI SIrESS .....uiiiiiiiiiiiiii e 35

5.4 Informationen zur Expression von HIPP3 aus der Arabidopsis-eFP-Browser
= 1= 0] 0= U USSP 38

5.5 Co-Expressionsnetzwerk um HIPP3...... ... e 40

5.6 Vorhersage von cis-Elementen im Promotor...........coeuiiiiiiiiiii e 42



- INHALTSVERZEICHNIS -

6. Uberexpression und KNOCKAOWN VON HIPP3 .......c..coouviiieiceece et 43
6.1 KNOCKAOWN VON HIPP3 ... i bnnnnes 43
6.2 UDEerexpression VON HIPP3 .........oiii ettt etee st stee et e eae e snae e ereeseaeeaneeenreeas 44

6.3 Vergleich der HIPP3 Transkriptgehalte in den HIPP3-oe Linien und der hipp3-1
[ = T PP PP PP SRPPPPPPPPN 46

7. Gene, die durch HIPP3 knockdown und Uberexpression differentiell

E=To TU =T AV TA=T o = o PP 47
7.1 Uberblick tiber differentiell regulierte GENE...........ceecueiceeiieeeiee et 48
7.2 Funktionelle Einordnung der differentiell regulierten Gene............cccoovviiieeeiieeeeceiiiiinnnnn. 49
7.3 Detaillierte Analyse der 100 am starksten differentiell regulierten Gene .............cccceeeee. 50

7.4 Detaillierte Charakterisierung der am starksten regulierten Gene und Verifizierung

der Expressionsunterschiede mittels quantitativer realtime-PCR...........cccccccvvvivivinnnnnn. 52
7.5 Co-Expressionsanalyse der am starksten regulierten GeNe ............oovvveeeeeeeeeeeeevvinnnnnn. 57

8. Die Uberexpression von HIPP3 bewirkt eine verzogerte Entwicklung
eI INTIOTESZENZ ..ot e e 63
V' DISKUSSION ...t e e e et e e e e e et e e e e eaban e aaeees 65

1. HIPP3 ist ein isoprenyliertes Protein, das Zink bindet und im Kern
[Fo] €= 1 EST =] & A PP 65

2. HIPP3 interagiert mit regulatorischen Proteinen der Bliten- und
SaAMENENTWICKIUNG oo 67

3. HIPP3 wird bei Pathogenbefall induziert und bei abiotischem Stress

(=] T 810 01 1] SRR 69

4. HIPP3 als moglicher Regulator in Signhalwegen der Bliten- und

Samenentwicklung, und der Pathogenabwenr...........ccoooo 70
VI MATERIAL UND METHODEN ...t 76
= - | PSS 76
O {Fo T g V=T a1 4 F= L= T N 76

- 11 -



- INHALTSVERZEICHNIS -

1.2 Bakterien und Hefe StAMME.. ..o 76
1.3 Chemikalien, Enzyme, ,KitS®.......ccooriiiii e 78
@ 1 1To ToT U1 =T o] 1o = PSR 78
2. IMEBENOTEN . 82
2.1 Generelle molekularbiologische Methoden und Datenbanken ................ccccccvviiiiiininnnnns 82
2.2 Pflanzenanzucht und StressbehandIUngen...........ccooooeiiiiiiiiiiiii e 82
2.3 Lokalisationsstudien im heterologen Zwiebelepidermis-System ..........ccccceeeeeeveiiiiiinnnnnn. 84
2.4 Hefe-Zwei-Hybrid EXPerimente. ... ...... e 86
2.5 ldentifizierung des von HIPP3 gebundenen Metalls...........cccccoeiiiiiiiiiiiiii e, 87
2.6 EXPreSSIONSSIUIEN .....uuuiiiiiiiiiiiiiii e 90
VII LITERATURVERZEICHNIS ... 93
VIl ABKURZUNGSVERZEICHNIS.......ooiiiitieecie ettt 108
IX ABBILDUNGSVERZEICHNIS ... 111
X TABELLENVERZEICHNIS ...t 113
AP P EN D DX o e e 114

- il -



- ZUSAMMENFASSUNG -

| ZUSAMMENFASSUNG

HIPP Proteine (Heavy Metal associated Isoprenylated Plant Proteins) sind durch ein C-
terminales Isoprenylierungsmotiv und durch mindestens eine Schwermetall bindende HMA-
Doméane (PFAM accession number: PF00403.6) gekennzeichnet. In Arabidopsis thaliana
konnten auf der Basis von Sequenzanalysen 46 HIPP-Proteine identifiziert werden. Uber die
Funktionen der Proteine dieser fur Pflanzen spezifischen Proteinfamilie ist bis jetzt wenig
bekannt. Fur einige HIPP-Proteine konnte eine Funktion in der Schwermetallhomdostase
gezeigt werden. Andere Publikationen deuten aber auch auf eine regulatorische Funktion in

Signhalwegen der biotischen und abiotischen Stressantwort hin.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht ein bisher noch nicht ndher untersuchtes HIPP
Protein, HIPP3 (At5g60800), das sich neben dem Vorhandensein von zwei HMA-Domanen
und dem Isoprenylierungsmotiv zusatzlich durch vier Kernlokalisierungssequenzen (NLS)
auszeichnet. Die Kernlokalisation von HIPP3 konnte (ber transiente Expression eines
chimaren GFP::HIPP3 Proteins in Epidermiszellen der Zwiebel gezeigt werden. Zusatzliche
Signale im Cytoplasma deuten auf eine duale subzellulare Lokalisation hin. In einem ersten
Ansatz wurden im Hefe-Zwei-Hybrid-System die Arogenat-Dehydratase (Atlgl1790), die
Serin/Threonin Proteinkinase WNK8 (At5g41990) und der Transkriptionsrepressor ASIL1
(Atlg54060) als potentielle Interaktionspartner von HIPP3 identifiziert. Um zu klaren, ob und
welche Schwermetalle von HIPP3 gebunden werden, wurde HIPP3 mit N-terminalem hexa-
His-Tag in E. coli exprimiert und die gebundenen Metalle nach chromatographischer
Aufreinigung des Proteins mittels ICP-MS analysiert. Diese Experimente belegen eine
Bindung von Zink. Die Zink-Bindung an HIPP3 unterbleibt, wenn die fuar die
Schwermetallbindung essentiellen Cysteine der HMA-Domanen durch Glycine ersetzt

wurden.

Eigene Expressionsstudien zeigen fir HIPP3 ein komplexes Expressionsverhalten. Wahrend
Trockenstress und die Zugabe von ABA den Transkriptgehalt von HIPP3 herunter regulieren,
kommt es nach Infektion mit Pseudomonas syringae pv. tomato zu einer deutlichen Induktion
der Expression des Gens. HIPP3 verhdlt sich wie andere Pathogen-regulierte Gene mit einer
langsameren Induktion bei der PTI (PAMP triggered immunity) und einer schnelleren
Induktion bei einer durch das Avirulenzprotein AvrRpm1 ausgelosten ETI (effector triggered
immunity). Unter Nutzung der eFP-Browser Datenbank konnte gezeigt werden, dass HIPP3
auch bei der Bluten- und Samenbildung reguliert wird. Co-Expressionsanalysen deuten auf
eine Beteiligung an regulatorischen Netzwerken der Pathogen- und Trockenstressantwort
hin. Im Promotorbereich von HIPP3 befinden sich drei konservierte Sequenzmotive fur

bekannte cis-Elemente (TATA-Box, DRE2, Dof-Element). Um mdgliche Funktionen dieses

-1-
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interessanten Proteins zu untersuchen, wurden Mutantenanalysen durchgefihrt. Wahrend
eine vorliegende knockdown Mutante keine phanotypischen Anderungen im
Entwicklungsverlauf zeigt, konnte bei zwei Uberexpressionslinien von HIPP3 eine deutliche
Verzogerung der Blitenbildung beobachtet werden. Zur ldentifikation méglicher Zielgene
einer regulatorischen Wirkung von HIPP3 wurden Array-Analysen durchgefuhrt. Die
Uberexpression von HIPP3 bewirkt eine deutliche Veranderung im Genexpressionsmuster
von Arabidopsis thaliana. Etwa 400 Gene sind in der Uberexpressionslinie deutlich herauf-
oder herunter reguliert. Interessant ist, dass die Uberexpression von HIPP3 etwa
gleichermal3en eine Induktion wie auch eine Reprimierung von Genen zur Folge hat, was auf
eine bidirektionale regulatorische Wirkung hinweist. Ein hoher Prozentsatz der differentiell
regulierten Gene ist den funktionellen Klassen Pathogenantwort, Entwicklungsprozesse,
regulatorische Prozesse und Transportvorgéange zuzuordnen, was eine Beteiligung von
HIPP3 an der Regulation dieser Prozesse nahe legt. Eine vertiefte Datenbankrecherche zu
den 100 am starksten differentiell regulierten Genen untermauert diesen Befund. Sie belegt,
dass viele dieser in der HIPP3 Uberexpressionslinie differentiell regulierten Gene mit
biotischem und auch abiotischem Stress, mit der Samen- und Blutenentwicklung und mit
Prozessen bei Eisen-, Schwefel- und Phosphatmangel assoziiert sind. Aul3erdem werden
viele dieser Gene in Abhangigkeit der Transkriptionsfaktoren LEAFYCOT/LEC2 und LEAFY
reguliert. Es zeigt sich auch, dass ein groRer Anteil der Gene jeweils mit mehreren der
genannten Prozesse assoziiert ist. Eine Co-Expressionsanalyse der bei HIPP3
Uberexpression am starksten differentiell regulierten Gene belegt ein koharentes
Expressionsverhalten, das auf eine inhibitorische Wirkung von HIPP3 auf die Gber PAD4
regulierte Salicylsaure abhangige Pathogenantwort und auf eine Interaktion mit Prozessen

der Samen- und Blutenentwicklung hindeutet.

Meine Untersuchungen legen eine regulatorische Funktion von HIPP3 in verschiedenen
pflanzlichen Signalwegen der Bliten- und Samenentwicklung, und der Antworten auf
biotischen und abiotischen Stress nahe. Insbesondere konnte eine funktionelle Einbindung in
den Salicylsdure abhangigen Signalweg der Pathogenantwort gezeigt werden. Der zugrunde
liegende molekulare Wirkmechanismus ist bisher noch unbekannt und muss in zukinftigen
Arbeiten geklart werden. Interessant ist, dass zwei zentrale Komponenten des
Salicylsduresignalweges ebenfalls Schwermetalle binden. Das sind der Ubergeordnete Zink
bindende Regulator LSD1 und das zentrale, Salicylsdure bindende NPR1, das Kupfer
enthdlt. In der vorliegenden Arbeit wird ein Modell vorgestellt, welches die mdgliche Wirkung
von HIPP3 uber diese beiden Proteine im Salicylsauresignalweg der Pathogenantwort

darstellt.



- SUMMARY -

SUMMARY

HIPP proteins (heavy metal associated isoprenylated plant proteins) are defined by a C-
terminal isoprenylation motif and by the presence of at least one metal binding HMA domain
(PFAM accession number: PF00403.6). Via sequence analyses 46 genes encoding HIPP
proteins could be identified in the model plant Arabidopsis thaliana. The functions of most
members of the HIPP protein family are up to now unknown. While a few HIPP proteins have
been shown to be involved in maintenance of heavy metal homeostasis, some others seem

to play a role in regulation of biotic and abiotic stress responses.

In my study | focus on a so far unknown member of the HIPP family, HIPP3 (At5g60800).
This protein besides the C-terminal isoprenylation motif comprises two HMA domains and in
addition, also four nuclear localization signals (NLS). The nuclear localization of HIPP3 could
be confirmed via microscopy of onion epidermis cells after transient expression of a chimeric
GFP::HIPP3 protein. Additional signals in cytoplasm could indicate a dual localization. Using
a yeast two-hybrid approach, three putative interaction partners of HIPP3 could be identified:
the arogenate dehydratase (Atlgl11790), the C-terminus protein kinase WNK8 (At5g41990)
and the transcriptional repressor ASIL1 (Atlg54060). But further experiments using other
techniques are needed to verify these interactions. To determine the nature of the heavy
metal bound to the HMA domains, HIPP3 was overexpressed in E. coli, purified using IMAC
(immobilized metal ion affinity chromatography) and analyzed concerning bound metals via
ICP-MS. These experiments prove binding of zinc. Accordingly, a modified HIPP3 protein
lacking the essential four cysteine groups in the two HMA domains does not bind zinc.

Expression studies using quantitative realtime-PCR reveal a complex regulation of HIPP3.
While drought stress and treatment with ABA repress its expression, it is clearly induced after
infection with Pseudomonas syringae pv. tomato. HIPP3 behaves like other pathogen
related genes, showing a slow induction in PTI (PAMP triggered immunity), and a fast
induction in ETI (effector triggered immunity) sparked by the avirulence protein AvrRpm1. In
addition, eFP-browser database shows expression of HIPP3 during flowering and seed
development. Co-expression analyses indicate a link to regulatory pathways of pathogen and
drought stress responses. Sequence analyses of the promoter region of HIPP3 revealed the
presence of cis-elements (TATA box, DRE2, Dof-element). To further investigate functions of
HIPP3, mutant analyses were performed. While a knockdown mutant of the Arabidopsis
stock centre did not show anomalies, two overexpression lines were impaired in flowering. In
order to identify genes dependent on HIPP3 function, array analyses were performed.
Overexpression of HIPP3 resulted in major alterations of the transcriptome with more than

400 genes being clearly up- or down- regulated. Interestingly, the amount of genes either up-
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or down- regulated is similar, indicating a bidirectional regulatory effect of HIPP3. A high
percentage of the differentially regulated genes belong to the functional classes, pathogen
response, development, regulation and transport, indicating a complex regulatory function of
HIPP3. A detailed analysis of the 'TOP100' differentially regulated genes further
substantiates this, showing that many of these genes are involved in biotic and abiotic stress
pathways, in seed and flower development and in responses to Fe-, S- and P- deprivation.
Furthermore, a sub-set of these genes is under control of transcription factors
LEAFYCOT/LEC2 and LEAFY. A detailed co-expression analysis of those genes most
seriously affected by HIPP3 overexpression discloses a coherent pattern indicating an
inhibitory effect of HIPP3 on the PAD4 regulated salicylate dependent pathogen response

pathway and an involvement of HIPP3 in seed and flower development.

My studies document a regulatory function of HIPP3 in distinct regulatory pathways of
flowering, seed development and biotic and abiotic stress responses. In particular, the results
indicate a function in the salicylate pathway of pathogen response. Underlying molecular
mechanisms of these interesting regulatory functions of HIPP3 have to be clarified in future
experiments. Interestingly, two central regulators of the salicylate pathway also bind heavy
metals. These are the zinc binding upstream regulator LSD1 and the central, salicylate
binding NPR1 which contains copper. Based on these findings, in the present thesis a model
is presented discussing possible molecular mechanisms of HIPP3 action in the salicylate

pathway.
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II' EINLEITUNG

1. Pflanzliche Entwicklung ist abhéngig von den Umweltbedingungen

Pflanzen entwickeln sich in Abhangigkeit von ihrer Umgebung. Sie detektieren die
Umweltbedingungen und kénnen auf Verdnderungen reagieren. Dies kann z.B. eine
Anpassung an eine verénderte Nahrstoff- oder Wasserzufuhr, eine Reaktion auf widrige
abiotische Umweltfaktoren wie geringes Lichtangebot oder hohe Temperaturen oder auch
die Ausbildung von Resistenz bei einem Pathogenbefall sein. Die im Lauf der Evolution
erworbene Fahigkeit, ihr Entwicklungsprogramm flexibel und umweltsensitiv zu modulieren,
sichert das Uberleben der Pflanzen in verschiedensten Lebensraumen. Grundlage dieser
Fahigkeit ist das konzertierte Zusammenspiel von Proteinen, Nukleinsduren und weiteren
Biomolekiulen, das die Perzeption der Umweltsignale, die inter- und intrazelluléare
Signalweiterleitung, die Umsetzung der Signale im Rahmen der Genexpression und die
interaktive Regulation und Modulation miteinander verknUpfter Signalwege ermdglicht. Das
Verstandnis der molekularen Basis dieser Prozesse, also die Identifikation von Komponenten
der Signalwege und die Aufklarung ihrer Wirkmechanismen und Regulation ist ein
faszinierendes Forschungsgebiet. Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass die
Signalwege zur Realisierung umweltsensitiver Entwicklung komplex aufgebaut sind und oft
eng mit anderen Signalwegen zu grof3en regulatorischen Netzwerken verknipft sind (Friedel
et al. 2012, Bolouri Moghaddam und van den Ende 2013). Vielfaltige Interaktionen auf
verschiedenen Ebenen innerhalb eines solchen regulatorischen Netzwerks, die positiv, also
stimulierend, oder auch negativ, also bremsend, wirken kénnen, ermdglichen es der Pflanze,
ihr Entwicklungsprogramm schnell und effizient an veranderte Umweltbedingungen
anzupassen. Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich mit einer moglichen Komponente
solcher regulatorischen Netzwerke, dem Protein HIPP3, das bei der Steuerung pflanzlicher
Entwicklungsprozesse wie Bliten- und Samenbildung und bei der Pathogenantwort eine

Rolle spielt. Das Untersuchungsobijekt ist die Modellpflanze Arabidopsis thaliana.

2. Regulation der Bluten- und Samenentwicklung

Die Entwicklung von Bliten und nach der Befruchtung die Ausbildung von Samen mit dem

darin enthaltenen Embryo sind wichtige Schritte in der Aufeinanderfolge der Lebenszyklen

vieler Pflanzen. In Abh&ngigkeit von externen und internen Faktoren kommt es zun&chst

beim Ubergang von der vegetativen zur reproduktiven Phase zu einer Umprogrammierung

der Genexpression im Sprof3-Apikalmeristem (SAM = shoot apical meristem), das dabei zu
-5-
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einem blitenbildenden Meristem umfunktioniert wird, aus dem sich dann die Blite entwickelt.
Diesem Umschalten im Entwicklungsprogramm liegt ein komplexes genetisches und
epigenetisches Netzwerk zugrunde (Amasino 2010, Andrés und Coupland 2012, letswaart et
al. 2012). Dabei kann die Blitenbildung durch verschiedene externe und interne Signale wie
z.B. Tageslange und Lichtqualitat, Kalteperioden oder Anderungen in der Gibberellin-
Konzentration ausgeldst werden. Man unterscheidet deswegen verschiedene Signalwege,
die in der englischsprachigen Literatur mit photoperiod pathway, gibberellin pathway,
autonomous pathway und vernalization pathway bezeichnet werden (Srikanth und Schmid
2011). Es wurde schon frih postuliert, dass die Umprogrammierung des Apikalmeristems
durch ein Signal der Blatter ausgeldst wird, das Florigen genannt wurde (Chailakhyan 1936).
Heute weil man, dass ein solches auslésendes Signal, das von den Blattern tber das
Phloem zum Apikalmeristem transportiert wird, das Protein FLOWERING LOCUS T (FT) ist
(Taoka et al. 2013, Turnbull 2011). Kurzlich wurde ein weiteres Protein, das TWIN SISTER
OF FT (TSF) genannt wurde, identifiziert, dem eine ahnliche Funktion wie FT zugesprochen
wird (Yamaguchi et al. 2005). Die Expression von FT, die in den Geleitzellen des Phloems
nachgewiesen werden konnte (Takada und Goto 2003), unterliegt einer komplexen
Regulation, wobei die Lichtbedingung detektiert Uber Photorezeptoren, Komponenten der
circadianen Uhr, aber auch miRNAs eine Rolle spielen (Srikanth und Schmid 2011). Im
Apikalmeristem l6st FT einen regulatorischen Signalweg zur Blitenbildung aus, bei dem
Phytohormone, insbesondere Gibberelline, verschiedene regulatorische Proteine wie die
Transkriptionsfaktoren SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1),
LEAFY (LFY), FLOWERING LOCUS C (FLC) und auch epigenetische Regulations-
mechanismen involviert sind (Andrés und Coupland 2012, letswaart et al. 2012, Taoka et al.
2013). Weiter unten im Signalweg werden die Blitenorgane durch die Interaktion der
regulatorischen ABC-Gene festgelegt (Coen und Meyerowitz, 1991).

Die fertige Blute beinhaltet die Fortpflanzungsorgane, die in den Pollensacken vorliegenden
Pollenkérner und die Eizelle im Embryosack. Bei der Befruchtung vereinigen sich die
haploide Eizelle und ein ebenfalls haploider mannlicher Gametophyt aus dem Pollenkorn und
bilden eine Zygote, mit der ein neues Lebewesen entsteht. Bei der Samenbildung spielt eine
zweite Befruchtung eine Rolle, bei der eine weitere haploide Spermazelle aus dem
Pollenschlauch mit dem diploiden Embryosackkern zu einer triploiden Zelle verschmilzt, aus
der sich das Endosperm bildet. Die Entwicklung des Samens mit Embryo und Endosperm
unterliegt ebenfalls einem komplexen regulatorischen Netzwerk. Einige der beteiligten
Regulatoren sind mittlerweile bekannt (Wobus und Weber 1999, Brady und McCourt 2003,
Santos-Mendoza et al. 2008, Zhang und Ogas 2009), aber ein genaues Verstandnis der

komplexen Signalwege fehlt noch immer. Als zentrale Regulatoren der Embryogenese sind

-6 -
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neben ABA INSENSITIVE 3 (ABI3) auch die LEAFY COTYLEDON Proteine LEC1, LEC2
und FUS3 bekannt (Braybrook und Harada 2008).

Die Signalwege zur rdumlichen und zeitlichen Realisierung der Bliten- und Samenbildung,
bei der regulatorische Faktoren, wie oben beschrieben, hintereinander agieren, wurden in
den letzten Jahren intensiv untersucht. Obwohl wir noch weit von einem vollstandigen
Verstandnis der komplex vernetzten Wechselwirkungen entfernt sind, erlauben diese neuen
Erkenntnisse einen Blick auf die grundlegende Struktur und Wirkungsweise solcher
regulatorischen Signalwege pflanzlicher Entwicklung. Dabei zeigt sich auch, dass einzelne
Signalwege nicht unabh&ngig, also einem starren Programm folgend, ablaufen, sondern tber
Schaltstellen miteinander verknipft sind und sich gegenseitig beeinflussen kdnnen. Solch ein
cross-talk zwischen verschiedenen Signalwegen ermdglicht eine koordinierte, und fein
modulierbare Entwicklung auch bei sich dndernden Umweltbedingungen und ist deswegen
fur Pflanzen lebenswichtig. So kann eine Pflanze zum Beispiel ihr Entwicklungsprogramm in
Abhangigkeit von einer auftretenden Stresssituation wie Trockenstress modulieren, um
Ressourcen fir die Trockenstressantwort bereit zu stellen (Cutler et al. 2010). Hier spielen
unter anderem Phytohormone, wie die Abscisinsaure (ABA), eine wichtige Rolle. Eine Reihe
von Publikationen zeigt, dass auch biotische Stresssituationen einen Einfluss auf
Entwicklungsvorgange haben (z.B. Herms und Mattson 1994, Develey-Riviere und Galiana
2007, Winter et al. 2011, Bolouri Moghaddam und van den Ende 2013). Es konnte belegt
werden, dass regulatorische Netzwerke, die auf Verdnderungen im Kohlenhydrathaushalt
reagieren und in Abhangigkeit von der circadianen Uhr und von DELLA-Proteinen, die in
Gibberellin-abhangige Signalwege involviert sind, den Bluhzeitpunkt regulieren, auch mit
dem Netzwerk der Pathogenabwehr verknipft sind (Bolouri Moghaddam und van der Ende
2013). In der letzten Zeit konnten verschiedene Wissenschaftler auch Faktoren identifizieren,
die an dem cross-talk zwischen Signalwegen der Blutenbildung und der Pathogenantwort
beteiligt sind. Li et al. konnten 2012 zeigen, dass die U-Box/ARM E3 Ligase PUB13 sowohl
im Salicylsaure (SA)- abhangigen Weg der Pathogenabwehr Uber die dort beteiligten
Komponenten SID2 (SA INDUCTION DEFICIENT 2) und PAD4 (PHYTOALEXIN
DEFICIENT 4) als auch im Signalweg zur Blitenbildung wirkt. Ein anderes Beispiel wurde
2011 von Winter et al. beschrieben. Diese Autoren konnten zeigen, dass der zentrale
Regulator der Blutenbildung LEAFY (LFY) auch einen Link zur Pathogenantwort herstellt, die
durch LFY reprimiert wird. Winter et al. (2011) diskutieren, dass Pflanzen auf diesem Weg
Ressourcen, die sonst fur den Aufbau der Pathogenresistenz verbraucht wirden, in die sich
aushildende Blite leiten, um so die reproduktive Fitness zu maximieren. Eine Ubergeordnete
Rolle der fur biotische Stressantworten zentralen Regulatoren LSD1 (LESIONS
SIMULATING DISEASE RESISTANCE 1), EDS1 (ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY
1) und PAD4 auch bei anderen umweltabhé&ngigen Signalwegen pflanzlicher Entwicklung
-7 -
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wird ebenfalls in einem 2013 veroffentlichten Ubersichtsartikel von Wituszynska et al.
diskutiert. Diese Befunde zeigen, dass Pflanzen zur Optimierung ihrer Fitness
Entwicklungsprozesse in Abh&ngigkeit von Umweltfaktoren modulieren konnen. Einige
Faktoren, die auf molekularer Ebene diese Modulation bewirken, sind bereits bekannt. Es
zeigt sich, dass Signalwege zur Steuerung von Entwicklung und Stressantworten in
Netzwerken eng verzahnt sind. Die Identifizierung von regulatorischen Komponenten und
ihrer  Wirkmechanismen in verschiedenen Signalwegen st ein hochaktuelles

Forschungsgebiet.

3. Pflanzliche Antwort auf Pathogenbefall

Pflanzen sind in ihrer natlrlichen Umgebung dem vielfaltigen Angriff anderer Lebewesen
ausgesetzt. Pathogene wie z.B. Pilze oder Bakterien kann man aufgrund ihrer
LJAngrifisweise“ in nekrotrophe und biotrophe Pathogene einteilen, wobei nekrotrophe
Pathogene die Wirtszellen zerstéren und sich biotrophe Pathogene Nahrstoffe aus den noch
lebenden Wirtszellen holen. Oftmals durchlaufen Pathogene auch sukzessive biotrophe und
nekrotrophe Lebensphasen, und werden dann entsprechend als hemibiotrophe Pathogene
eingestuft. Pflanzen besitzen als praformierte Schutzmaflinahmen strukturelle Barrieren und
antimikrobielle Metabolite. Allerdings gelingt es vielen Pathogenen trotzdem die Pflanzen
erfolgreich anzugreifen. Befallene Pflanzen haben wiederum die Moglichkeit als Antwort auf
einen Pathogen-Angriff eine ganze Palette effektiver AbwehrmafRnahmen in Gang zu setzen,
die post-invasiv die Ausbreitung des Pathogens verhindern, oder zumindest bremsen kdnnen
(Pieterse et al. 2009, Faulkner und Robatzek 2012, Zhang et al. 2013). Man unterscheidet
dabei zwischen Abwehrreaktionen, die durch die Erkennung allgemeiner Strukturen
mikrobieller Pathogene, wie z.B. Flaggelin, Chitin oder Glycoproteine ausgeldst werden.
Solche Strukturen nennt man PAMPs (pathogen associated molecular patterns) und die
ausgeldste Immunantwort PAMP-triggered immunity (PTI). Allerdings haben Pathogene im
Lauf der Co-Evolution wiederum Mechanismen entwickelt, um diese PTI durch in die
Pflanzenzellen eingebrachte Effektor-Molekiile auszubremsen. Manche Pflanzen erkennen
aber auch diese eingebrachten Effektor-Molekiile und antworten darauf mit einer weiteren,
verstarkten Immunantwort, der sogenannten effector-triggered immunity (ETI) (Chisholm et
al. 2006, Dodds und Rathjen 2010). Als Antwort auf einen Pathogenbefall kdnnen Pflanzen
im Rahmen der PTlI und ETI eine Reihe von AbwehrmalRnahmen, wie z.B.:
Zellwandverstarkung, Produktion antimikrobieller Metabolite, die Akkumulation von
Abwehrproteinen (pathogenesis-related (PR) Proteine), die z.B. pilzliche Zellwande
angreifen, in Gang setzen. PTI und ETI zeigen dabei, wenn auch im Ausmaf3 und in der

Zeitkinetik unterschiedlich, groRe Uberlappungen. Eine starke Reaktion auf den Angriff
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(hemi)biotropher Pathogene ist die mit einer raschen Akkumulation reaktiver
Sauerstoffverbindungen einher gehende Hypersensitive Reaktion (HR), die zum Zelltod an
der Angriffsstelle fuhrt und so die weitere Ausbreitung verhindert (Heath 2000, Mur et al.
2008). Eine solche Reaktion konnte die Ausbreitung von nekrotrophen Pathogenen eher
fordern. Pflanzen haben deswegen unterschiedliche, auf den Typ des Pathogens
ausgerichtete Signalwege entwickelt, die im cross-talk miteinander stehen und sich dadurch
gegenseitig beeinflussen kénnen. Eine zentrale Rolle spielen dabei Phytohormone. Wahrend
die Abwehrmechanismen gegen biotrophe Pathogene Uber Salicylsdure (SA) -abhangige
Sighalwege gesteuert werden, spielen Jasmonate (JAs) und Ethylen (ET) eine wichtige Rolle
bei Antworten gegen den Befall mit nekrotrophen Pathogenen und Dbei
Verwundungsreaktionen, die auch beim Befall mit Herbivoren auftreten (Dong 1998, Kunkel
und Brooks 2002, Glazebrook et al. 2003, Pieterse et al. 2009). Ein weiterer Aspekt
pflanzlicher Pathogenabwehr ist, dass Pflanzen nach der Detektion des Pathogenangriffs
und der Reaktion an der Infektionsstelle auch oft eine systemische Antwort (systemic aquired
resistance, SAR) auslésen, um auch in weit entfernten Zellen gegen einen Angriff gewappnet
zu sein (Durrant und Dong 2004). Mutantenanalysen belegen, dass Salicylsdure (SA) bei der
SAR ein zentraler Regulator ist. Dabei spielt das Protein NPR1 (NONREPRESSOR OF PR
GENESIS 1) eine wichtige Rolle, welches SA binden kann und in Interaktion mit weiteren
Faktoren, wie z.B. TGA-Transkriptionsfaktoren, die Expression von PR-Genen reguliert
(Boatwright und Pajerowska-Mukhtar 2013, Fu und Dong 2013, Pajerowska-Mukhtar et al.
2013).

In den letzten Jahren gelang die Aufklarung grundlegender Strukturen der Uber die Hormone
SA, JA und ET gesteuerten und eng vernetzten Signalwege pflanzlicher Pathogenantworten.
Wahrend der SA-Weg und der JA-Weg auf verschiedenen Ebenen antagonistisch
interagieren, scheinen JA-Weg und ET-Weg eher synergistisch zu wirken (Glazebrook et al.
2003, Pieterse et al. 2009). Die Abbildung 1, die nach Pieterse et al. (2009) modifiziert
wurde, gibt einen Uberblick uber die identifizierten Komponenten der drei Signalwege der
pflanzlichen Pathogenantwort, tber ihre Wirkmechanismen und Uber beteiligte Komponenten
des extensiven cross-talks. Wie in dem Modell dargestellt, fihrt die Aktivierung des SA-
Signalweges durch biotrophe Pathogene zur Reprimierung des JA-Signalweges, was mit
einer Reprimierung Jasmonat-responsiver Gene wie VSP1/2 (VEGETATIVE STORAGE
PROTEIN 1/2) und PDF1.2 (PLANT DEFENSIN 1.2) einhergeht (Wasternack 2007). In der
Abbildung 1 sind wichtige Komponenten der verschiedenen Signalwege dargestellt. Das
Zink-Finger-Protein LSD1 (LESION SIMULATING DISEASE RESISTANCE 1) ist ein
Ubergeordneter negativer Regulator der SA-abhéngigen Pathogenantwort (Rustérucci et al.
2001, Wiermer et al. 2005, Muhlenbock et al. 2008), die tber die Lipase-ahnlichen Proteine

EDS1 (ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1) und PAD4 (PHYTOALEXIN
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DEFICIENT4), dem zentralen Regulator NPR1 (NONREPRESSOR OF PR GENESIS 1) und
weiter unten im Signalweg uber Glutharedoxin (GRX480) und WRKY-Transkriptionsfaktoren
(z.B. WRKY70), zur SA-abhangigen Genexpression (z.B.von PR-1) fihrt (Wiermer et al.
2005). Im JA-abhéngigen Signalweg bewirkt die Akkumulation von Jasmonat Uber die
Interaktion mit dem im reprimierenden E3 Ubiquitin-Ligase Komplex SCF*°" vorliegenden
Protein COI1 (CORONATINE INSENSITIVE 1) die Ubiquitinierung und anschliel3ende
Degradation des Jasmonat ZIM-Domanen-Proteins (JAZ) und somit die Aktivierung von
weiter unten im Signalweg lokalisierten Transkriptionsfaktoren (MYC2, ERF1, ORAb59)
Jasmonat-responsiver Gene (Wasternack und Hause 2013, Gimenez-lbanez und Solano
2013). In der ET-Signalkette spielen EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2) und EINS
(ETHYLENE INSENSITIVE 3) eine Rolle, wobei tUber EIN2 der proteolytische Abbau von
EIN3 durch die E3 Ubiquitin Ligase SCF=®"? unterbunden wird. Zielgene weiter unten in der
Signalkette angesiedelter Transkriptionsfaktoren wie ERF1 (ETHYLENE RESPONSE
FACTOR 1) sind z.B. wie im JA-Weg PDF1.2 (Kendrick und Chang 2008, Shan et al. 2012).

JA signaling ET signaling
LSD1-H EDS1/PAD4/SAG101 H-MPK4-t
l { - i
sa | JAs L3 ET
oronatine
v v v
A redox SCF Col 1 EIN2
' * P |
NPR1 cytosolic | JAZs ubi SCF EBF112
I
v v
NPR1 nuclear Ms EIN3
' |
TGAS/GRX480 o ¢
1 ERF{ weespeessssssssens
WRKYs I s Myc2 —j Y i a— ET“
| ™4 \
SA-responsive genes JA-responsive genes ET-responsive genes
e.g., PR-1 i leg.VSP2 | eg., PDF1.2 e.g., PDF1.2

Coronatine

Abbildung 1: Topologie der Signalwege pflanzlicher Pathogenabwehr. Uber cross-talk auf
verschiedenen Ebenen kommt es zu gegenseitiger negativer oder positiver Interaktion. Das zentrale
Netzwerk der drei Pathogensignalwege (SA-JA-ET) ist mit weiteren Phytohormon-basierten
Signalwegen vernetzt. Abgeéndertes Schema nach Pieterse et al. 2009

Dieses regulatorische Netzwerk ist abhéngig von weiteren Phytohormonen. Wahrend

Abscisinsdure (ABA) und Auxine den SA-Weg inhibieren, kénnen Gibberelline Uber die
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Inaktivierung der als negative Wachstumsregulatoren fungierenden DELLA Proteine positiv

auf den SA-Weg und negativ auf den JA- und ET-Weg einwirken (Yang et al. 2013).

4. HIPP-Proteine

Proteine, die neben einem C-terminalen Isoprenylierungsmotiv auch eine oder mehrere als
HMA (Heavy Metal Associated) bezeichnete Schwermetallbindedoménen aufweisen, sind
spezifisch fur Pflanzen und wurden 1999 erstmals von Dykema et al. beschrieben. Sie
werden unter dem Oberbegriff HIPP-Proteine (Heavy Metal associated Isoprenylated Plant
Proteins) zusammengefasst (Barth et al, 2004). Abbildung 2 gibt einen schematischen
Uberblick tber den prinzipiellen strukturellen Aufbau aller Proteine dieser Familie. 26 dieser
HIPP-Proteine weisen zuséatzlich zu der HMA-Domane und dem Isoprenylierungsmotiv noch
ein oder mehrere Kernlokalisierungssignale (NLS) auf, die eine Kernlokalisation dieser
putativen Schwermetallbindeproteine nahelegen. In Arabidopsis thaliana konnten auf der
Basis von Sequenzanalysen 46 HIPP-Proteine identifiziert werden. Anhand der HMA-
Aminosauresequenzen der 76 HMA-Domanen enthaltenden Proteine aus Arabidopsis
thaliana wurde ein phylogenetischer Stammbaum erstellt (Abbildung 3), der auch die 46
Proteine der HIPP-Familie mit zusatzlicher Isoprenylierungsstelle umfasst.

N=ll (| S €

SS
HH

B NLS (Kernlokalisierungssequenz)
[l HMA (Schwermetallbindedomane mit jeweils 2 bindungsrelevanten Cysteinen[-SH])

[[] C-terminales Isoprenylierungsmotiv (CaaX)

Abbildung 2: Strukturelle Merkmale der HIPP-Proteine. HIPP-Proteine sind durch ein C-terminales
Isoprenylierungsmotiv (grin dargestellt), das an der viertletzten Position ein Cystein aufweist (-SH)
und eine oder mehrere Schwermetallbindedoménen (HMA, rot dargestellt) mit zwei
bindungsrelevanten Cysteinen (-SH) gekennzeichnet. Viele Vertreter der HIPP-Proteine besitzen
aullerdem noch eine oder mehrere Kernlokalisierungssequenzen (NLS, blau dargestellt).

Aufgrund der Ahnlichkeiten in der HMA-Sequenz konnten diese Proteine in acht Cluster
eingeteilt werden. Uber die Funktionen der meisten HIPP-Proteine ist bis heute wenig
bekannt. Bis jetzt wurde die Beteiligung von HIPP-Proteinen an drei Prozessen beschrieben.
Dazu gehdren die Schwermetallhoméostase und -entgiftung, die Regulation von Kélte- und

Trockenstressantworten und die Beteiligung an Pflanzen-Pathogen-Interaktionen (de Abreu-
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Abbildung 3: Phylogenetischer Stammbaum aller Arabidopsis-Proteine mit HMA-Domaéne. Er
wurde unter Verwendung der Clustal W Algorithmen des MegAlign Modules der Lasergene Software
(DNASTAR Inc., Madison, USA) auf der Basis der Aminosauresequenz der HMA-Domanen erstellt.
Die Proteine clustern in VIII Gruppen. HIPP3 (rot markiert) besitzt, wie auch einige andere HIPP-
Proteine, zwei HMA-Domanen, die dementsprechend zweimal im zugehorigen Cluster | auftauchen.
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Neto et al. 2013). Eine Beteiligung von bakteriellen, tierischen oder pflanzlichen Proteinen
mit einer schwermetallbindenden HMA-Domé&ne an Prozessen der Schwermetallhomdostase
und der Schwermetallentgiftung ist bereits vielfach beschrieben worden (Robinson und
Winge 2010, Tehseen et al. 2010). 2002 konnten Suzuki et al. zeigen, dass auch das
pflanzliche HIPP-Protein HIPP6 (identisch mit CDI19) bei Schwermetallstress akkumuliert
und eine erhdhte Expression von HIPP6 zu einer verbesserten Cadmium-Toleranz fuhrt. Ein
weiteres gut untersuchtes HIPP ist das kernlokalisierte HIPP26 (Barth et al. 2009), das unter
abiotischen Stressbedingungen induziert wird und mit dem in der Trockenstress-Antwort
involvierten Zink-Finger Transkriptionsfaktor ATHB29 (Tran et al. 2007) interagiert.
Entsprechend konnten de Abreu-Neto et al. 2013 zeigen, dass OsHIPP41, ein HIPP-Gen
aus Reis, bei Kalte und Trockenstress induziert wird. Kirzlich wurden im Rahmen einer
Masterarbeit (Quegwer 2013) fir ein weiteres HIPP-Protein aus Arabidopsis thaliana, dem
HIPP37, Hinweise fiir eine Beteiligung an der Phosphatmangel-Antwort der Pflanzen
gefunden. Arbeiten an HIPP-Proteinen aus Reis belegen darliber hinaus auch einen Einfluss
von HIPP-Proteinen bei biotischem Stress. OsHIPP0O5 wurde als Komponente der
Stressantwort auf Befall mit dem Pilz Magnaporthe oryzae beschrieben (Fukuoka et al. 2009,
Nakao et al. 2011). Dieses HIPP-Protein verlangsamt die primaren Stressantworten und wird
im Zusammenhang mit der Ausbildung dauerhafter Resistenz diskutiert.

4.1 HIPP-Proteine haben eine Schwermetallbindedomane (HMA)

Schwermetalle wie Eisen, Kupfer oder Zink haben in Lebewesen eine ambivalente
Bedeutung. Zum einen kdnnen sie in Zellen aufgrund ihrer Reaktivitdt die Bildung von
schadlichen reaktiven Sauerstoffspezies bewirken oder direkt mit Proteinen interagieren und
so erhebliche Schadigungen hervorrufen (Clemens et al. 2002, Hall 2002, Lin und Aarts
2012). Zum anderen sind sie essentieller Bestandteil vieler Proteine und haben dort
katalytische oder strukturelle Funktionen (Sinclair und Kramer 2012). Man nimmt an, dass
ein Drittel bis die Halfte aller Proteine Metallionen entweder als katalytische Komponente
oder als strukturgebendes Merkmal bendtigen (Tainer et al. 1992, Degtyarenko 2000,
Huffman und Halloran 2001, Rosenzweig 2002, Dupont et al. 2010). Damit Schwermetalle
zum einen entgiftet werden, zum andern aber auch aufgenommen und zum richtigen Protein
transportiert werden und dort ihre Funktion austben kdnnen, gibt es eine Vielzahl von
schwermetallbindenden Proteinen und Metaboliten. Die HMA-Domé&ne (PFAM accession
number: PF00403.6) ist eine typische Proteindoméane zur Bindung von Schwermetallen wie
Kupfer oder Zink, die in vielen bakteriellen, tierischen und pflanzlichen Proteinen zu finden ist
(z.B. Sahlmann und Skarfstad 1993, Lin und Culotta 1995, Tsay et al. 2004). Sie besteht aus

66 Aminosauren, wobei am zentralen Motiv mit der Sequenz M/L/IXCxxC (M: Methionin, L:
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Leucin, I: Isoleucin, C: Cystein, x: beliebige Aminosaure) Uber die beiden Cysteine die
Bindung von Schwermetallen erfolgt (Hung et al. 1998, Dykema et al. 1999). Direkt hinter
dem ersten Cystein befindet sich meist eine negativ geladene, direkt hinter dem zweiten
Cystein eine hydrophobe Aminosdure. Dies tragt vermutlich zur Stabilisierung der
Metallbindung bei (Hung et al. 1998, Dykema et al. 1999). Bei einer Reihe von Proteinen mit
HMA-Domaéane konnten Funktionen als Metallchaperon oder Metalltransporter nachgewiesen
werden. So transportiert ATX1 (ANTIOXIDANT 1) aus Saccharomyces cerevisiae z.B.
Kupfer-lonen und Ubertragt sie auf den ebenfalls eine HMA-Domane aufweisenden P-Typ-
Kupfertransporter Ccc2p (Lin et al. 1997). Auch in Arabidopsis thaliana konnte gezeigt
werden, dass Proteine mit HMA-Domanen als Metallchaperone fungieren, wie z.B. CCH
(COPPER CHAPERONE) (Himelblau et al. 1998), AtATX1 (Puig et al. 2007) und AtCCS, das
Kupfer auf die Kupfer/Zink Superoxid-Dismutase (Chu et al. 2005) Ubertragt. Neben
Funktionen im Metalltransport und in der Metallentgiftung (Suzuki et al. 2002) konnte im
bakteriellen System aber auch eine regulatorische Funktionen eines HMA-Domane
enthaltenen Proteins nachgewiesen werden. Das HMA-Domanenprotein CopZ Ubertragt in
Enterococcus hirae Kupfer auf den Transkriptionsrepressor CopY. Dabei wird das im CopY
strukturell fur die DNA-Bindung bendtigte Zink verdrangt. Durch diese Inaktivierung des
Repressors CopY wird die Transkription des cop-Operons mit Genen fir die Kupfer-
Homoostase induziert (Cobine et al. 1999, Solioz und Stoyanov 2003).

4.2 HIPP-Proteine besitzen eine Isoprenylierungs-Sequenz

Bei der post-translationalen Isoprenylierung wird an das C-terminale Ende eines Proteins
eine hydrophobe Gruppe (entweder ein Farnesyl- oder ein Geranygeranyl-Rest) angehangt.
Dieser hydrophobe Rest ermdglicht die Verankerung des Proteins an Membranen oder
erlaubt Interaktionen mit anderen hydrophoben Proteinen (Zhang und Casey 1996).
Isoprenylierte Proteine spielen oft eine regulatorische Rolle in Signaltransduktionswegen
oder sind am Vesikeltransport, an der Organisation des Zytoskeletts, im Zellzyklus oder bei

der Assemblierung und Deassemblierung der Kernmembran beteiligt (Crowell 2000).

Prenyltransferasen, die die Isoprenylierung Kkatalysieren, erkennen die C-terminale
Aminosauresequenz CaaX (C: Cystein, a: aliphatische Aminosaure, X: beliebige
Aminoséaure). Die letzte Aminosdure (X) scheint die Art der Isoprenylierung zu steuern.
Handelt es sich um ein Cystein, Glutamin, Methionin oder Serin, wird an das Cystein der
CaaX-Sequenz bevorzugt tber Farnesyltransferasen (FTasen) ein Cl15-Farnesylrest Uber
eine Thioetherbindung angehangt, wahrend die hydrophoben Aminosduren Leucin, Isoleucin

oder Phenylalanin an der Position X bevorzugt von Geranyl-Geranyltransferasen (GGTasen)

- 14 -



- EINLEITUNG -

erkannt werden, die an das an viertletzter Position stehende Cystein einen C20-
Geranylgeranylrest anhangen (Zhu et al. 1993, Yang et al. 2000). Anschliel3end werden die
letzten drei Aminosauren (aaX) nach Transport zum Endoplasmatischen Retikulum durch
eine Endopeptidase abgespalten und die terminale Carboxylgruppe wird durch eine Prenyl-
Cystein-Methyl Transferase methyliert (Rodriguez-Concepcion et al. 1999).
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I ZIELSETZUNG

HIPP-Proteine besitzen zwei funktionell interessante Doménen: das C-terminale
Isoprenylierungsmotiv und die Schwermetallbindedoméane (HMA). Bis jetzt ist nur wenig tUber
die Funktion von HIPP-Proteinen bekannt. Arbeiten von Suzuki et al. (2002) belegen, dass
das zu dieser Familie gehdrende HIPP6 Schwermetalle binden kann und eine Rolle bei
Schwermetall-Stress ausubt. Fur ein weiteres HIPP, das kernlokalisierte HIPP26, konnten
Barth et al. (2009) eine Interaktion mit dem Zink-Finger Transkriptionsfaktor ATHB29, der bei
der Trockenstressantwort eine Rolle spielt, nachweisen. In der vorliegenden Arbeit soll die
Funktion von HIPP3, einem weiteren Vertreter dieser Proteinfamilie, untersucht werden.
HIPP3 hat eine besondere Struktur. Es besitzt neben dem Isoprenylierungsmotiv noch zwei
Schwermetallbindedomanen und vier NLS-Motive, die fir eine Kernlokalisierung sprechen.
Das Vorhandensein der zwei Schwermetallbindedomanen deutet auf eine Funktion als
Metallchaperon hin. Es stellt sich die Frage, welche Funktionen ein solches Schwermetall
bindendes Protein, das einen hydrophoben Anker fir Interaktionen mit Membranen oder

anderen Proteinen besitzt, im Zellkern ausubt.

Um Aussagen zur Funktion von HIPP3 zu erhalten, sollen folgende Fragen geklart werden:

e Ist HIPP3, wie das Vorhandensein der vier NLS-Motive nahelegt, im Zellkern

lokalisiert?
¢ Mit welchen anderen Proteinen interagiert HIPP3?
¢ Welche Metallionen werden von HIPP3 gebunden?
e Unter welchen Bedingungen wird HIPP3 exprimiert?
¢ Hat HIPP3 eine regulatorische Funktion?

e Welche Gene zeigen in HIPP3-Mutanten eine veranderte Expression und damit eine

Abhangigkeit von der molekularen Funktion des HIPP3-Proteins?

e Zeigen HIPP3-Mutanten phanotypische Veranderungen, die Hinweise zur

molekularen Funktion von HIPP3 liefern kbnnen?

Die in den Experimenten zur Klarung dieser Fragen gewonnenen Daten sollen in ein Modell

einflieRen, welches mogliche Funktionen von HIPP3 im zellularen Kontext beschreibt.
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IV ERGEBNISSE

1. HIPP3, Gen und Protein

HIPP-Proteine (Heavy Metal associated Isoprenylated Plant Proteins; Barth et al. 2009)
stellen eine bisher noch wenig bekannte, fir Pflanzen spezifische Proteinfamilie dar, die
sowohl eine Schwermetallbindedomane (HMA; Heavy Metal Associated Domain) (PFAM
accession number: PF00403.6), als auch ein C-terminales Isoprenylierungsmotiv
(Rodriguez-Concepcion et al. 1999) besitzen. Bis jetzt konnten in Arabidopsis thaliana 46
Vertreter dieser Proteinfamilie identifiziert werden.

HIPP3 (At5g60800) gehort zum Cluster | der HIPP-Proteinfamilie (siehe phylogenetischer
Stammbaum, Abbildung 3), zu dem neben HIPP3 auch HIPP1, HIPP2, HIPP5, HIPP6 und

HIPP43 gehoren. Uber die Funktionen der HIPP-Proteine aus Cluster | war bisher noch sehr
wenig bekannt.

L N [y} < n
{ = { = [ =t =
o 5 5 ) S
% % = = =
w w ww i w
5' UTR —3'
1 81 224 368 519 751 883 970 1045 1421 1650
UTR| nicht translatierter Bereich /\ Intron - translatierter Bereich

Abbildung 4: HIPP3 Genstruktur. Das HIPP3 Gen liegt auf Chromosom 5 und ist in finf Exons
strukturiert, die von vier Introns unterbrochen werden. Die gesamte Gensequenz, zusammen mit den
5'- und 3'- nicht translatierten Bereichen, umfasst 1650bp. Davon gehéren 852bp zur codierenden
HIPP3 Sequenz (HIPP3 cDNA).

Die aus der Gensequenz von HIPP3 abgeleitete Aminosauresequenz umfasst 283
Aminosauren. Das Protein besitzt charakteristische Sequenzbereiche (Abbildung 5).
Auffallend sind vier NLS-Motive, die durch eine Anhaufung positiv geladener Aminoséuren
wie Lysin und Arginin charakterisiert sind (Kalderon et al. 1984, Robbins et al. 1991). Diese
Dominanz von NLS-Motiven, die eine Erkennungssequenz fir den Import eines im Cytosol
an den Ribosomen translatierten Proteins in den Zellkern darstellen (Moroianu 1997), ist
innerhalb der HIPP-Proteinfamilie einzigartig und weist auf eine Kernlokalisation von HIPP3
hin. Des Weiteren besitzt HIPP3 zwei HMA-Doménen (Heavy Metal Associated Domain)
(PFAM accession number: PF00403.6; pfam.sanger.ac.uk/). Die Kernsequenz der HMA-

Doméanen (M/L/IXCxxC [M: Methionin, L: Leucin, I: Isoleucin, C: Cystein, x: beliebige
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Aminosaure]) beinhaltet zwei Cysteine, die an der Bindung von Schwermetallen beteiligt sind
(Hung et al. 1998; Dykema et al. 1999). HIPP3 gehdrt zum Cluster | der HIPP-Proteinfamilie
(Abbildung 3). Typisch fur HIPPs aus Cluster | ist die HMA-Sequenz M/LHCxxC. Es fallt auch
auf, dass die HIPP-Proteine aus Cluster | vielfach im Gegensatz zu den meisten anderen
HIPP-Proteinen zwei HMA-Domanen besitzen. Das Histidin vor dem ersten Cystein kdnnte
eine wichtige Funktion bei der Stabilisierung der Metallbindung ausuben (Rubino und Franz
2012). Direkt hinter dem ersten Cystein befindet sich meist eine negativ geladene, direkt
hinter dem zweiten Cystein eine hydrophobe Aminosaure. Dies tragt vermutlich ebenfalls zur
Stabilisierung der Metallbindung bei (Rubino und Franz 2012). Bekannte Proteine mit HMA-

Doméane sind Schwermetalltransportproteine, Detoxifikationsproteine und Metallchaperone.

0 28 96 135 201 280 283

C

4 20 85 101112 128 201 217

B 4 putative NLS (Kernlokalisierungssequenzen)

NLS I: KKNEGDNKKKGGDNKKK (4 - 20) NLS Il: KKKVDLVSPQPKKEKEK  (85-101)
NLS Ill: KKSEEKKKPDNNDKKPK (112 - 128) NLS IV: KKEKDKENGNENGEKKK (201 - 217)

B 2 HMA (Schwermetallbindedomanen mit jeweils 2 bindungsrelevanten Cysteinen[-SH])

HMAI: VVLKVDMHCEGCASRIVKCVRSFQGVETVKSESATGKLTVTGALDPVKLREKLEE ... (28 - 96)
HMA Il: AVLKLNFHCQGCIGKIQKTVTKTKGVNGLTMDKEKNLLTVKGTMDVKKLVEILSEKL ... (135 - 201)

[] C-terminales Isoprenylierungsmotiv (CVVM)

Abbildung 5: HIPP3 Proteinstruktur. Wie alle HIPP-Proteine besitzt HIPP3 ein C-terminales
Isoprenylierungsmotiv (grin dargestellt), das an der viertletzten Position ein Cystein (-SH) aufweist.
HIPP3 gehdrt zu den wenigen HIPPs, die durch zwei Schwermetallbindedomanen (HMA, rot
dargestellt) mit jeweils zwei zentralen Cysteinen (-SH) gekennzeichnet sind. Bemerkenswert ist, dass
HIPP3 im Gegensatz zu anderen HIPP-Proteinen gleich vier putative Kernlokalisierungssequenzen
(NLS, blau dargestellt) hat.

Am C-terminalen Ende des Proteins befindet sich ein Isoprenylierungsmotiv: CaaX (C:
Cystein, a: aliphatische Aminoséure, X: beliebige Aminoséure). Prenyltransferasen kdnnen
dieses Motiv erkennen und entweder einen Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Rest an das
Cystein des CaaX-Motivs Uber eine Thioetherbindung heften (Crowell 2000). Nach der
Prenylierung wird der aaX-Rest durch eine Endopeptidase proteolytisch abgespalten und es
erfolgt eine Methylierung der entstandenen terminalen Carboxylgruppe (-COOH) durch eine

Prenyl-Cystein-Methyl-Transferase (PCM) (Rodriguez-Concepcion et al. 1999). Es gibt
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Hinweise, dass die letzte Aminosaure des CaaX-Motivs die Art der Isoprenylierung
determiniert (Gerber et al. 2009). Das in HIPP3 vorliegende Methionin (M) deutet auf eine
Farnesylierung hin. Durch die post-translationale Isoprenylierung wird dem Protein ein
hydrophober Anker angehangt, der Interaktionen mit Membranen oder hydrophoben
Proteinen ermdglichen kann. Im Rahmen einer Diplomarbeit (Rausche 2012) konnte eine
Isoprenylierung von HIPP3 mittels Coimmunoprazipitationsexperimenten bestatigt werden.
Dabei konnte erstmalig die Isoprenylierung eines HIPP Proteins in planta durch die Bindung
von HIPP3 aus Arabidopsis thaliana Uberexpressionspflanzen an anti-Farnesylantikérper

nachgewiesen werden.

CopZ HMA

Abbildung 6: Proteinstrukturmodelle von CopZ mit der HMA-Doméane und dem gebundenen Kupfer
(links) und von HIPP3 (rechts) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=2947 und
http://bar.utoronto.ca/eplant/). Die Cysteine in den Schwermetallbindestellen von HIPP3 sind mit
blauen Sternchen und das bindende Metall als ein weif3er Kreis (mit grinem ,M“) gekennzeichnet. Die
Bereiche der Kernlokalisierungssequenzen (NLS) sind ebenfalls angegeben.

Die Abbildung 6 zeigt rechts dargestellt ein Strukturmodell von HIPP3, das basierend auf der
Aminosauresequenz unter Nutzung der ePlant Plattform (http://bar.utoronto.ca/eplant/)
erstellt wurde. Das Protein ist in zwei &hnlich strukturierten Bereichen aufgebaut, die jeweils
aus drei 3-Faltblattstrukturen und zwei gegeniiber liegenden helikalen Bereichen bestehen.
Links dargestellt ist die HMA-Domdne des CopZ-Proteins aus B. subtilis mit dem
gebundenen Cu-lon, die eine ahnliche Struktur aufweist (Marchler-Bauer et al. 2013). Die

beiden HMA-Domanen von HIPP3 liegen nach diesem Modell an entgegengesetzten
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Positionen des Proteins. Ebenfalls dargestellt sind die Positionen der vier nach aul3en

liegenden NLS-Motive.

HIPP3 kodiert fiir ein Protein mit interessanten Doméanen

HIPP3 weist zwei HMA-Domanen, die flr eine Metallbindung sprechen, vier NLS-
Motive, die auf eine Kernlokalisation hinweisen, und ein C-terminales

Isoprenylierungsmotiv auf.

2. Subzelluldre Lokalisation von HIPP3

Wie im vorigen Kapitel erlautert, weist die Proteinstruktur von HIPP3 neben der
Schwermetallbindedomane und dem Isoprenylierungsmotiv auch vier putative NLS-
Sequenzen auf (‘WoLF PSORT', www.wolfpsort.org/). Diese lysinreichen Sequenzbereiche
weisen sehr stark auf eine Kernlokalisation von HIPP3 hin (siehe Abbildung 5).

Um die subzelluldre Lokalisation des Proteins zu tberprifen, wurde ein Fusionskonstrukt,
bei dem HIPP3 am N-terminalen Ende mit dem C-Terminus des grin fluoreszierenden
Proteins GFP verbunden ist, mittels transienter biolistischer Transformation (particle gun) in
Zwiebelepidermis-Zellen (Allium cepa L.) gebracht und dort heterolog exprimiert. Dazu wurde
der ORF der HIPP3 cDNA als Bglll-BamHI Fragment in den mit Bglll getffneten Vektor
pKEx-GFP02-4 ligiert, bei dem die Expression des chiméaren Proteins unter der Kontrolle des
CaMV 35S-Promotors steht (Abbildung 7A). AnschlieRend erfolgte die Transformation in
kompetente E. coli XL1-Blue MRF'-Zellen. Die Verifizierung positiv transformierter Zellen
erfolgte durch Restriktionsverdau mit den Enzymen Bglll und BamHI. Der in Abbildung 7B
abgebildete Restriktionsverdau eines positiven Klons (K) zeigt zwei Fragmente definierter
GroRRe. Bei dem kleineren Fragment (717bp) handelt es sich um das smRS-GFP (‘solubility
modified, red shifted-GFP, Davis und Vierstra, 1998) und das grol3ere (4775bp) besteht aus
dem ubrigen GFP-Vektor mit dem ligierten HIPP3-ORF. Dieser positiv getestete Klon wurde
fur die biolistische Transformation der Zwiebelepidermen eingesetzt. Beim biolistischen
Transformationsverfahren wurde die aus den transformierten E. coli Zellen isolierte DNA-
Plasmid-L6sung wie in Material und Methoden beschrieben mit Wolframpartikeln versetzt

und dann mithilfe einer Partikelkanone in die Zwiebelepidermiszellen geschossen.
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Abbildung 7: Konstrukt pKEx-GFP02-4-HIPP3. A: Schematische Darstellung des fir die biolistische
Transformation eingesetzten Konstruktes pKEx-GFP02-4-HIPP3. B: Qualitative Restriktionsanalyse
mit Bglll und BamHI nach Transformation kompetenter E. coli Zellen mit pKEx-GFP02-4-HIPP3;
M=Marker. Bei der elektrophoretischen Auftrennung des rechts dargestellten Klons (K) sind zwei
Fragmente der erwarteten GroR3e entstanden (smRS-GFP: 717bp und Restvektor inklusive HIPP3:
4775bp). Dieser 'Positiv-Klon' wurde fir die weiteren Arbeiten verwendet.

Die Analyse der subzelluldaren Lokalisation mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
erfolgte 14 Stunden nach der biolistischen Transformation. Als Kontrolle wurden auch
Zwiebelzellen untersucht, die mit dem GFP-Vektor ohne HIPP3 (pKEx-GFP01-1)
transformiert wurden. Die Transformation mit GFP alleine zeigt das charakteristische
Verteilungsmuster mit heller, griiner Fluoreszenz im Zellkern und im Cytoplasma (Abbildung
8A). Nach Transformation der Zwiebelzellen mit dem Konstrukt pKEx-GFP02-4-HIPP3 kann
die GFP-Fluoreszenz verstarkt im Zellkern beobachtet werden (Abbildung 8B). Interessant
ist, dass das chimare GFP-HIPP3 Protein, im Gegensatz zum GFP alleine, auch deutlich im
Bereich der Nukleoli akkumuliert. Diese Befunde weisen auf eine Kernlokalisation von HIPP3
hin und unterstitzen die Annahme, dass HIPP3 mit seinen vier NLS-Motiven tatsachlich im
Kern lokalisiert ist. Da die grine Fluoreszenz teilweise auch im Cytoplasma zu beobachten
war, kann nicht ausgeschlossen werden, dass HIPP3 eine duale Lokalisation im Kern und im
Cytoplasma aufweist. Das Vorhandensein eines 'Kern-Export-Signals', welches laut in silico
Analysen ('NetNES'; www.cbs.dtu.dk/services/NetNES) 11 Aminosaren umfasst (Position
187 bis 197), deutet ebenfalls an, dass HIPP3 aus dem Kern in das Cytoplasma transportiert

werden kann.
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Abbildung 8: Vergleichende konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von transformierten
Zwiebelepidermiszellen. A: Expression von SmRS-GFP nach biolistischer Transformation mit dem
Vektor pKEx-GFP01-1 (schematische Darstellung des Vektors auf der rechten Seite). B: Expression
von Fusionsprotein smRS-GFP-HIPP3 nach biolistischer Transformation mit dem Vektor pKEx-
GFP02-4-HIPP3 (schematische Darstellung des Vektors auf der rechten Seite). Abgebildet sind die
Aufnahmen der GFP-Fluoreszenz (a), des differentiellen Interferenzkontrastes (DIC) (b), und die
Uberlagerung der GFP-Fluoreszenz und des differentiellen Interferenzkontrastes (c).
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Subzellulare Lokalisation von HIPP3

Die vier NLS-Motive in der Sequenz von HIPP3 weisen auf eine Kernlokalisation
hin. Auch die mikroskopische Analyse der Lokalisation von chimaren GFP-HIPP3
Proteinen in Zwiebelepidermiszellen untermauert diese Annahme. Allerdings kann
auch eine duale Lokalisation von HIPP3 im Zellkern und im Cytoplasma nicht aus-
geschlossen werden.

3. Potentielle Interaktionspartner von HIPP3

Um potentielle Interaktionspartner von HIPP3 zu identifizieren, wurde das GAL4-Hefe-Zwei-
Hybrid-System verwendet (Warbrick 1997). Unter Nutzung des Hefe kompatiblen
Expressionsvektors pGBKT7 wurde HIPP3 als Hybridprotein mit der GAL4 Bindedoméne
(GAL4-BD) in den verwendeten Hefestaimmen (AH109 oder Y187) exprimiert. Zum
Screening wurden diese Hefezellen mit Hefezellen gepaart, die mit cDNA-Bibliotheken
transformiert waren, bei denen cDNA-Sequenzen der Arabidopsis-Gene mit der Gensequenz
fur die GAL4-Aktivierungsdomane (GAL4-AD) fusioniert vorliegen. Dies war zum einen die im
Hefestamm Y187 vorliegende CD4-30 Bibliothek (ABRC stock center, Ohio, USA) und zum
anderen eine cDNA-Bibliothek, die freundlicherweise von der AG Prof. Reuter (Martin-
Luther-Universitat, Halle-Wittenberg) zur Verfligung gestellt wurde, und im Hefestamm
AH109 vorliegt. Beide cDNA-Bibliotheken beruhen auf mRNAs, die aus Arabidopsis thaliana

Blutenstanden isoliert wurden.

Eine Interaktion der an die GAL4-AD fusionierten Arabidopsis-Proteine mit dem GAL4-BD-
HIPP3 Koder fuhrt in den entsprechenden Hefestammen zur Expression der Reportergene
HIS3, ADE2 und lacZ. Diese Induktion der Reportergene komplementiert die Auxotrophien
der verwendeten Hefestdmme und befahigt sie zur Bildung der Aminosaure Histidin und der
organischen Base Adenin. Die Aktivierung des lacZ Reportergens ermdglicht durch die
Umsetzung von X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indoxyl-B-D-Galactopyranosid) den Nachweis
der Protein-HIPP3 Wechselwirkung anhand einer Blaufarbung. Die Reportergenaktivierung
wird so zur Suche nach Vektoren der cDNA-Bibliotheken verwendet, welche fur potentielle
HIPP3-Proteinbindungspartner codieren. Dabei wachsen idealerweise nur solche Hefezellen
und zeigen die X-Gal-Farbreaktion, welche sowohl das Kéderplasmid als auch einen Vektor
der cDNA-Bibliothek mit den jeweiligen Selektionsmarkergenen (TRP1 und LEU2) enthalten

und bei denen das an die GAL4 AD fusionierte Protein mit dem GAL4-BD-HIPP3 Kdoder
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interagiert. Nach den entsprechenden Hefepaarungen wurden pro cDNA-Bibliothek jeweils
mehr als 1 Million diploide Nachkommen analysiert. Die im ersten Screening identifizierten
positiven Einzelkolonien sind zur Kontrolle nochmals auf Selektionsmedium ausplattiert
worden. Auf diese Weise konnten aus den beiden cDNA-Bibliotheken nach den beiden
Selektionsrunden 29 positive Hefestdmme identifiziert werden. Die in diesen Hefezellen
vorliegenden cDNA-Klone wurden isoliert, in E. coli transformiert und kloniert. Nach
anschlieender Sequenzierung konnten die Gene in Datenbankrecherchen (BLAST; Altschul
et al. 1990) identifiziert werden. Einige cDNA-Klone lagen dabei in mehreren positiven

Hefestammen vor. Einen Uberblick gibt die Tabelle 1.

DNA-Sequenzvergleich
Anzahl der (%ldentitat) : ;
ID-Nummer Klone AGI Code identische Basenpaare/ kodiertes Protein
verglichene Basenpaare
KA1 17 At1g11790 762/7eA(ony)  [Togenat Denydratasel
(ADT1)
K2 2 At3g27930 801/804 (99%) unbekanntes Protein
K3 2 At5g41990 616/644 (95%) Proteinkinase WNK8
K4 2 At1g54060 730/735 (99%) Tra”s"”p:g:‘f{epressor
K5 1 At1g78780 798/803 (99%) | Pathogen-assoziiertes
Protein
K6 3 At1g61170 528/549 (96%) unbekanntes Protein
K7 2 At1g70800 453/458 (98%) C2-Protein

Tabelle 1: Potentielle Interaktionspartner von HIPP3. Zur Identifizierung potentieller
Interaktionspartner von HIPP3 wurde das GAL4-Hefe-Zwei-Hybrid-System verwendet. In den
Hefeklonen, die in zwei Screening-Runden auf Mangelmedium (-Leu, -Trp, -Ade, -His) gewachsen
sind, wurde die Sequenz des entsprechenden cDNA-Klons analysiert und das Gen in
Datenbankrecherchen (BLAST; Altschul et al. 1990) identifiziert. Einige Klone der verwendeten cDNA
Bibliotheken sind mehrfach identifiziert worden.

Um die Interaktion der in den zwei Selektionsrunden identifizierten Proteine mit HIPP3 zu
testen, wurden die Expressionsvektoren mit den entsprechenden an die Gensequenz der
GAL4-AD fusionierten cDNA-Sequenzen wiederum in Hefezellen transformiert. Bei positiver
Interaktion mit dem an die GAL4-BD fusionierten HIPP3 sollten die Hefezellen auf
Selektivmedium ohne Adenin oder Histidin wachsen, bzw. eine Farbreaktion aufgrund der 3-
Galactosidase Aktivitat zeigen. AuRerdem wurde 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) zugesetzt, das

die Bildung von Histidin inhibiert und so den Selektionsdruck im Histidinmangelmedium
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steigert (Joshi et al. 2007). Als Negativkontrollen wurden die Hefezellen mit untersucht, die
auf den beiden Plasmiden nur die GAL4-DNA-Bindedoméne (BD) oder die GAL4-
Aktivierungsdomane (AD) aufweisen. Da die GAL4-AD Vektoren das Selektionsmarkergen
LEUZ2 und die GAL4-BD Vektoren das Selektionsmarkergen TRP1 tragen, ist eine Selektion
der jeweiligen Hefestamme auf Leucin oder Tryptophan Mangelmedium mdglich. Tragen die
Hefen beide Vektoren, sollten diese Zellen auf -Leu/-Trp -Medium wachsen. Sowohl die
Negativkontrollen als auch Stamme, in denen keine Protein-Protein-Wechselwirkung
zwischen HIPP3 und den potentiellen Interaktoren stattfindet, sind jedoch unfahig auf -His
oder -Ade Mangelmedien zu wachsen. Um eine direkte Interaktion von HIPP3 mit der GAL4-
Aktivierungsdoméne und eine Autoaktivierung der Reportergene durch HIPP3 selbst
auszuschlieRen, wurden zusatzlich Hefezellen untersucht, die neben dem GAL4BD-HIPP3
Kdderprotein auch die GAL4-Aktivierungsdoméane exprimieren (siehe Abb. 9, AD HIPP3). Da
diese Zellen nicht auf -Ade oder -His Mangelmedien wachsen, bzw. eine X-Gal-Farbreaktion
zeigen, liegen fur das GAL4BD-HIPP3 Koderprotein weder eine Autoaktivierung noch eine
direkte Proteinbindung an die GAL4-Aktivierungsdoméne vor. Als Positivkontrolle wurde der
Vektor pGAL4 in Kombination mit dem Leervektor pGBKT7 benutzt (GAL4 BD). Der Vektor
pGAL4 befahigt zur Expression des vollstdndigen GAL4-Transkriptionsfaktors und erlaubt so
diesen Zellen das Wachstum auch auf -Ade und -His Mangelmedien sowie eine positive X-
Gal-Farbreaktion. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt. Zur Kontrolle, ob der
potentielle HIPP3 Bindepartner nicht direkt mit der GAL4-BD oder den Promotoren der
Reportergene interagiert, wurden die entsprechenden cDNA-Bibliotheksklone zuséatzlich mit
der GAL4-BD ohne fusioniertem HIPP3 getestet (siehe Abb. 9, K1 bis K7 mit BD).

Die Ergebnisse bestatigen die Interaktion von HIPP3 mit der Arogenat-Dehydratasel (ADT1)
(K1) und dem Transkriptionsrepressor ASIL1 (K4). Eine schwachere Reaktion im -Leu/-Trp/
-Ade- Medium und eine schwache Farbreaktion sind auch bei der Proteinkinase WNK8 (K3)
zu beobachten. Das vom cDNA-Klon K6 codierte Protein mit bisher unbekannter Funktion
zeigt ebenfalls eine schwache Reportergenaktivierung. Allerdings ist dieses Protein auch in
Abwesenheit von HIPP3 in der Lage das lacZ-Reportergen zu aktivieren, was zur
detektierten X-Gal-Farbreaktion im Stamm mit cDNA-Klon K6 und der GAL4-BD
Negativkontrolle fuhrt. Das C2-Protein (K7) dagegen zeigt bei allen verwendeten
Selektionsmedien eine eindeutige Aktivierung aller getesteten Reportergene sowohl in den
Hefezellen die das GAL4-BD-HIPP3 Koderprotein als auch die GAL4-BD Negativkontrolle
exprimieren. Aufgrund dieser Reportergenaktivierung in den Negativkontrollen kénnen die
von den cDNA-Klonen K6 und K7 codierten Proteine nicht eindeutig als positive
Interaktionspartner von HIPP3 bezeichnet werden. Bei dem unbekannten Protein K2 und
dem Pathogen-assoziierten Protein K5 lassen sich in diesem Ansatz keine Interaktionen mit
HIPP3 nachweisen.
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Abbildung 9: Hefe-Zwei-Hybrid Interaktionsstudien. Die Interaktion von HIPP3 mit 7 Proteinen, die
im Hefe-Zwei-Hybrid Screening als potentielle Interaktionspartner von HIPP3 identifiziert wurden, ist
anhand der Aktivierung der Reportergene ADE2, HIS3 und lacZ Uberprift worden. Nur Hefezellen, die
den Kodervektor mit dem Fusionsprotein GAL4-BD-HIPP3 und den Vektor der cDNA-Bibliothek mit
dem ,Beute” -Protein besitzen und bei denen HIPP3 mit dem ,Beute” -Protein interagiert, wachsen auf
den -His und -Ade Medien und zeigen die X-Gal-Farbreaktion. Um den Selektionsdruck im Histidin-
Mangelmedium zu steigern, wurde 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) in zunehmender Konzentration
zugesetzt.

Die hier dargestellten Interaktionstudien deuten darauf hin, dass HIPP3 mit der Arogenat-
(At1g11790), WNK8  (At5g41990)
Transkriptionsrepressor ASIL1 (At1g54060) interagieren kann.

Dehydratasel der Proteinkinase und dem

Diese Studien liefern erste Hinweise auf potentielle HIPP3 Proteinbindungspartner. Die
entsprechenden Protein-HIPP3 Wechselwirkungen sollten mit weiteren molekularen
Techniken wie z.B. Immunoprazipitation oder FRET in vitro aber vor allem auch in planta
verifiziert werden. Das Hefe-Zwei-Hybrid-System, bei dem die Proteine im heterologen
System exprimiert, gefaltet und modifiziert werden, bietet nur begrenzte Mdglichkeiten,
interagierende Proteine zu identifizieren. AuRerdem kann in den Hefezellen eine Interaktion
die
unterschiedlicher Gewebespezifitdt oder

vorgetauscht  werden, aufgrund  unterschiedlicher  zellularer  Lokalisation,

unterschiedlicher Expressionsmuster in den

Pflanzen gar nicht stattfinden kann.
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Die Arogenat-Dehydratasel (At1g11790) kodiert fur ein Plastiden-lokalisiertes Enzym, das in
der Phenylalanin-Biosynthese involviert ist (Rippert et al. 2009). Die Proteinkinase WNK8
(with-no-lysine; At5g41990) ist im Kern lokalisiert und spielt eine Rolle bei der Blutenbildung
und bei verschiedenen Stressreaktionen (Wang et al. 2008, Tsuchiya und Eulgem 2010,
Park et al. 2011, Zhang et al. 2013). Es konnte gezeigt werden, dass sie mit EMBRYONIC
FLOWER1 (EMF1) (Park et al. 2011) und mit dem an der Pathogenabwehr beteiligten
Protein ENHANCED DOWNY MILDEW?2 (EDM2) (Tsuchiya und Eulgem 2010) interagiert.
ASIL1 (Arabidopsis 6b-interacting proteinl -likel) gehort zu der Trihelix Familie pflanzlicher
Transkriptionsfaktoren und wurde als Regulator der Samenentwicklung beschrieben (Gao et
al. 2009, Gao et al. 2011). Mutantenanalysen zeigten einen Einfluss auf die Expression
wichtiger Gene der Samenentwicklung, z.B. LEAFY COTYLEDONL1 und 2 (Gao et al. 2009).

Interaktionspartner von HIPP3

Unter Nutzung des Hefe- Zwei- Hybrid- Systems konnten drei potentielle
Interaktionspartner von HIPP3 identifiziert werden. Das sind die Arogenat-
Dehydratase1 (At1g11790), die Proteinkinase WNK8 (At5g41990) und
der Transkriptionsrepressor ASIL1 (At1g54060). Allerdings mussen diese

Interaktionen noch mit anderen Techniken verifiziert werden.
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4. Metallbindung von HIPP3

HIPP3 besitzt zwei Schwermetallbindedoméanen (HMA), fur die in anderen Proteinen eine
Bindung von Metallen wie Kupfer, Zink oder Cadmium nachgewiesen werden konnte (Hung
et al. 1998, Dykema et al. 1999). Einige der Proteine mit HMA-Domé&nen wurden funktionell
als Metallchaperone charakterisiert (Lin et al. 1997, Himelblau et al. 1998, Puig et al. 2007).

cDNA HIPP3 (852bp)

atgggcgagaagaagaacgaaggagataacaagaagaaaggaggagataacaagaagaagaacgaaacgcct
tccatcaccgtcgttttgaaggtcgacatgcattgtgaaggttgtgctictcgaatcgtcaaatgtgttcgatctttccaaggtg
ttgagactgtgaaatcggagtcggctacagggaaacttacggtgaccggagcattagatccggtgaagttaagggaga
aacttgaagagaagacaaagaagaaagtcgatttggtttctcctcaaccaaaaaaggaaaaagagaaagagaacaa
aaacaaaaacgatgaagacaaaaaaaaatcagaggagaagaagaaaccagacaacaatgacaaaaaacccaa
agagactccggtaacaacggcggtgttgaagctgaacttccattgtcaaggttgtatcgggaaaatccaaaagactgtc
acaaaaaccaaaggtgttaatggtttaacaatggacaaagagaagaatttgctgacggttaaaggaacaatggatgtta
aaaagctcgttgagattttgagtgagaagctcaaacgtgcggtggagattgtgccgccgaagaaagagaaagataaag
agaatggtaacgaaaatggcgagaagaagaaaggtggcggcggagacggtggtgggaaagagaaaaccggtaa
caaaggcggtggtgagggagtgaatatgatggagtacatggcggctcagccagcttacggttatgggtattacccgggt
gggccttatggatatccgattcaggcccacgcgcecgcagatttitagcgatgagaatccgaatgcttgtgttgttatgtga

Proteinsequenz HIPP3 (283aa)

mgekknegdnkkkggdnkkknetpsitvvlkvdmhcegcasrivkcvrsfqgvetvksesatgkltvtgaldpvkirekl
eektkkkvdlvspgpkkekekenknkndedkkkseekkkpdnndkkpketpvttavikinfhcqgceigkigktviktkg
vngltmdkeknlitvkgtmdvkklveilseklkraveivppkkekdkengnengekkkggggdgggkektgnkgggeg

vnmmeymaaqpaygygyypggpygypigahapgifsdenpnacvvm

cDNA HIPP3-2 (852bp)

atgggcgagaagaagaacgaaggagataacaagaagaaaggaggagataacaagaagaagaacgaaacgcct
tccatcaccgtcgttttgaaggtcgacatgcatggtgaaggtggtgcttctcgaatcgtcaaatgtgttcgatctttccaaggt
gttgagactgtgaaatcggagtcggctacagggaaacttacggtgaccggagcattagatccggtgaagttaagggag
aaacttgaagagaagacaaagaagaaagtcgatttggtttctcctcaaccaaaaaaggaaaaagagaaagagaaca
aaaacaaaaacgatgaagacaaaaaaaaatcagaggagaagaagaaaccagacaacaatgacaaaaaaccca
aagagactccggtaacaacggcggtgttgaagctgaacttccatggtcaaggtggtatcgggaaaatccaaaagactg
tcacaaaaaccaaaggtgttaatggtttaacaatggacaaagagaagaatttgctgacggttaaaggaacaatggatgtt
aaaaagctcgttgagattttgagtgagaagctcaaacgtgcggtggagattgtgccgccgaagaaagagaaagataaa
gagaatggtaacgaaaatggcgagaagaagaaaggtggcggcggagacggtggtgggaaagagaaaaccggta
acaaaggcggtggtgagggagtgaatatgatggagtacatggcggctcagccagcettacggttatgggtattaccecggg
tgggccttatggatatccgattcaggcccacgcegcecgceagatttttagcgatgagaatccgaatgcttgtgttgttatgtga

Proteinsequenz HIPP3-2 (283aa)

mgekknegdnkkkggdnkkknetpsitvvlkvdmhgeggasrivkcvrsfqgvetvksesatgkltvtgaldpvkirekl
eektkkkvdlvspgpkkekekenknkndedkkkseekkkpdnndkkpketpvttavikinfhgqggigkigktvtktkg
vngltmdkeknlltvkgtmdvkklveilseklkraveivppkkekdkengnengekkkggggdgggkektgnkgggeg

vhmmeymaaqgpaygygyypggpygypiqahapgifsdenpnacvvm

Abbildung 10: cDNA- und daraus abgeleitete Proteinsequenz der durch Uberexpression
generierten HIPP3-Proteine. Oben abgebildet sind die Sequenzen von HIPP3 mit intakten HMA-
Motiven. Vergleichend dazu befinden sich im unteren Teil der Abbildung die Sequenzen des
modifizierten Proteins (HIPP3-2 (C36G, C39G, C143G, C146G)). Die Modifizierungen sind rot
hervorgehoben. Durch den Austausch der Cysteine gegen Glycine sind beide HMA-Motive von
HIPP3-2 defekt.
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Um eine mogliche Metallbindung von HIPP3 zu untersuchen, sollte HIPP3 in E. coli
exprimiert, anschlie3end aufgereinigt und das gebundene Metall mittels ICP-MS analysiert
werden. Als Kontrolle sollte zusatzlich ein modifiziertes Protein (HIPP3-2 (C36G, C39G,
C143G, C146G)) erzeugt und analysiert werden, bei dem die vier fur die Metallbindung
essentiellen Cysteine der zwei HMA-Domaéanen durch Glycine ersetzt wurden (Abbildung 10).
Die fur diese beiden Proteine kodierenden cDNAs sind mit fir E. coli optimierter Codon-
Usage in vitro synthetisiert (ShineGene Molecular Biotech, Inc., Shanghai, China) und
anschlieend in den Vektor pCold™Il ligiert worden. Durch die Verwendung des
Expressionvektors pCold™Il weisen die entsprechend exprimierten HIPP3 Proteine am N-
terminalen Ende sechs zusatzliche Histidine auf (hexa-His-Tag), welche zur biochemischen
Identifizierung und Aufreinigung genutzt werden kénnen. Die Bildung der Proteine wurde im
E. coli Stamm BL21/pG-Tf2 nach Transformation mit den entsprechenden Vektoren durch
Zugabe von IPTG induziert.

HIPP3 HIPP3-2 HIPP3 HIPP3-2
| 1 l |
M | vorl. nach I.| vorl. nach I.| M ' vorl. nach II| vorl. nach I.|
i , i
110 M-_ 116 m—
87 87 =
—
» |
48 48 = Y i
32 32 .
- |
22 22 - e
17 17 - - e |

Abbildung 11: Elektrophoretische Auftrennung der Gesamtproteinextrakte aus E. coli Zellen,
die mit dem Vektor pCold™II-HIPP3 bzw. pCold™II-HIPP3-2 transformiert wurden, vor (vor I.)
und nach (nach 1) der Induktion mit IPTG. A: Coomassie-Blue-Farbung der elektrophoretisch
aufgetrennten Proteinbanden. B: Western-Blot-Analyse der wie in A dargestellt aufgetrennten
Proteingesamtextrakte mit dem o-His-HRP Antikorper, der das N-terminale hexa-His-Tag der
Uberexprimierten Proteine erkennt. M= Marker (Gré3enangabe in kDa).

Die Abbildung 11A zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der Gesamtproteinextrakte
der transformierten E. coli Zellen. Unter Verwendung eines Antikorpers (a-His-HRP), der an

das hexa-His-Tag spezifisch bindet, konnten im Western-Blot-Verfahren mit einer
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immunologischen Detektion vier deutliche Banden bei 40, 36, 32 und 19 kDa identifiziert
werden (Abbildung 11B). Die theoretischen Grof3en von HIPP3 und HIPP3-2 betragen 32,4
und 32,0 kDa, jeweils inklusive dem hexa-His-Tag.

Um fiur die ICP-MS-Analyse ausreichende Mengen des aufgereinigten HIPP3 Proteins zu
erhalten, wurden die mit dem His-Tag markierten Proteine aus dem Gesamtproteinextrakt
der transformierten E. coli Zellen Uber immobilisierte Metallaffinitatschromatographie (IMAC)
isoliert. Abbildung 12 zeigt die elektrophoretische Auftrennung der von der Ni-NTA-S&ule
eluierten Proteine.

I\ HIPP3 B HIPP3-2
| |
M|  induziert nicht induziert | M|  induziert nicht induziert |
140 140
115 . 115
80 .. 80 =
70 [ 70 -
50 .. 50
40 P
L 40 ‘A;
25 ” 25 W
20 20
15 15
10 10

Abbildung 12: Elektrophoretische Auftrennung der mittels IMAC isolierten Proteine aus
transformierten E. coli Zellen, die entweder mit IPTG induziert wurden, oder nicht induziert
wurden. A: Auftrennung der Proteine aus E.coli-Zellen, die mit dem Vektor pCold™II-HIPP3
transformiert wurden. B: Auftrennung der Proteine aus E.coli-Zellen, die mit dem Vektor pCold™Il-
HIPP3-2 transformiert wurden. Die Proteinisolierung erfolgte CUber immobilisierte Metall-
Affinitatschromatographie (IMAC). Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteinbanden wurden durch
Coomassie-Blue-Farbung sichtbar gemacht. M = Marker (GréR3enangabe in kDa).

Nach der Coomassie-Farbung des SDS-PAGE-Gels sind drei dominante Proteinbanden zu
erkennen. Die beiden oberen Banden mit Molekulargewichten von etwa 34 und 30 kDa
liegen nur nach Induktion der Uberexpression mittels IPTG vor. Dagegen ist die untere
Bande bei 22 kDa auch in den nicht induzierten Proben vorhanden. Diese Beobachtung
konnte sowohl in der Fraktion von HIPP3 (Abbildung 12A) als auch in der des modifizierten
HIPP3-2 (Abbildung 12B) gemacht werden.
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Die Frage, warum im erwarteten Molekulargewichtsbereich von 32,4kDa fir HIPP3 nach
Induktion der Uberexpression von HIPP3 und HIPP3-2 zwei Proteine identifiziert wurden,
kann in der vorliegenden Arbeit nicht abschlieBend geklart werden. Es ist denkbar, dass es
sich entweder um nicht vollstdndig translatierte oder in E. coli nach der Translation
modifizierte Formen des HIPP3 bzw. HIPP3-2 Proteins handelt. Da das pflanzliche HIPP3
Protein fiur die beschriebenen Metallbindestudien heterolog im prokaryotischen System
exprimiert und gefaltet wurde, birgt dies auch die Gefahr in sich, dass die produzierten
Proteine teilweise falsch gefaltet und weniger stabil sind. Die drei Proteinbanden treten
unabhangig vom Vorhandensein der vier fur die Schwermetallbindung wichtigen Cysteinreste
(C36, C39, C143 und C146) sowohl bei HIPP3 als auch bei HIPP3-2 in gleichem Umfang

auf.

Um eine mogliche Bindung von Schwermetallen an HIPP3 und HIPP3-2 zu untersuchen,
wurden die Proteine aus den entsprechend transformierten E. coli-Zellen mit und ohne IPTG-
Induktion extrahiert, Uber IMAC-Saulen gereinigt und anschlieBend mittels ICP-MS

(inductively coupled plasma mass spectrometry) analysiert.
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Abbildung 13: ICP-MS-Analyse der Uber IMAC gereinigten Proteine aus transgenen E. coli
Zellen, bei denen die Uberexpression von HIPP3 und dem in den HMA-Domé&nen modifizierten
HIPP3-2 entweder mit IPTG induziert, oder nicht induziert wurde. Dargestellt sind die jeweiligen
Mengen an gebundenem Metall, die in der ICP-MS unter Verwendung von Multi-Element-
Kalibrierstandards ermittelt wurden (n=3). Sowohl von der HIPP3- als auch von der HIPP3-2- Probe
sind pro Messung 35ug Protein analysiert worden. Die Sternchen zeigen statistisch signifikante
Unterschiede zwischen induzierten und nicht induzierten Proben an (students T-test: p<0,005(x)).
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Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt. W&hrend die Mengen aller untersuchten
Schwermetalle niedrig sind und sich in allen untersuchten Proben nicht signifikant
unterscheiden, ist der Wert fur Zink in der Probe aus den Zellen, die das intakte HIPP3
gebildet haben, signifikant erhoht gegeniiber den Proben aus Zellen, in denen die
Uberexpression nicht induziert wurde, aber auch gegentiber den Proben aus Zellen, die das
in der Metallbindedomane modifizierte HIPP3-2 (C36G, C39G, C143G, C146G) gebildet
haben. Unter Berlcksichtigung der jeweils eingesetzten Proteinmenge (ca.35ug) und der
molaren Massen von Zink (65,4g/mol) und HIPP3, inklusive hexa-His-Tag (32416g/mol),
wurde berechnet, dass in der untersuchten HIPP3-Probe ungefahr 0,6 Zink-Atome an einem
Molekil HIPP3 gebunden sind (0,59mol Zn pro mol HIPP3). Allerdings koénnte der
tatsachliche Wert auch deutlich héher liegen, da ein Teil des Proteins entweder durch Abbau
oder wahrend der Aufreinigung Zink verloren haben kénnte. Dass pro HMA-Domane jeweils
ein Zink-Atom gebunden wird, ist somit eine durchaus realistische Annahme. Fur das
modifizierte HIPP3-2, dessen Schwermetallbindestellen durch den Austausch der Cysteine
gegen Glycine defekt sind, wurden nur 0,05mol Zn pro mol HIPP3-2 berechnet. Dieses
Ergebnis belegt, dass die Cysteine der HMA-Domanen fur die Bindung des Zinks essentiell
sind.

HIPP3 bindet Zink

HIPP3 mit N-terminalem hexa-His-Tag wurde in E. coli Uberexprimiert. Nach
Ankonzentration der Proteine mit His-Tag uber Metall-Affinitatschromatographie
konnte mittels ICP-MS eine Bindung von Zink nachgewiesen werden. In den
Proben aus Zellen, in denen die HIPP3-Bildung nicht induziert wurde, wird kein
Zink gebunden. Ebenfalls unterbleibt die Zink-Bindung, wenn die fur die
Schwermetallbindung essentiellen Cysteine der HMA-Domanen durch Glycine

ersetzt werden.

5. Expressionsmuster von HIPP3

Bereits bekannte Daten zur Expression von verschiedenen HIPP-Proteinen belegen
unterschiedliche, entwicklungs- und umweltabhangige Expressionsmuster (Barth et al.
2009). Um zu analysieren, ob die Expression von HIPP3 in Abhangigkeit von abiotischen

oder biotischen Stressoren reguliert ist, wurden Arabidopsis Pflanzen unter verschiedenen
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Bedingungen kultiviert und die relativen Transkriptgehalte im Vergleich zu

Kontrollbedingungen mittels quantitativer realtime-PCR analysiert.

5.1 Abiotischer Stress: Trockenstress

Die Abbildung 14 belegt, dass der Transkriptgehalt von HIPP3 durch Trockenstress herunter
reguliert wird. Arabidopsis-Pflanzen wurden unter standardisierten Bedingungen (16h Licht
bei 23°C/ 8h Dunkelheit bei 18°C, 60% Luftfeuchtigkeit und 100pEm™s™ Lichtintensitat) auf
Erde kultiviert. Ab dem 30. Tag nach Aussaat wurde ein Teil der Pflanzen nicht mehr
gegossen. 15 Tage spater war der relative Wassergehalt der Blatter dieser Pflanzen um
etwa 18% gefallen. Ab diesem Zeitpunkt begann auch die Photosystem II-Effizienz, die zur
physiologischen Charakterisierung von Stressreaktionen in Pflanzen dient, abzusinken und
erreichte bereits 18 Tage nach Beginn der Trockenstressbehandlung nur noch etwa 30% der
normal bewasserten Kontrollpflanzen (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 14: Unter
Trockenstress wird der
100 A HIPP3  Transkriptgehalt
herunter reguliert. Mittels
gquantitativer  realtime-PCR
wurden  die  Transkript-
gehalte von trocken-
gestressten Pflanzen und
gleich alten Kontrollpflanzen
(normal weiter bewassert)
bestimmt. Dargestellt ist die
1 Veranderung in den trocken-
gestressten Pflanzen relativ
zu den Kontrollpflanzen,
deren Expressionslevel
gleich 1 gesetzt wurde
(Verlauf der X-Achse). Fur
das Trockenstress-Marker-
* Gen RD26 (At4g27410)
konnte eine deutliche
0,014 14d trocken 15d trocken Zunahme im  Transkript-
gehalt ermittelt werden. Die
Analyse der Daten erfolgte
in Bezug auf das Referenz-Gen PP2AA3 anhand der Formeln von Pfaffl 2001. Statistischer Test: 'Pair
wise fixed reallocation randomization test' (Pfaffl et al. 2002); n=3; p < 0,05 (), p £ 0,01 (»).
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Der Transkriptgehalt von HIPP3 wurde 14 und 15 Tage nach Unterlassung der normalen
Bewasserung bestimmt. Unter Trockenstressbedingungen ist in den Blattern von Arabidopsis
thaliana ein deutliches Absinken des HIPP3-Transkriptlevels zu beobachten. Dagegen wird
ein typisches Markergen fur Trockenstress, RD26 (RESPONSIVE TO DESICCATION 26,
At4g27410), in den untersuchten Blattern deutlich induziert (Abbildung 14). Es kodiert ftr
einen an der Trockenstressantwort beteiligten NAC-Transkriptionsfaktor (Tran et al. 2004).
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5.2 ABA-Behandlung

Um zu Uberprifen, ob die Reprimierung von HIPP3 unter Trockenstressbedingungen von
ABA abhéngig ist, wurden die Pflanzen in Hydrokultur mit 50uM ABA behandelt. Schon nach
8 Stunden war der Transkriptgehalt von HIPP3 in diesen Pflanzen im Bezug zu den
unbehandelten Kontrollen deutlich verringert. Innerhalb von 48 Stunden ist der
Transkriptgehalt von HIPP3 auf etwa 1/10 der Kontrolle herabgesunken (Abbildung 15).
Ebenfalls dargestellt ist die Induktion des ABA regulierten Kontroll- Gens ABF3 (ABSCISIC
ACID RESPONSIVE ELEMENTS-BINDING EACTOR 3, At4g34000), mitunter auch als
DPBF5 bekannt (Sirichandra et al. 2010). Dieses Ergebnis zeigt, dass das Phytohormon
Abscisinsdure eine Reprimierung der Expression von HIPP3 verursacht.
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Abbildung 15: Absinken der HIPP3-Transkriptlevel nach ABA-Behandlung. Die Pflanzen wurden
in Hydrokultur mit 50uM ABA behandelt und die Verringerung im Transkriptgehalt von HIPP3 mittels
quantitativer realtime-PCR bestimmt. Dargestellt ist die Veranderung nach ABA-Zugabe relativ zu den
nur mit dem zur ABA-Applikation verwendeten Ldsungsmittel (0,05% Ethanol) behandelten
Kontrollpflanzen, deren Expressionslevel gleich 1 gesetzt wurde (Verlauf der X-Achse). Fir das ABA-
induzierte Markergen ABF3 (At4g34000) konnte eine Zunahme im Transkriptgehalt nachgewiesen
werden. Die Analyse der Daten erfolgte in Bezug auf das Referenzgen 18SrRNA anhand der Formeln
von Pfaffl 2001. Statistischer Test: 'Pair wise fixed reallocation randomization test' (Pfaffl et al. 2002);
n=3; p < 0,05 (), p= 0,01 ().
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5.3 Biotischer Stress

Neben abiotischen Umweltfaktoren beeinflussen auch Wechselwirkungen mit anderen
Lebewesen ganz erheblich die pflanzliche Entwicklung und Fitness. In diesem
Zusammenhang ist die Fahigkeit, den Angriff eines Pathogens abzuwehren, eine wichtige
Voraussetzung im Uberlebenskampf der Pflanzen. In der Literatur gibt es Hinweise, dass ein
HIPP Protein (OsHIPPO5, Fukuoka et al. 2009, Nakao et al. 2011) in biotische
Stressantworten involviert ist. Deswegen sollte untersucht werden, ob HIPP3 auch in
Reaktion auf biotischen Stress reguliert wird. Dazu wurden Blatter von Arabidopsis-Pflanzen
entweder nur mit 10mM MgCl,-Losung, mit dem virulenten Bakterienstamm Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst DC3000) oder mit dem avirulenten Bakterienstamm Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst DC3000 + AvrRpm1) mittels einer 1ml Einwegspritze ohne Kanile
inokuliert. Das vom avirulenten Bakterienstamm (Pst DC3000 + AvrRpm1) in die Pflanzen
eingebrachte Avirulenzprotein AvrRpm1 wird von den Pflanzen erkannt und I6st eine starke
Abwehrreaktion (ETI; effector triggered immunity) aus (Chisholm et al. 2006, Dodds und
Rathjen 2010). Die Expression von HIPP3 wurde innerhalb von 24 Stunden nach Inokulation
(hpi, hours post-infection) mittels realtime-PCR quantifiziert, wobei die Transkriptgehalte von
HIPP3 in den behandelten Pflanzen (applizierte Bakterien in 10mM MgCl, gel6st) relativ zu
den HIPP3-Transkriptmengen der Kontrollpflanzen (Inokulation nur mit 20mM MgCl,-L6sung)
berechnet wurden. Die Abbildung 16A zeigt die langsame Induktion von HIPP3 als Antwort
auf die Inokulation mit dem virulenten Stamm Pst DC3000. Dagegen bewirkt die Inokulation
mit dem avirulenten Stamm eine rasche Induktion von HIPP3 bereits 3 Stunden nach
Inokulation (Abbildung 16 B). AuBerdem wurden auch Experimente durchgefiihrt, bei denen
Arabidopsis-Blatter mit dem Stamm Pst DC3000 hrpA’ inokuliert wurden. Dieser Stamm, der
kein Typ-llI-Sekretionssystem ausbilden kann und somit keine bakteriellen Effektorproteine
in die Pflanzenzelle bringt, 16st nur eine basale PTI (PAMP [Pathogen Associated Molecular
Pattern] triggered immunity) aus. Unter diesen Bedingungen wird HIPP3 nicht induziert. In
der Abbildung 16A wurde fur diesen Stamm deshalb nur das relative Expressionslevel bei
24hpi gezeigt.

Neben HIPP3 wurden in den beschriebenen Versuchsansatzen auch bekannte Markergene
der Pathogenantwort von Arabidopsis thaliana untersucht (Abbildung 17). MMP2 (Matrix-
Metallo Proteinase 2; Atlg70170) und MLP (Mitochondrial Localised Protein; Atl1g13340)
sind in Publikationen als Gene beschrieben, die in der pflanzlichen Pathogenabwehr
induziert werden (Widjaja et al. 2010; de Torres et al. 2003). FRK1 (ELG22-induced
Receptor-like Kinase 1; At2g19190) wird spezifisch durch die Perzeption des Epitopes
FLG22 aus dem Flagellin des bakteriellen Flagellums induziert (Asai et al. 2002). Bei PAD3
(Phytoalexin Deficient 3; At3g26830) handelt es sich um ein weiteres durch PAMPs

induzierbares Gen. Es wird jedoch auch bei Infektion mit dem avirulenten Stamm Pst
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DC3000 + AvrRpm1 vermehrt exprimiert, wobei die Stéarke der Induktion durch AvrRpm1 die
durch reine PAMPs Ubersteigt (Qiu et al. 2008).
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Abbildung 16: Expression von HIPP3 nach Inokulation mit Pst DC3000 (A) und Pst DC3000 +
AvrRpm1 (B). Gezeigt sind die relativen Transkriptlevel 3, 6, 9, 12 und 24 Stunden nach Inokulation
(hpi, hours past infiltration). Die Werte wurden auf mit 10mM MgCl, behandelte Kontrollpflanzen zum
jeweiligen Zeitpunkt bezogen, deren relativer Transkriptgehalt gleich 1 gesetzt wurde (Verlauf der X-
Achse). Ebenfalls abgebildet ist das relative HIPP3 Transkriptlevel 24 Stunden nach Inokulation mit
dem Stamm Pst DC3000 hrpA™ (A, ganz rechts, rosa Balken). Die Analyse der Daten erfolgte in Bezug
auf das Referenzgen PP2AA3 anhand der Formeln von Pfaffl 2001. Statistischer Test: 'Pair wise fixed
reallocation randomization test' (Pfaffl et al. 2002); n=4; p < 0,05 (+), p £ 0,01 («).
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Abbildung 17: Expression von MMP2, MLP, FRK1 und PAD3 nach Inokulation mit Pst DC3000
(A) und Pst DC3000 + AvrRpm1 (B). Gezeigt sind die relativen Transkriptlevel 3, 6, 9, 12 und 24
Stunden nach Inokulation (hpi, hours past infiltration). Die Werte wurden auf mit 10mM MgCl,
behandelte Kontrollpflanzen zum jeweiligen Zeitpunkt bezogen, deren relativer Transkriptgehalt gleich
1 gesetzt wurde (Verlauf der X-Achse). Die Analyse der Daten erfolgte in Bezug auf das Referenzgen
PP2AA3 anhand der Formeln von Pfaffl 2001. Statistischer Test: 'Pair wise fixed reallocation
randomization test' (Pfaffl et al. 2002); n=4; p < 0,05 (), p < 0,01 (=), p < 0,001 (=).

PAD3 kodiert fur ein Enzym der Biosynthese von Camalexin, einer antimikrobiell wirksamen
Substanz aus der Gruppe der Phytoalexine. Diese vier Markergene werden durch Pst
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DC3000 mit einer ahnlichen Kinetik wie HIPP3 induziert. Die Inokulation mit dem avirulenten
Stamm Pst DC3000 + AvrRpm1 fiihrt wie bei HIPP3 zu einer sehr schnellen Induktion. Dies
belegt, dass die Inokulation mit den Bakterienstdmmen die erwarteten Abwehrreaktionen
ausgelost hat, wobei HIPP3 wie die ebenfalls untersuchten Markergene der Pathogenantwort
ein typisches Induktionsmuster zeigt und ebenfalls bei der durch den avirulenten Stamm

ausgeldsten ETI deutlich schneller induziert wird.

5.4 Informationen zur Expression von HIPP3 aus der Arabidopsis-eFP-Browser Datenbank

Die Arabidopsis-eFP-Browser Datenbank (Winter et al. 2007) wurde genutzt, um in
Ergénzung der durchgefiihrten Expressionsstudien nach weiteren HIPP3-Expressionsdaten
zu suchen. Abbildung 18 zeigt das aus der Datenbank generierte relative Expressionsmuster
von HIPP3 in unterschiedlichen Entwicklungsstadien und Organen von Arabidopsis thaliana.

Expression von HIPP3 (At5g60800) 3883838888y
-Arabidopsis eFP Browser Datenbank- 7
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y
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Samenentwicklung
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100uM ABA (4h Inkubation)

Bliitenentwicklung

Yang et al. 2008

Abbildung 18: Expressionsmuster von HIPP3 in verschiedenen Entwicklungsstadien und
Organen von Arabidopsis thaliana. Die Informationen stammen aus der 'eFP-Browser Datenbank'
(http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). Links dargestellt sind die relativen Transkriptgehalte
von HIPP3 in verschiedenen Entwicklungsstadien des Apikalmeristems, der Blatter, Bluten, Schoten
und der Samen. Auf der rechten Seite ist die Veranderung des HIPP3 Transkriptlevels in Blattzellen
nach der Behandlung mit 100pM ABA im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen abgebildet. Die
Farbgebungen spiegeln das Niveau des HIPP3-Transkriptgehaltes wider (log2-Werte, siehe Legende).

Diese publizierten Daten zeigen fur HIPP3 eine Induktion bei der Umwandlung des

Apikalmeristems im Spross zum blitenbildenden Meristem, bei der Entwicklung zum reifen
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Blatt und bei der Blitenbildung. Dabei fallt auf, dass in der Blite hohe Transkriptlevel in den
Kelchblattern vorliegen, wahrend insbesondere die Staubblatter niedrigere HIPP3
Transkriptlevel aufweisen. Auf3erdem ist der Transkriptgehalt von HIPP3 in den Samen, und
da besonders in den spateren Stadien, wenn der Wassergehalt in den Samen absinkt, sehr
niedrig. Rechts dargestellt sind die vom eFP-Browser ermittelten Ergebnisse fir die relativen
Transkriptgehalte von HIPP3 in Blattzellen. Es wird deutlich, dass der Gehalt an HIPP3

Transkripten nach der Behandlung mit Abscisinsaure in den Mesophylizellen absinkt.

In Abbildung 19 sind die in der eFP-Browser Datenbank publizierten Expressionsmuster von
HIPP3 in Blattern von Arabidopsis thaliana nach Infektion mit Pseudomonas syringae,
Phytophtora infestans und nach Behandlung mit Elicitoren zusammengefasst.

Expression von HIPP3 (At5g60800) -Arabidopsis eFP Browser Datenbank-
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Abbildung 19: Expressionsmuster von HIPP3 nach Behandlung mit verschiedenen Pathogenen
und  Elicitoren. Die Informationen stammen aus der ‘'eFP-Browser Datenbank'
(http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) und basieren zum gré3ten Teil auf verdffentlichten
Daten der AG Nunberger (ZMBP Tibingen). Die Farbgebungen spiegeln das Niveau des HIPP3-
Transkriptgehaltes wider (log2-Werte, siehe Legende).
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Die publizierten Daten (Bethke et al. 2009, Willmann et al. 2011) bestétigen die in Abbildung
16 dargestellten Ergebnisse. Die Infektion mit Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
fuhrt zu einer langsamen Induktion von HIPP3, wahrend der avirulente Stamm, der
zusatzlich das Avirulenzprotein AvrRpm1 exprimiert, eine schnelle Induktion von HIPP3
bewirkt. Typlll-Sekretionssystem-defiziente Bakterien rufen keine Induktion sondern eher

eine Verringerung im Transkriptlevel von HIPP3 hervor und das bakterielle Nichtwirtpathogen
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Pseudomonas syringae pv. phaseolicola bewirkt eine schwachere Induktion als
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Die Infiltration mit den Elicitoren FLG22 und
HrpZ fuhrt zu einem Anstieg des HIPP3-Expressionslevels. Ein gegenséatzliches Bild zeigt
sich nach Behandlung mit einem Oomyceten, dem Nichtwirtpathogen Phytophtora infestans.
Hier wird HIPP3 nach der Behandlung sehr rasch drastisch herunter reguliert.

5.5 Co-Expressionsnetzwerk um HIPP3

Der 'Co-Expression Viewer' von ATTED Il (http://atted.jp/) bildet auf der Basis von 1388
publizierten Genchip-Datensatzen Netzwerke von co-exprimierten Genen ab. Fir HIPP3
ergibt sich bei Verwendung dieser Software das in Abbildung 20 dargestellte Netzwerk. Darin
sind die Gene, deren Expressionsmuster am meisten mit dem HIPP3 Expressionsverhalten
Ubereinstimmen, in kirzester Distanz zu HIPP3 und nah beieinander positioniert. Diese Co-
Expressionsanalyse von HIPP3 zeigt sehr &hnliche Expressionsmuster zwischen HIPP3 und
den drei Genen At1g43910, At1g02450 und At5g52760. Das erste Gen At1g43910 kodiert
fir eine durch ABA regulierte AAA-Typ ATPase und ist wiederum mit dem Gen At5g17760
verknlpft, was fur eine durch SA regulierte AAA-Typ ATPase kodiert (NCBI, Gene,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/). Das ebenfalls in diesem Cluster angeordnete Gen
At1g33560 kodiert fir das an der Pathogenantwort beteiligte disease resistance protein
ADR1, das auch bei der Ausbildung von Trockentoleranz eine Rolle spielt (Chini et al. 2004,
Grant et al. 2003). Das zweite in dem Co-Expressionsnetzwerk direkt mit HIPP3 verknipfte
Gen At1g02450 kodiert fur das Uber eine Interaktion mit NPR1 an der SAR (systemic aquired
resistance)-Reaktion beteiligte, SA abhangige Protein NIMIN-1 (Hermann et al. 2013,
Fonseca et al. 2010, Weigel et al. 2005, Weigel et al. 2001). Mit diesem verbunden in dem
dargestellten Co-Expressionsnetzwerk um HIPP3 ist das Gen At2g26400, das fir eine
Acireducton Dioxygenase (ARD3) kodiert und zwei weitere Gene, die fir WRKY-
Transkriptionsfaktoren kodieren At2g40750 (WRKY54) und At5¢g22570 (WRKY38). Der
durch SA regulierte Transkriptionsfactor WRKY54 spielt eine Rolle bei der Regulation der
Blattseneszenz (Besseau et al. 2012) und WRKY38 interagiert mit dem Protein NPR1 bei der
SAR (Xie et al. 2010, Kim et al. 2008, Wang et al. 2006). Das dritte in dem Co-
Expressionsnetzwerk direkt mit HIPP3 verbundene Gen At5g52760 kodiert fir ein weiteres
HIPP-Protein (HIPP14), das wiederum mit At5g52750 (HIPP13) vernetzt ist. Beide sind mit
dem Gen At4g14365 verknupft, das fir die putative E3 Ubiquitin-Protein Ligase XBAT34
kodiert. Interessanterweise wird fir XBAT34 die Bindung von Zink vorhergesagt (NCBI,
Gene, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Fur alle drei Gene sagt die NCBI-Datenbank auch
eine Beteiligung an Pathogenabwehr-Reaktionen voraus (NCBI, Gene,

http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/). Auch weitere Gene in dem mit HIPP14 verknipften
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Cluster kodieren fir Proteine, die an der Pathogenabwehr beteiligt sind. At2g46400 kodiert
fur den putativen WRKY-Transkriptionsfaktor WRKY46, der an der SA abhangigen SAR
beteiligt ist (van Verk et al. 2011) und At1g01560 kodiert fur die MAP Kinase 11, die durch
den Elicitor FLG22 aktiviert wird (Bethke et al. 2012).

At2g26400
(ARD3)

At5g17760
(ATPase)

At1g33560

At5g22570
At1g19960 (WRKY38) (ADR1)
A7

At2g40750 At1g02450

(WRKY54) (NIMIN-1)
A4

At1g23840 At3g60420

At4939830 At552760 Atdg14365
(Oxldase) . (HIPP1 (XBAT34)

At1g73805
(SARD1)
At2g46400
(WRKY46)

At3g50930
At1 973800 (BCS1)

Abbildung 20: Co-Expressionsnetzwerk um HIPP3. Es wurde mit dem Co-Expression Viewer, von
ATTED Il (http://atted.jp/) auf der Basis von 1388 publizierten Genchip-Datenbanken errechnet. Das
Netzwerk zeigt sehr ahnliche Expressionsmuster zwischen HIPP3 (rot dargestellt) und den Genen
At1g43910 (ATPase, blau dargestellt), At1g02450 (NIMIN-1, gelb dargestellt) und At5g52760
(HIPP14, grun dargestellt). HIPP3 steht beziglich seines Expressionsverhaltens auch indirekt mit
Genen in Beziehung, die um eines dieser drei 'direkten Beziehungsgene' clustern. Zahlreiche Gene
dieses Co-Expressionsnetzwerks sind in die Abwehr von Pathogenen und/oder auch in
Trockenstressantworten involviert, was eine funktionelle Einbindung von HIPP3 in die Regulation
dieser Prozesse nahelegt. Mit roten Zahlenwerten (log2-Werte) sind die Gene versehen, die in der
Array-Analyse (Kapitel 7) in der HIPP3-oe Linie relativ zum Wildtyp einen verénderten
Transkriptgehalt aufwiesen. Die negativen Werte deuten darauf hin, dass diese Gene in der HIPP3-oe
Linie herunter reguliert werden.

At2g18660
(EXLB3)

Das auf der Basis von 1388 publizierten Genchip-Datenbanken errechnete Co-
Expressionsnetzwek um HIPP3 deutet auf eine funktionelle Einbindung von HIPP3 in
regulatorische Netzwerke zur Pathogenabwehr, insbesondere SA abhangiger Wege, aber
auch in Trockenstressantworten hin. Die in Abbildung 20 zuséatzlich abgebildeten roten
Zahlenwerte kennzeichnen die Gene, die in der im Kapitel 7 beschriebenen Array-Analyse in
der Uberexpressionslinie von HIPP3 (HIPP3-oe Linie) relativ zum Wildtyp einen veranderten
Transkriptgehalt aufweisen. Es fallt auf, dass alle diese Gene deutlich herunter reguliert

werden (dargestellt sind die log2-Werte).
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5.6 Vorhersage von cis-Elementen im Promotor

Mit Hilfe der ATTED II Datenbank (http://atted.jp/) wurde auch nach putativen cis-Elementen
von HIPP3 gesucht (Abbildung 21). Dieses Programm identifiziert im nahen Promotorbereich
(200 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart) anhand von Heptamer-Sequenzen putative
cis-Elemente und korreliert diese mit den in der Datenbank vorliegenden Expressiondaten
(Cis element prediction using CEG (correlation between expression and a defined group of
genes); http://atted.jp/). Dabei wurden drei Sequenzmotive im Promotorbeich von HIPP3
identifiziert, die Ubereinstimmungen mit bekannten Elementen aufweisen. Als Bezugspunkt
fur die Position dieser Sequenzmotive wurde der Transkriptionsstart von HIPP3 definiert.
Laut der durchgefuhrten in silico Analysen befindet sich 28 bis 21 Basen vor dem
Transkriptionsstart (Position 0) im HIPP3-Promotorbereich ein typisches TATA-Box-Motiv, 64
bis 57 Basen vor dem Transkriptionsstart ein ABA-abhangiges DRE2-Element (drought
responsive element, Kizis und Pagés 2002) und 186 bis 179 Basen vor dem
Transkriptionsstart ein Erkennungsmotiv fur pflanzenspezifische Dof Transkriptionsfaktoren,
die mit einem C,-C, Zinkfinger an der DNA binden und in pflanzliche Entwicklungsprozesse,
wie z.B. die Samenentwicklung involviert sind (Yanagisawa 2004). Fir einen detaillierten
Uberblick uber alle im gesamten Promotor von HIPP3 vorliegenden cis-Elemente miissten

allerdings weitere Sequenzanalysen durchgefiihrt werden.

Abbildung 21: Konservierte
cis-Elemente im Promotor-
© Bereich von HIPP3. Die
Sequenzanalyse wurde mit
Hilfe der ATTED Il Datenbank
(http://atted.jp/) durchgefihrt.
Bei diesen in silico Analysen
wurden for den HIPP3-
Promotor drei bekannte cis-
[0 Elemente vorhergesagt. In
der Position 28 bis 21 Basen
vor dem Transkriptionsstart
(dieser liegt bei 0) befindet
%,o - o o e sich ein typisches TATA-Box-
O o O i i

%6%W08 g@%@g& OQC@ Motiv, 67 bis 57 Basen
v.eo] S8 O o ® 6 s 2R 6 entfe_rnt ein DREZ-EIement
und in groRerer Distanz (186
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200 150 100 50 0 per Sequenzanalyse das
Distanz vom Transkriptionsstartpunkt pflanzenspezifische Dof-
Erkennungsmotiv identifiziert.
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Expressionsmuster von HIPP3

HIPP3 zeigt ein komplexes Expressionsverhalten. Wahrend Trockenstress und die
Zugabe von Abscisinsaure HIPP3 herunter regulieren, kommt es nach Infektion mit
Pseudomonas syringae pv. tomato zu einer deutlichen Induktion. HIPP3 verhalt sich
wie andere Pathogen-regulierte Gene mit einer langsameren Induktion bei
Inokulation mit dem virulenten Stamm Pst DC3000 und einer schnelleren Induktion
bei Inokulation mit dem avirulenten Stamm Pst DC3000 + AvrRpm1, der durch das
Avirulenzprotein AvrRpm1 eine ETI (Effector Triggered Immunity) auslést. Unter
Nutzung der 'eFP-Browser Datenbank' konnte gezeigt werden, dass HIPP3 auch
bei der Bluten- und Samenbildung reguliert ist. Co-Expressionsanalysen deuten auf
eine Beteiligung an regulatorischen Netzwerken der Pathogenabwehr und von
Trockenstressantworten hin. Im Promotorbereich von HIPP3 befinden sich laut
in silico Analysen konservierte Sequenzmotive fiir bekannte cis-Elemente
(TATA-Box, DRE2, Dof-Element).

6. Uberexpression und knockdown von HIPP3

Um Aussagen zu moglichen Funktionen von HIPP3 zu erhalten, wurden Mutanten analysiert,
bei denen die Expression von HIPP3 entweder verringert oder gesteigert wurde. Diese
Mutanten wurden im Weiteren beziglich veranderter Gen-Expressionsmuster (Kapitel 7) und

bezlglich phéanotypisch erfassbarer Veréanderungen (Kapitel 8) untersucht.

6.1 knockdown von HIPP3

Die verwendete HIPP3 knockdown (hipp3-1) Mutante wurde vom Nottingham Arabidopsis
Stock Center bezogen und trégt wie in Abbildung 22 dargestellt eine T-DNA-Insertion kurz
vor dem 5'-UTR (untranslated region) Bereich des fir HIPP3 kodierenden Gens (At5g60800)
zwischen der Position -9 und -10 (Salk-Instituts-Name: SAIL_292 HO03 v._1). Die T-DNA
beinhaltet auch eine Resistenzkassette (BAR Gen) fir das Herbizid BASTA® (Glufosinat-
Ammonium, Bayer CropScience). Dies konnte zur Selektion der Mutanten genutzt werden.
Die Homozygotie der untersuchten hipp3-1 Mutanten wurde mittels PCR an genomischer
DNA getestet. Dazu wurden die in Abbildung 22 gezeigten, innerhalb und aufRerhalb des

inserierten Fragmentes liegenden Primer verwendet.
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Bei homozygoten hipp3-1 Mutanten zeigte die gelelektrophoretische Auftrennung der
entstandenen PCR-Produkte nur dann ein Fragment im GroéRenbereich von ca. 400bp, wenn
der genomische forward Primer 'HIPP3 for02' und der reverse Insert-Primer 'SAIL-LB1' in der
PCR kombiniert wurden.

hipp3-1

o~ ™ < n

= =) = (=

o o o o

X X X X

w w w w

UTR _— 3
‘Jpzi i I i
224 368 519 751 883 970 1045 1421 1650
UTR| nicht translatierter Bereich
- translatierter Bereich
/\ Intron
|LB| SAIL_292_H03 IRBI SAIL| inserierte T-DNA
JP3 m Primer-Annealing-Stellen

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Genstruktur der HIPP3 knockdown Mutante
(hipp3-1). Die inserierte T-DNA (SAIL_292 HO03) befindet sich zwischen dem 9. und 10. Basenpaar
vor der 5'-UTR des HIPP3 Gens. LB = left border, RB = right border; P1 = genomischer forward Primer
'HIPP3 for02', Annealingstelle in der HIPP3 Sequenz bei -135bp; P2 = genomischer reverse Primer
'HIPP3 rev', Annealingstelle in der HIPP3 Sequenz bei 305bp; P3 = Insert-Primer 'SAIL-LB1',
Annealingstelle in der Sequenz der T-DNA bei 275bp.

Der Einsatz der Insert-liberspannenden genomischen Primer ("HIPP3 for02' und 'HIPP3 rev')
ergab in homozygoten hipp3-1 Mutanten kein Produkt. Letztere Primerkombination flihrte
jedoch im homozygoten Wildtyp (Col-0) zur Bildung eines ca. 440bp groRen PCR-Produktes,
wahrenddessen 'HIPP3 for02' zusammen mit 'SAIL-LB1' kein Produkt lieferte (Daten nicht
gezeigt).

6.2 Uberexpression von HIPP3

Fur die 35S::HIPP3 Uberexpressionslinien (HIPP3-oe) wurde die kodierende Sequenz (CDS)
des Gens mit dem konstitutiven viralen Promotor CaMV35S gekoppelt. Am 5'-Bereich von
HIPP3 wurde zuséatzlich die Sequenz eines dreifachen c-myc-Tag, gefolgt von einem
sechsfachen His-Tag (hexa-His-Tag) inseriert. Das Konstrukt, (unterer Teil der Abbildung 23)

wurde mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens in das pflanzliche Genom transformiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei HIPP3-oe Linien verwendet. Beide (Linie 131-1 und

Linie 133-5) sind aus unabhangigen Transformationsereignissen hervorgegangen. Zur
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Kontrolle wurden Linien eingesetzt, die mit dem pCB-Leervektor, also ohne HIPP3,
transformiert wurden (Linie 186-78 und Linie 187-2). Alle Uberexpressions- und Leervektor-
Linien tragen eine Resistenzkassette fiir das Herbizid BASTA® (Glufosinat-Ammonium,
Bayer CropScience) im Bereich der inserierten T-DNA und kénnen somit selektiert werden.
Die HIPP3-oe Linien wurden ebenfalls Gber PCR-Screening auf Homozygotie getestet. Die
Bindestellen der dafiir verwendeten Primer sind in Abbildung 23 dargestellt.

pCB-Leervektor

4|—>
5 (o] : — 3
<P5

@ T-DNA-Border Sequenzen konstitutiver Promotor . Tagging-Region (c-myc; His)

NOS Terminator Sequenz BAR Bialaphos-Resistenz Gen FQJ Primer-Annealing-Stellen
HIPP3-oe
par>
5 e —— Y NI N N s A 3
PU T
4JP5

@ T-DNA-Border Sequenzen »—' konstitutiver Promotor - Tagging-Region (c-myc; His)
NOS Terminator Sequenz - HIPP3 Sequenz (CDS) r’<J Primer-Annealing-Stellen

Abbildung 23: Schematische Darstellung der 'Transformationskassette' des pCB-Vektors, der
fur die Generierung der 35S::HIPP3 Uberexpressionslinien (HIPP3-o0e) genutzt wurde. Oben ist
die leere Kassette des pCB-Leervektors abgebildet. Sie wird von 'left border' (LB)- und 'right border'
(RB)- Sequenzen flankiert und enthélt unter anderem die Sequenz des Bialaphos-Resistenz Gens
(BAR), welches den transformierten Pflanzen die Resistenz gegeniber dem Herbizid BASTA®
(Glufosinat-Ammonium, Bayer CropScience) vermittelt und somit als Selektionsmarker genutzt
werden kann. Das Konstrukt im unteren Teil der Abbildung enthalt zusatzlich die inserierte HIPP3-
CDS (gekoppelt mit dem konstitutiven viralen Promotor CaMV35S und einem dreifachen c-myc- und
einem sechsfachen His-Tag) und ist ansonsten identisch mit der oben abgebildeten
Transformationskassette. Das BAR Gen ist ebenfalls vorhanden und wurde lediglich aus Griinden der
Ubersichtlichkeit unten nicht abgebildet (siehe Aussparung durch Schréagstriche). Beide
Transformationskassetten konnten mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens in das pflanzliche Genom
inseriert werden. Die Verwendung der oberen Kassette diente der Herstellung der Kontroll-Linien
(Linie 186-78 und Linie 187-2), wahrend das untere Konstrukt eingesetzt wurde, um die 35S::HIPP3
Uberexpressionslinien (Linie 131-1 und Linie 133-5) zu generieren. P4 = vektoreigener forward Primer
'pCB for', P5 = vektoreigener reverse Primer 'pCB rev', P6 = insertspezischer reverse Primer 'HIPP3
revol'.
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Homozygote HIPP3-o0e Linien zeichnen sich in der gelelektrophoretischen Auftrennung durch
zwei ahnlich groRe PCR-Produkte aus. Das mit 1478bp etwas grof3ere Fragment entsteht
durch die Kombination der vektoreigenen Primer 'pCB for' und 'pCB rev'. Wird der
vektoreigene Primer 'pCB for' jedoch mit dem insertspezifischen Primer 'HIPP3 rev0l'
kombiniert, dann entsteht ein &hnlich grof3es Produkt mit einer Lange von 1398bp. In
homozygoten Leervektor-Kontrollinien wird mit den vektoreigenen Primern 'pCB for' und
'PCB rev' ein deutlich kleineres DNA-Fragment (173bp) gebildet. Da sich in der
Transformationskassette der Kontroll-Linien kein HIPP3-CDS Insert befindet, liefern PCR-
Analysen mit dem vektoreigenen Primer 'pCB for' zusammen mit dem insertspezifischen

Primer 'HIPP3 rev01l' in homozygoten Leervektorlinien kein Amplifikat (Daten nicht gezeigt).

6.3 Vergleich der HIPP3 Transkriptgehalte in den HIPP3-oe Linien und der hipp3-1 Mutante

Die Expression von HIPP3 wurde mittels quantitativer realtime-PCR in den Blattern der
knockdown Mutante (hipp3-1, Linie 28-23-74) und der beiden untersuchten 35S::HIPP3
Uberexpressionslinien (HIPP3-oe, Linie 131-1 und Linie 133-5) analysiert. Alle relativen
Expressionsanalysen erfolgten im Vergleich zu den HIPP3 Transkriptgehalten der
Leervektorkontrollen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 dargestelit.

Abbildung 24: Expression von HIPP3 in
der knockdown Mutante (Linie 28-23-74)
1000 und den beiden in der Arbeit
untersuchten HIPP3 Uberexpressions-
linien (Linie 131-1 und Linie 133-5) im
Vergleich zu den Leervektorkontrollen
(Linie 186-78 und Linie 187-2). Die HIPP3
Transkriptgehalte der untersuchten
Leervektorlinien sind untereinander sehr
ahnlich und zeigen auch zu Wildtyp Col-0
Pflanzen keine signifikanten Unterschiede.
Sie wurden zu einem Kontrollwert gemittelt

hipp3-1 und fur die Berechnung der relativen HIPP3
(Linie 28-23-74) Expressionslevel gleich 1 gesetzt (Verlauf
der X-Achse). Die Analyse der Daten
erfolgte in Bezug auf das Referenz-Gen
PP2AA3 anhand der Formeln von Pfaffl
0.1 % 2001. Statistischer Test: 'Pair wise fixed
reallocation randomization test' (Pfaffl et al.
2002); n=4; p < 0,05 (+), p £ 0,01 ().

*
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HIPP3-oe HIPP3-oe
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relatives HIPP3 Expressionslevel

Das Transkriptlevel von HIPP3 liegt in der hipp3-1 Mutante im Vergleich zur

Leervektorkontrolle (entspricht dem Wildtyp) nur noch bei etwa 19%. Allerdings sind in der

Mutante, bei der die T-DNA Insertionsstelle im Promotorbereich liegt, immer noch deutlich

HIPP3-Transkripte nachzuweisen. Es handelt sich somit bei der untersuchten T-DNA
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Insertionslinie um eine 'knockdown' Mutante. Die HIPP3 Expression in den Blattern der
beiden verwendeten Uberexpressionslinien ist etwa 170mal starker, als in der
Leervektorkontrolle. Die Bezeichnung 'Uberexpressionslinie’ trifft also auf beide Linien zu.

Uberexpression und knockdown von HIPP3

Die in der Arbeit verwendete Mutante hipp3-1 besitzt eine T-DNA Insertion im
5'-UTR Bereich des Gens. Es handelt sich um eine knockdown Mutante, bei der
die Expression von HIPP3 nur noch etwa 20% des Wildtyps betragt. In den beiden
untersuchten 35S::HIPP3 Uberexpressionslinien (HIPP3-oe) ist der Transkript-
gehalt von HIPP3 dagegen etwa 170fach erhoht.

7. Gene, die durch HIPP3 knockdown und Uberexpression differentiell reguliert

werden

Um Zielgene zu identifizieren, deren Genexpression durch die molekulare Funktion von
HIPP3 beeinflusst wird, sind Microarray-Analysen durchgefiihrt worden. Verglichen wurden
dabei die Transkriptprofile von reifen Blattern der knockdown Mutante hipp3-1 (Linie 28-23-
74) und der Uberexpressionslinie HIPP3-oe (Linie 133-5) jeweils mit der Leervektorkontrolle
(Linie 187-2) (siehe Kapitel 6). Es wurden jeweils drei unabhangige biologische Replikate
eingesetzt. Die Array-Analyse erfolgte mit dem Agilent Array (Arabidopsis (V4) Gene

Expression Microarry, 4x44K), der 43.803 Arabidopsis thaliana Gen-Sequenzen umfasst.

Die Tabellen der im Vergleich differentiell exprimierten Gene sind im Anhang gezeigt (Al und
A2). Es wurden nur solche Gene aufgenommen, die signifikante Verédnderungen im
Expressionslevel aufwiesen. Das heildt, dass sich fir die gelisteten Gene bei der
statistischen Analyse der jeweils drei unabh&ngigen Einzelexperimente mittels t-Test (Welch-

Test) als ,Aufnahmebedingung”“ ein p-Wert kleiner 0,05 ergeben musste.

Listen der differentiell exprimierten Gene:

hipp3-1 Mutante (Linie 28-23-74) vs. Leervektorkontrolle (Linie 187-2) Tabelle A1

HIPP3-oe Linie (Linie 133-5) vs. Leervektorkontrolle (Linie 187-2) Tabelle A2
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7.1 Uberblick tiber differentiell regulierte Gene

Die Abbildung 25 gibt einen Uberblick tiber die Array-Ergebnisse, wobei nur solche Gene
einbezogen wurden, die in den Proben im Vergleich zur Leervektorkontrolle mehr als
zweifach herauf und auf weniger als die Halfte herunter reguliert waren. In der knockdown
Mutante hipp3-1 zeigen nur 69 Gene eine differentielle Regulation, wobei 26 Gene hoch und
43 Gene herunter reguliert sind. Dagegen beeinflusst die Uberexpression von HIPP3 die
Expression von 404 Genen, wobei 199 Gene mehr als zweifach induziert, und 205 Gene
mehr als zweifach reprimiert werden. 24 dieser Gene werden sogar mehr als vierfach herauf

oder herunter reguliert (schraffierte Balkenbereiche).

250 7 bidirektionale Wirkung von HIPP3
hipp3-1 Mutante
. g 200 - (Linie 28-23-74)
<))
20 * 69 regulierte
= c 150 o Gene
o2
= hoch: 26 Gene
= 100 ~
g g, runter: 43 Gene
()
Expressionslevel
05 I 2
A > 4
Lo 50 - N <05
L c MR <025
c O
20 100
ot
(O} HIPP3-oe Linie
=9 150 ~ (Linie 133-5)
T >
N D e 404 regulierte
5: o 200 A Gene
250 4  hipp3-1 Mutante HIPP3-oe Linie hoch: 199 Gene
VS. VS. runter: 205 Gene
Leervektorkontrolle Leervektorkontrolle

Abbildung 25: Differentiell regulierte Gene in knockdown Mutante (hipp3-1) und 35S::HIPP3
Uberexpressionslinie (HIPP3-oe). Dargestellt ist die Anzahl der Gene, deren Expressionslevel in der
hipp3-1 Mutante (Linie 28-23-74) bzw. in der HIPP3-oe Linie (Linie 133-5) im Vergleich zur
Leervektorkontrolle (Linie 187-2) signifikant unterschiedlich sind (p-Wert kleiner 0,05). Die roten
Balken kennzeichnen die Gene deren Transkriptgehalte in hipp3-1 oder HIPP3-oe mindestens doppelt
so hoch sind, wie in der Kontroll-Linie (= 2). Gene, die in hipp3-1 oder HIPP3-0e mindestens viermal
so stark exprimiert werden (= 4), sind im rot schraffierten Bereich zusammengefasst. Alle im Vergleich
zur Kontroll-Linie herunter regulierten Gene (Transkriptgehalt weniger als halb so grof3, < 0,5) sind
hingegen in den beiden grinen Balken erfasst. Die griin schraffierten Bereiche kennzeichnen all die
Gene, deren Transkriptgehalte mindestens 4mal geringer sind als in der Leervektorkontrolle (£0,25).

Interessant ist, dass etwa gleich viele Gene herauf und herunter reguliert werden, was daftr

spricht, dass HIPP3 bidirektional, also sowohl induzierend als auch reprimierend wirken
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kann. Die geringen Unterschiede im Transkriptom der hipp3-1 Mutante zur
Leervektorkontrolle spiegeln wider, dass der HIPP3-Transkriptgehalt in der knockdown
Mutante nur um etwa 80% verringert vorliegt und wahrscheinlich immer noch funktionelles
HIPP3 Protein gebildet werden kann. Aufgrund der schwachen Unterschiede (die knockdown
Mutante zeigt auch im Gegensatz zu der im Kapitel 8 dargestellten Blihverzégerung der
Uberexpressionslinie keine phanotypischen Unterschiede) wurden im Weiteren nur die bei
deutlicher Uberexpression von HIPP3 differentiell exprimierten Gene der HIPP3-oe Linie
naher analysiert. In zuklnftigen Arbeiten zu HIPP3 soll zusatzlich eine mittlerweile
vorliegende 'knockout' Mutante untersucht werden, die eine T-DNA Insertion in der

kodierenden Sequenz tragt.

7.2 Funktionelle Einordnung der differentiell regulierten Gene

249 Gene der bei Uberexpression von HIPP3 insgesamt 404 differentiell regulierten Gene
konnten mit Hilfe des Mapman-Programms (http://mapman.gabipd.org/web/guest/mapman;

Thimm et al. 2004, Usadel et al. 2006) funktionellen Klassen zugeordnet werden.

N-Stoffwechsel [l M biotischer Stress

Lipid-
Stoffwechsel L Zellwand
Gioyso ™ mSgnt

Redox-Prozesse M [] Entwicklung
CHO-

0 Hormon-
Stoffwechsel

= Stoffwechsel
Zell-Organisation Il [J RNA-Processing
Metall- _
Homdostase u [l Signalwege

Protein-Targeting [l Il DNA

Transport Bl micro-RNAs

Abbildung 26: Funktionelle Einordnung der durch Uberexpression von HIPP3 differentiell
regulierten Gene. Die Zuordnung erfolgte mit dem Mapman Programm
(http://mapman.gabipd.org/web/guest/mapman). Rechts und links des Torten-Diagramms sind die von
Mapman verwendeten Bezeichnungen der funktionellen Klassen aufgelistet. Die Reihenfolge
entspricht dabei der im Uhrzeigersinn vergebenen Torten-Areale. (Beginn der Liste: 'biotischer Stress';
Abschluss der Liste: 'N-Stoffwechsel’).
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Fur 154 Gene wurde die Funktion durch Mapman nicht eindeutig zugeordnet. Das Ergebnis
der funktionellen Analysen ist in Abbildung 26 dargestellt. Die Uberexpression von HIPP3
fuhrt zu einer Veranderung der Expression von Genen, die bestimmten funktionellen Klassen
zugeordnet werden konnen. 14% der 249 analysierten Gene werden von Mapman dem
Funktionsbereich ,biotischer Stress“ zugeordnet. Dariber hinaus werden 6% dem Bereich
LZellwand® und 6% dem Bereich ,Sekundarmetabolismus® zugeordnet. Beide funktionellen
Kategorien sind auch mit biotischem Stress assoziiert. Insgesamt werden diesen drei
Funktionsbereichen 26% (65 Gene) aller regulierten und eindeutig funktionell
klassifizierbaren Gene durch Mapman zugeordnet. 13% der Gene werden von Mapman dem
Funktionsbereich ,Entwicklungsprozesse® und 32% aller regulierten und eindeutig funktionell
klassifizierbaren Gene werden ,regulatorischen® Funktionen zugeordnet (Hormone (5%),
Regulationsprozesse auf RNA- (12%) und DNA- (2%) Ebene, ,Signalwege“ (12%) und
micro-RNAs (1%)). Dartber hinaus sind 23% aller regulierten und funktionell
klassifizierbaren Gene den Bereichen ,Protein-Targeting“ (12%) und ,Transportvorgange*
(11%) zuzuordnen. Eine geringe Anzahl von Genen ist mit weiteren Funktionsklassen

assoziiert und wurde in der Abbildung 26 unter ,sonstige” zusammengefasst.

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Uberexpression von HIPP3 einen deutlichen
(direkten oder indirekten) Effekt auf die Expression von Genen hat, die funktionell in
Entwicklungsvorgange, Transportprozesse und biotische Stressantworten involviert sind. Der
groRe Anteil von Genen, die regulatorischen Prozessen zuzuordnen sind, weist dartber
hinaus darauf hin, dass HIPP3 ein Protein kodiert, welches in regulatorische Prozesse

involviert ist.

7.3 Detaillierte Analyse der 100 am starksten differentiell regulierten Gene

Das Mapman-Programm kann nur eine begrenzte funktionelle Zuordnung der Gene leisten.
Deswegen wurde versucht, dariiber hinaus fir die 'TOP-100' regulierten Gene (das sind die
100 Gene, die in der vergleichenden Array-Analyse am starksten differentiell reguliert sind)
eine Zuordnung zu biologischen Prozessen anhand von funktionalen Daten, die in
publizierten Datenbanken vorliegen (NCBI; Gene; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) zu erzielen.
Bei dieser, in Abbildung 27 zusammengefassten, Analyse wurde auch erfasst, unter welchen
Bedingungen diese Gene exprimiert werden (Genevestigator, 'conditions search tools,
samples', https://www.genevestigator.com/gv/user/gvLogin.jsp), wobei fur die meisten Gene
mehrere unterschiedliche Bedingungen zu einer deutlichen Regulation fuhren. Interessant
ist, dass 53% der bei Uberexpression von HIPP3 'TOP-100' regulierten Gene entweder

anhand der zu diesem Gen publizierten Daten oder anhand ihrer Expressionsmuster
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(Genevestigator;  https://www.genevestigator.com/gv/user/gvLogin.jsp) Prozessen der
Pathogenantwort zugeordnet werden konnen. Einige Gene sind auch Prozessen der
Zellwand- Biogenese und -Dynamik zuzuordnen. Es fallt weiter auf, dass viele dieser Gene
bei der Blitenbildung, Samenentwicklung und/oder bei abiotischem Stress eine Rolle
spielen. Weiterhin werden viele dieser Gene bei Eisen- und Schwefelmangel reguliert. Eine
grof3e Zahl dieser Gene wird auf3erdem durch die Transkriptionsfaktoren LEAFYCOT/LEC2
und/oder LEAFY reguliert, die bei der Samenentwicklung und der Bllutenbildung eine zentrale
Rolle spielen (Stone et al. 2001, Moyroud et al. 2010). Diese Auflistung zeigt schon, dass
viele der in der 35S::HIPP3 Uberexpressionslinie (HIPP3-oe) differentiell regulierten Gene
Uberlappende Funktionen und Expressionsmuster haben. So sind in der 'TOP-100'
Gengruppe von den 53 der Pathogenantwort zuzuordnenden Genenen 21 auch mit der
Blutenbildung oder der Samenentwicklung assoziiert. Diese Ergebnisse weisen auf eine
regulatorische Funktion von HIPP3 bei verschiedenen pflanzlichen Entwicklungs- und

Pathogen- abhangigen Prozessen hin.

80 -

70>

60

biotischer Stress

50 =

abiotischer Stress

40 -

Samenentwicklung

Blutenbildung

304

LEAFYCOT

Eisenmangel
Schwefel- und Phosphatmangel

207

Zellwand

Anteil der in die biologischen Prozesse involvierten
Gene innerhalb der 'Top 100" Gengruppe [%]

biologischer Prozess

Abbildung 27: Detaillierte funktionelle Zuordnung der 'TOP 100' differentiell regulierten Gene.
Die Zuordnung der 100 in der vergleichenden Array-Analyse am stéarksten differentiell regulierten
Gene zu biologischen Prozessen basiert auf Informationen aus publizierten Datenbanken. Diese in
silico Analysen stitzen sich auf Daten zu bereits vorliegenden funktionellen Klassifizierungen (NCBI;
Gene http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und publizierten Expressionsdaten (Genevestigator, 'conditions
search tools, samples’, https://www.genevestigator.com/gv/user/gvLogin.jsp). Fur die meisten dieser
Gene kdnnen mehrere, unterschiedliche Bedingungen zu einer deutlichen Regulation fiihren. Diese
Gene sind deswegen mehreren Kategorien zuzuordnen.
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7.4 Detaillierte Charakterisierung der am starksten regulierten Gene und Verifizierung der
Expressionsunterschiede mittels quantitativer realtime-PCR

In Tabelle 2 werden die bei der Array-Analyse in der HIPP3-oe Linie 133-5 im Vergleich zur
Leervektorkontrolle am starksten regulierten Gene anhand bekannter Expressionsdaten
(Genevestigator;  https://www.genevestigator.com/gv/user/gvLogin.jsp) und bekannter
funktioneller Zuordnungen (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/; Literaturdaten) né&her
charakterisiert. Generell spiegelt diese Zusammenstellung wider, dass die HIPP3
Uberexpression insbesondere Gene, die an der Pathogenantwort beteiligt sind, die bei
Samen- und Blitenbildung eine Rolle spielen, die bei Eisen- und Schwefelmangel und
abiotischen Stressfaktoren induziert sind und die unter Kontrolle von Regulatoren wie
LEAFYCOT/LEC2 und LEAFY stehen, beeinflusst. Die in der Array-Analyse erhaltenen
Daten wurden fir einige der in Tabelle 2 gelisteten Gene mittels quantitativer realtime-PCR
Uberprift. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 28 dargestellt. Die Expressionsanalysen

bestatigen die im Vergleich zur Kontrolle differentielle Expression der untersuchten Gene.
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Abbildung 28: Validierung der Expressionsdaten der in der vergleichenden Array-Analyse
(HIPP3-0e vs. Leervektorkontrolle) am starksten differentiell regulierten Gene mittels
quantitativer realtime-PCR (vergleiche Tabelle 2). Das Expressionslevel der gelisteten Gene wurde
relativ zur Leervektorkontrolle mittels quantitativer realtime-PCR bestimmt. Dargestellt ist die
Veranderung in der HIPP3-oe Linie relativ zur Leervektorkontrolle. Die Analyse der Daten erfolgte in
Bezug auf das Referenzgen PP2AA3 anhand der Formeln von Pfaffl 2001. Statistischer Test: 'Pair
wise fixed reallocation randomization test' (Pfaffl et al., 2002); n=3; p < 0,05 (), p < 0,01 (»). Neben
den Ergebnissen der quantitativen realtime-PCR (RTQ-Daten, in rot) sind auch die entsprechenden
Daten aus der Micoarray-Analyse (Array-Daten, in griin) dargestellt.
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Tabelle 2 (Teil I): Auflistung der in der HIPP3-oe Linie im Vergleich zur Leervektorkontrolle am
starksten regulierten Gene. Dargestellt sind: AGI-Code; Gen-Name; Bedingungen, unter denen das
jeweilige Gen laut Genevestigator reguliert ist (fettgedruckte Bedingungen: besonders starke

Regulation); funktionelle Zuordnung der Gene (nach Genevestigator, NCBI und Literaturdaten);

Literaturquellen und log2-Wert (Ifc) der differentiellen Regulation. Hoch regulierte Gene wurden rot

und herunter regulierte Gene blau unterlegt.
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Tabelle 2 (Teil 1l): Auflistung der in der HIPP3-0e Linie im Vergleich zur Leervektorkontrolle am

starksten regulierten Gene. Dargestellt sind: AGI-Code; Gen-Name; Bedingungen, unter denen das
jeweilige Gen laut Genevestigator reguliert ist (fettgedruckte Bedingungen: besonders starke

Regulation); funktionelle Zuordnung der Gene (nach Genevestigator, NCBI und Literaturdaten);

Literaturquellen und log2-Wert (Ifc) der differentiellen Regulation. Hoch regulierte Gene wurden rot

und herunter regulierte Gene blau unterlegt.
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Tabelle 2 (Teil Ill): Auflistung der in der HIPP3-o0e Linie im Vergleich zur Leervektorkontrolle am

starksten regulierten Gene. Dargestellt sind: AGI-Code; Gen-Name; Bedingungen, unter denen das
jeweilige Gen laut Genevestigator reguliert ist (fettgedruckte Bedingungen: besonders starke

Regulation); funktionelle Zuordnung der Gene (nach Genevestigator, NCBI und Literaturdaten);

Literaturquellen und log2-Wert (Ifc) der differentiellen Regulation. Hoch regulierte Gene wurden rot

und herunter regulierte Gene blau unterlegt.
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Tabelle 2 (Teil IV): Auflistung der in der HIPP3-0e Linie im Vergleich zur Leervektorkontrolle am

starksten regulierten Gene. Dargestellt sind: AGI-Code; Gen-Name; Bedingungen, unter denen das

besonders starke

Regulation); funktionelle Zuordnung der Gene (nach Genevestigator, NCBI und Literaturdaten);

jeweilige Gen laut Genevestigator reguliert ist (fettgedruckte Bedingungen:

Literaturquellen und log2-Wert (Ifc) der differentiellen Regulation. Hoch regulierte Gene wurden rot

und herunter regulierte Gene blau unterlegt.
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7.5 Co-Expressionsanalyse der am starksten regulierten Gene

Die in der Tabelle 2 aufgelisteten Gene wurden unter Verwendung von Genevestigator
(Perturbation-Tool; https://www.genevestigator.com/gv/user/gvLogin.jsp) einer Co-
Expressionsanalyse unterzogen. Das dabei gewonnene Datenset ist fur die hoch regulierten
Gene in Abbildung 29 und fur die herunter regulierten Gene in Abbildung 30 dargestellt.
Einige, der in Tabelle 2 gelisteten Gene (hoch regulierte Gene: At4g11911, Atlg73325,
At2g41810, At5g41315 At2g19970 und At2g45080; herunter regulierte Gene: At1g19960,
At1g02230 und At5956368), wurden von Genevestigator aufgrund fehlender Daten nicht mit
einbezogen.

Fold-Change (=0 (=8 C= = = I = T = I T = T = I I = = =]
. o 7 o - olMNS-roROoR®OT ~ © O ® =
Dec YOOI -ONNE® 2 5 3
_ i SEEPEIEBSESRERE §ofn 3
down-regulated up-regulated oDl D0 DD OO DD O D O s (__) ¢ 3
Arabldopsis thall 1 . JeeIIIgSINSLBLE 7 oze s
psis thaliana (13 pertubations) Zl|Z|s s s s <<<<< S 2& iE
padé [ coil -...-..-.--... 469 3148  0.002
padé / pad2 ....-....-...- 419 2189 0.004
padé / Col-0 -............ 397 1848 0.005
high RIFR + MeJA (2h) / high RIFR (2h) .. - - ..... 262 640 <0.001
P.syringae pv.tomato study 3 (Dc3000) / mock inoculated leaf samples (24h) ... . ......- 168 329 0.007
low RIFR + MeJA (2h) / low RIFR (2h) ....-......... 161 340 0.007
atcesA4 / atcesA4 het. -. ..-..-..-... 133 258 0.006
sid2 / coit .....- ...... 129 247 <0.001
gai/ penta € .- . . . 401 -201 <0.001
hyl1-2/ Col-0 ..... -. .. 401 201 0.002
arf6-2 arf8-3/ Col € [ ] | ..- ... 470 338 0.006
sid2 / padd . 340 -1261  0.009
arf6-2 arf8-3/ Col € . .. 406 1719 <0.001
13 of 2344 pertubations fulfilled filter criteria (filter values for At5g38130) created with GENEVESTIGATOR

Abbildung 29: Co-Expressionsanalyse der in der HIPP3-o0e Linie am stérksten hoch regulierten
Gene (siehe Tabelle 2). HIPP3 (At5g60800) ist zum Vergleich ebenfalls dargestellt (AGI-Code rot
hervorgehoben). Mit Hilfe von Genevestigator wurden unterschiedliche Expressionslevel durch
unterschiedliche Farben reprasentiert und in Form einer ,Heat Map“ dargestellt. Rote K&stchen
kennzeichnen zunehmende Expressionslevel, grine Kéastchen hingegen zeigen abfallende
Expressionslevel an. Als Vergleichsbasis wurde die differentielle Expression von At5938130
(eingerahmt) mit den rechts gelisteten Daten gewahilt.

Die in der HIPP3-o0e Linie am starksten differentiell regulierten Gene zeigen bei einer Reihe
von publizierten Array-Analysen ein kohdrentes Expressionsmuster. Die herausgefilterten
Ergebnisse der komplexen Co-Expressionsanalysen, die auf der Basis von 2344
Datensatzen erstellt wurden, sind in den Tabellen 3A und 3B zusammenfassend dargestellt
(Tabelle 3A: in der HIPP3-0e Linie hoch regulierte Gene; Tabelle 3B: in der HIPP3-oe Linie
herunter regulierte Gene). Gene, die bei Uberexpression von HIPP3 am starksten hoch
reguliert sind, werden Ubereinstimmend induziert, wenn der Salicylatweg der
Pathogenantwort durch Mutation beteiligter Komponenten inhibiert wird (PAD4, SID2;

Wiermer et al. 2005, Glazebrook et al. 2003) oder wenn der Jasmonatweg durch Zugabe von
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Methyljasmonat induziert wird, aber auch, wenn die Pflanzen direkt mit dem hemibiotrophen
Pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato behandelt werden und wenn durch Mutation
von spezifischen Cellulose Synthasen (AtCESA4) die Bildung der sekundaren Zellwand
inhibiert wird (Betancur et al. 2010).

Dagegen werden die gleichen, in der Uberexpressionslinie von HIPP3 (HIPP3-oe Linie) hoch
regulierten Gene, Ubereinstimmend reprimiert, wenn DELLA abhangige Gibberellinséure-
Sighalwege beeinflusst werden, die die Samen- und Blitenbildung regulieren (Hauvermale et
al. 2012), wenn Auxin abh&ngige Signalwege inaktiviert werden, die ebenfalls die Samen-
und Blitenbildung steuern (Nagpal et al. 2005) und wenn miRNA abh&ngige Signalwege der
Samenentwicklung und Stamen-Entwicklung durch Mutation von HYPONASTIC LEAVES1
(HYL1) gestort werden (Duarte et al. 2013, Lian et al. 2013). Ebenfalls herunter reguliert sind
diese Gene in sid2 knockout Linien im Vergleich zu pad4 knockout Linien (beides sind

Komponenten des Salicylsaure-Signalweges, Glazebrook et al. 2003).

zeigen ahnliche Expressionsmuster bei relevant fiir folgende biologische

folgenden Bedingungen:

Prozesse:

/\

pad4 knockout (pad4 k.o. vs. coit k.o.;
pad4 k.o. vs. pad2 k.o.; pad4 k.o. vs. Col-0)

Pathogenantwort: PAD4-abhangiger Salicyl-
saure-Signalweg inhibiert

| in der HIPP3-oe Linie hoch regulierte Gene

<

sid2 knockout (sid2 k.o. vs. coit k.o.) Pathogenantwort: SID2-abhangiger Salicyl-
saure-Signalweg inhibiert
=
é P. syringae pv. tomato -Behandlung Pathogenantwort
=
'8 Methyljasmonat -Behandlung (bei unter- Pathogenantwort: Jasmonsaure-Signalweg
| | schiedlichen Lichtbedingungen) aktiviert
atcesA4 knockout Bildung der sekundaren Zellwand:
—= Cellulose-Synthese inhibiert
— | gai knockout (gai k.o. vs. penta k.o. [alle Samen- und Bliitenbildung: DELLA ab-
DELLA Gene mutiert]) hangige Gibberellinsaure-Signalwege
beeinflusst
5
g arf6-2 arf8-3 double knockout Samen- und Bliitenbildung: ARF-TF ab-
@ | | (arf6-2 arf8-3 vs. Col-0) hangige Auxin-Signalwege inhibiert
o
[
| | hyl1-2 knockout (hyl1-2 k.o. vs. Col-0) Samenentwicklung: miRNA abhangige
Signalwege inhibiert

sid2 knockout (sid2 k.o. vs. pad4 k.o.)

Pathogenantwort: Modulation von Salicyl-
saure -Signalweg-Komponenten

Tabelle 3A: Zusammenfassung der Co-Expressionsanalysen der Gene, die in der HIPP3-oe
Linie hoch reguliert werden. Rot unterlegt sind die Bedingungen bzw. biologischen Prozesse, bei
denen die Gene dieser Gruppe gleichermalRen induziert werden. Die griin unterlegten Bereiche zeigen
hingegen Bedingungen an, bei denen die in der HIPP3-oe Linie hoch regulierten Gene
Ubereinstimmend reprimiert werden.
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salicylic acid study 3 / mock treated seedlings

salicylic acid study 11 (JC66) / mock treated seedling samples (JC66)

Bl At3g22231

Fold-Change oo © © © oo oo o =

4.0 2.0 1.0 2.0 4.0 S R = s Ss NE S 5 B s

VI ONSOSNOVWOANOWS § §5 g

down-regulated up-regulated %’) ‘E‘, ‘g’ ‘g, g., g’ g’ % % % x 5 73 g Y
——— : g odeddC e B 38 t8
Arabidopsis thaliana (44 pertubations) e s S P& i

salicylic acid study 11 (dsr1) / mock treated seedling samples (dsr1)

N depletion (Col-0) / Seedlings grown under N-replete condition (Col-0)
P.syringae pv. maculicola (Col-0) / mock treated leaf samples (Col-0)
immutans / Col-1

salicylic acid study 4 (Kin-0) / silwet L77 treated Kin-0 leaf samples (4h)

P.syringae pv. phaseolicola (24h) / mock inoculated leaf les (24h)

ozone study 3 (Col-0) / fresh air treated leaf samples (Col-0)

G. orontii study 6 (Col-0) / d rosette leaf les (Col-0)

G. orontii study 6 (Col-0) / d rosette leaf

ples (Col-0)
salicylic acid study 8 (Col-0) / mock treated seedling samples (Col-0)
dicamba (10h) / H,0 treated seedling samples (10h)

salicylic acid study 4 (Tsu-1) / silwet L77 treated Tsu-1 leaf samples (4h) 3.38 10.55 <0.001
shift to pH 4.6 (LZ4) / mock treated root samples (LZ4)
met 1-1/Ws ﬂ

camta1-2 camta2-1 camta3-1/ Col-0

E. cich um (pmr4-1) / inf d pmr4-1

axr1-12/ Col-0 250 565 <0.001
low nitrogen / high nitrogen treated rosette samples
camta2-1 camta3-1/ Col-0

genotoxic study 2 (late) / untreated root samples (late) 2.10 421 <0.001
vtc 11/ Col-0 §) 1.88 365 <0.001
benzothiadiazole study 2 / mock treated rosette tissue samples (mil4oe) 1.72 3.38 <0.001
tga2-1 tga3-1 tga5-1 tga6-1 / Col-0 ﬂ -2.33  -5.01 <0.001
high nitrogen (Col-0) / low nitrogen study 2 (Col-0) -242 -5.26 <0.001
high light study 7 /AtWRKY63 OE1) / untreated leaf samples (AtWRKY63 OE1)
tbf1 / Col-0 €9

sid2-2/ Col-0 §)

-248 -5.69 <0.001
-2.58 -5.88 <0.001
-289 -7.51 <0.001
sid2-2 / Col-0 ﬂ -3.00 -8.10 <0.001
Se-0 / Mir-0/Se-0 -3.26 -9.57 <0.001
Mir-0 / Mir-0/Se-0 -3.26 -9.57 <0.001
eds 16-1/Col-0 §) -3.75 -13.70 <0.001
BL/H,BO, (2d) / untreated cell culture samples -4.46 -21.97 <0.001
BL/H,BO, (4d) / untreated cell culture samples -5.15 -35.58 <0.001
BL/H,BO, (6d) / untreated cell culture samples -5.22 -37.18 <0.001

BL/H,BO; (10d) / untreated cell culture samples -5.22 -37.28 <0.001

sid2 / pad2 -5.19 -37.44 <0.001
npr1-1/ein2 -5.57 -42.63 <0.001
npr1-1/Col-0 -5.74 -47.24 <0.001
sid2 / ein2 -5.70 -52.84 <0.001
npri-1/ coil -6.03 -57.73 <0.001
sid2/ Col-0 €) -5,87 -58.55 <0.001
sid2 / coil -6.16 -71.56 <0.001
44 of 2344 pertubations fulfilled filter criteria (filter values for At3g28510) created with GENEVESTIGATOR

Abbildung 30: Co-Expressionsanalyse der in der HIPP3-0e Linie am stérksten herunter
regulierten Gene (siehe Tabelle 2). HIPP3 (At5g60800) ist zum Vergleich ebenfalls dargestellt (AGI-
Code rot hervorgehoben). Mit Hilfe von Genevestigator wurden unterschiedliche Expressionslevel
durch unterschiedliche Farben reprasentiert und in Form einer ,Heat Map* dargestellt. Rote Kastchen
kennzeichnen zunehmende Expressionslevel, grine Kaéastchen hingegen zeigen abfallende
Expressionslevel an. Als Vergleichsbasis wurde die differentielle Expression von At3g28510
(eingerahmt) mit den rechts gelisteten Daten gewahlt.
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zeigen ahnliche Expressionsmuster bei

folgenden Bedingungen:

relevant fiir folgende biologische
Prozesse:

in der HIPP3-oe Linie herunter regulierte Gene

Salicylsaure -Behandlung

Pathogenantwort: Salicylsaure-Signalweg
aktiviert

P. syringae pv. maculicola -Behandlung Pathogenantwort
P. syringae pv. phaseolica -Behandlung Pathogenantwort
E. cichoracearum -Behandlung Pathogenantwort (Mehltau Pilz)
G. orontii -Behandlung Pathogenantwort (Mehltau Pilz)
Stickstoff-Mangelbedingungen Stickstoff-Verfiigbarkeit reduziert
g immutans (Oxidase Mutante) Chloroplastenentwicklung gestort
2
x
= Ozon -Behandlung oxidativer Stress: Bildung von ROS
=
met1-1 knockout (met1-1 k.o. vs. Ws) epigenetische Kontrolle: Methyltranferase
abhangige Entwicklungsprozesse gestort
axr1-12 knockout (axr1-12 k.o vs. Col-0) Entwicklungsprozesse: AXR1 abhangige
Auxin-Signalwege inhibiert
Dicamba -Behandlung (Herbizid) Auxin abhangige Signalwege gestort
camta knockout (camta k.o. vs. Col-0) Trockenstressantwort: CAMTA-TF abhangige
— abiotische Stressreaktionen inhibiert
— | tbf1 knockout (tbf1 k.o. vs. Col-0) Pathogenantwort: TBF1-TF abhangiger
Salicylsaure-Signalweg inhibiert
sid2 knockout (sid2 k.o. vs. pad2 k.o.; Pathogenantwort: SID2 abhangiger Salicyl-
sid2 k.o. vs. ein2 k.o.; sid2 k.o. vs. coit k.o.; saure-Signalweg inhibiert
g sid2 k.o. vs. Col-0)
‘B
3| | eds? 6-2 knockout (eds1 6-2 k.o. vs. Col-0) | Pathogenantwort: EDS1 abhangiger Salicyl-
s saure-Signalweg inhibiert
[
(4
npr1 knockout (npr1 k.o. vs. coil k.o.; Pathogenantwort: NPR1 abhangiger Salicyl-
npr1 k.o. vs. Col-0) saure-Signalweg inhibiert
Starklicht-Bedingungen (A{WRKY63-oe) abiotische Stressantwort: AAWRKY63-TF
abhangiger Starklicht-Signalweg aktiviert

\/ Brassinolid -Behandlung (BL/H,BO,)

Brassinosteroid-Signalwege beeinflusst

Tabelle 3B: Zusammenfassung der Co-Expressionsanalysen der Gene, die in der HIPP3-oe
Linie herunter reguliert werden. Rot unterlegt sind die Bedingungen bzw. biologischen Prozesse,
bei denen die Gene dieser Gruppe gleichermaf3en induziert werden. Die griin unterlegten Bereiche
zeigen hingegen Bedingungen an, bei denen die in der HIPP3-oe Linie hoch regulierten Gene
Ubereinstimmend reprimiert werden.

Bei Betrachtung der Gene, die in der HIPP3-oe Linie im Vergleich zur Leervektorkontrolle
deutlich herunter reguliert sind (siehe Tabelle 2), zeigt sich ein eher gegenlaufiges Bild.

Diese Gene werden bis auf eine Ausnahme (ATEXPAS; At2g40610) dann einheitlich
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induziert, wenn der Salicylsaure-Signalweg der Pathogenantwort durch Zugabe von Salicylat

aktiviert wurde und wenn die Pflanzen mit verschiedenen Pathogenen behandelt wurden.

Sie werden fast alle auch unter Stickstoff- Mangelbedingungen, in der immutans-Mutante
(Aluru et al. 2006), nach Ozon-Behandlung und in der metl-1 Mutante, bei der die
epigenetische Kontrolle von Entwicklungsprozessen beeinflusst ist (Kankel et al. 2003), hoch
reguliert. Ebenfalls induziert werden sie, wenn Auxin abhangige Signalwege gestort werden
(Timpte et al. 1995) oder in Mutanten der fur abiotische Stressreaktionen wichtigen CAMTA
Transkriptionsfaktoren (Kim et al. 2013, Pandey et al. 2013).

GleichermafRen herunter reguliert sind diese Gene in Starklicht behandelten
Uberexpressionslinien des Transkriptinsfaktors WRKY63, nach Brassinosteroid-Behandlung
und in Mutanten, bei denen verschiedene Schritte des Salicylsaure-Signalwegs inhibiert sind
(in tbf1-Mutanten, sid2-Mutanten, eds1-Mutanten und nprl-Mutanten, Pajerowska-Mukhtar et
al. 2012, Pajerowska-Mukhtar et al. 2013).

Die Ubereinstimmenden Expressionsmuster der durch die Uberexpression von HIPP3
beeinflussten Gene legen nahe, dass HIPP3 eine regulatorische Funktion bei der Salicylat
abhangigen Pathogenantwort, sowie in Signhalwegen der Bliten- und Samenentwicklung und
bei abiotischen Stressreaktionen hat. Ein Modell, das auf der Basis dieser und weiterer
Ergebnisse einen Erklarungsvorschlag fur die funktionelle Einordnung von HIPP3 in diese

Prozesse liefert, wird in der zusammenfassenden Diskussion (Abbildung 32) vorgestellt

Uberexpression von HIPP3 beeinflusst die Expression von spezifischen

Genklassen (Teil I)
Die Uberexpression von HIPP3 bewirkt eine deutliche Veranderung im Expressions-
muster von Arabidopsis thaliana. Etwa 400 Gene sind im Vergleich zur Leervektor-
kontrolle deutlich herauf- oder herunter reguliert. Interessant ist, dass die Uber-
expression von HIPP3 etwa gleichermallen eine Induktion wie auch eine
Reprimierung von Genen zur Folge hat, was auf eine bidirektionale regulatorische
Wirkung hinweist.
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Uberexpression von HIPP3 beeinflusst die Expression von spezifischen
Genklassen (Teil Il)

Ein hoher Prozentsatz der differentiell regulierten Gene ist den funktionellen
Klassen Pathogenantwort, Entwicklungsprozesse, regulatorische Prozesse und
Transportvorgange zuzuordnen, was eine Beteiligung von HIPP3 an der Regulation
dieser Prozesse nahe legt. Eine detaillierte Datenbankrecherche zu den 100 am
starksten differentiell regulierten Genen untermauert diesen Befund. Sie belegt,
dass viele dieser in der HIPP3-oe Linie differentiell regulierten Gene mit biotischem
aber auch abiotischem Stress, mit der Samen- und Blitenentwicklung und Eisen-,
Schwefel- und Phosphatmangel assoziiert sind. AuRerdem werden viele dieser
Gene in Abhangigkeit der Transkriptionsfaktoren LEAFYCOT/LEC2 und LEAFY
reguliert. Es zeigt sich auch, dass viele der Gene jeweils mit mehreren der

genannten Prozesse assoziiert sind.

Eine Co-Expressionsanalyse der Gene, die bei Uberexpression von HIPP3 am
starksten differentiell reguliert werden, belegt ein koharentes Expressionsverhalten,
das auf eine inhibitorische Wirkung von HIPP3 auf die Uber PAD4 regulierte
Salicylat abhangige Pathogenantwort und auf eine Interaktion mit Prozessen der
Samen- und Blatenentwicklung und pflanzlicher Stressantworten hindeutet.
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8. Die Uberexpression von HIPP3 bewirkt eine verzogerte Entwicklung der Infloreszenz

Um einen moglichen Einfluss von HIPP3 auf die Entwicklung von Arabidopsis thaliana zu
untersuchen, wurden Wildtyppflanzen (Col-0), zwei pCB Leervektor-Kontrolllinien (Linie 186-
78 und Linie 187-2), die hipp3-1 knockdown Mutante (Linie 28-23-74) und die beiden
Uberexpressionslinien (Linie 131-1 und Linie 133-5) unter standardisierten Bedingungen in
einer Klimakammer kultiviert und die Entwicklungsverlaufe phanotypisch dokumentiert. Nur
die Uberexpressionslinien von HIPP3 (HIPP3-oe) zeigten unter diesen Bedingungen eine
Abweichung vom normalen Entwicklungsverlauf, namlich eine zeitlich verzégerte Ausbildung
des Bliutenstandes. Die phanotypischen Unterschiede der HIPP3-oe Linien sind in Abbildung
30 im Vergleich zu den Leervektorkontrollen exemplarisch dargestellt. In drei unabhéngigen
Experimenten wurden jeweils 100 Pflanzen unter standardisierten Langtagbedingungen (14h
Licht [100pE/m2s] bei 23°C, 10h Dunkelheit bei 18°C und einer konstanten Luftfeuchtigkeit
von 60%) in einer Klimakammer angezogen. Unter diesen Bedingungen ist die Ausbildung
der Infloreszenz in den Leervektorkontrollen (Linie 186-78 und Linie 187-2) mit bloRem Auge
bei den ersten Pflanzen ca.43 Tage nach der Aussaat zu erkennen. Der Tag, an dem die
ersten Pflanzen erkennbare Infloreszenzen aufwiesen, wurde im Diagramm von Abbildung
30 als Tag 1 bezeichnet. Aufgetragen wurde an diesem Tag und den Folgetagen jeweils der
prozentuale Anteil der Pflanzen, bei denen die Infloreszenz bereits sichtbar war. Die Grafik
zeigt, dass die Bluhinduktion der HIPP3-o0e Linien (Linie 131-1 und Linie 133-5), im Vergleich
zu den Leervektorkontrollen (Linie 186-78 und Linie 187-2), deutlich verzogert stattfindet.
Dies wird auch durch die im unteren Teil von Abbildung 30 dargestellten Bilder von
reprasentativen Pflanzen der pCB Leervektorlinie 187-2 und der HIPP3-oe Linie 133-5
dokumentiert. Die untersuchten Pflanzen der beiden HIPP3-oe Linien wiesen zu Beginn der
Blutenbildung zudem erkennbar mehr Rosettenblatter auf als die Kontrollpflanzen der beiden
Leervektorlinien. Wahrend die Pflanzen der Leervektorkontrollen zum Zeitpunkt der
beginnenden Blutenbildung im Durchschnitt 22 Rosettenblatter hatten, wurden bei den

Pflanzen der HIPP3-o0e Linien im Durschnitt 26 Rosettenblatter gezahlt.

Verzdgerte Entwicklung der Infloreszenz bei Uberexpression von HIPP3

Die Ausbildung der Infloreszenz ist in Pflanzen, die HIPP3 Gberexprimieren, deutlich
verzogert. Dies weist auf eine Beteiligung von HIPP3 an der Regulation der
BlUhinduktion hin.
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Abbildung 31: Verzdgerte Ausbildung der Infloreszenz in den untersuchten HIPP3-oe Linien.
Der prozentuale Anteil der Pflanzen der Leervektor-Kontrolllinien (Linie 186-78 und Linie 187-2) und
der HIPP3-oe Linien (Linie 131-1 und Linie 133-5) mit sichtbarer Infloreszenz wurde in drei
unabhangigen Experimenten von dem Tag an, als die ersten Infloreszenzen zu erkennen waren (als
Tag 1 bezeichnet), dokumentiert. Unten sind zu drei Zeitpunkten (Tag 1, Tag 5 und Tag 9)
reprasentative Pflanzen der Leervektorkontrollen und der HIPP3-oe Linien dargestellt. Sowohl die
Grafik als auch die Fotos der Pflanzen belegen, dass die Bluhinduktion der HIPP3-oe Linien im
Vergleich zu den Leervektorkontrollen deutlich verzégert stattfindet.
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V DISKUSSION

1. HIPP3 ist ein isoprenyliertes Protein, das Zink bindet und im Zellkern lokalisiert ist

Alle Proteine der nur in Gefal3pflanzen vorkommenden HIPP-Familie besitzen per Definition
ein C-terminales Isoprenylierungsmotiv und mindestens eine Schwermetallbindedoméne
(HMA-Domane) (Dykema et al. 1999, Barth et al. 2009). HIPP3 zeichnet sich dadurch aus,
dass es insgesamt zwei HMA-Doménen mit dem darin enthaltenen fur die
Schwermetallbindung essentiellen M/L/IXCxxC [M: Methionin, L: Leucin, I: Isoleucin, C:
Cystein, x: beliebige Aminosaure] Motiv besitzt. Ein mit der ePlant Plattform
(http://bar.utoronto.ca/eplant/) errechnetes HIPP3 Proteinmodell zeigt eine exponierte Lage
der beiden Metallbindestellen an zwei gegeniberliegenden Positionen (Abbildung 6). Diese
exponierte Lage des Metalls kénnte auf Interaktionen von HIPP3 mit anderen Proteinen
hindeuten, bei denen das gebundene Schwermetall entweder Ubergeben wird, oder aber an
der Interaktion beteiligt ist. Proteine mit HMA-Domanen sind bekannt als Metall-Transport-
Proteine und Metallchaperone, die Metalle zu einem Zielprotein bringen kénnen, mit dem sie
interagieren (Tehseen et al. 2010). Bekannte Beispiele sind die Cu, Zn oder Cd
transportierenden HMA-ATPasen (Wong und Cobbett 2009, Mikkelsen et al. 2012) und
Metallchaperone wie ATX1, die zuerst in Hefe und dann auch in vielen anderen Organismen
gefunden wurden (z.B. Puig et al. 2007, Himelblau et al. 1998). Die Analyse der an in E. coli
exprimiertem HIPP3 gebundenen Metalle spricht fur eine spezifische Bindung von Zink
(Abbildung 13). Wenn die zentralen Cysteine der beiden Schwermetallbindedomé&nen von
HIPP3 durch Glycine ersetzt werden, kommt es folgerichtig nicht zur Bindung von Zink. Zink
ist ein essentielles Element fiir alle Lebewesen und liegt in biologischen Systemen oxidiert
als Zn(ll) vor. Zink fungiert als katalytischer oder struktureller Cofaktor vieler Proteine. Dazu
gehdren unter anderem Enzyme wie die Carboanhydrase oder die Alkoholdehydrogenase,
aber auch DNA-bindende Transkriptinsfaktoren mit einem Zink-Finger Motiv (Sinclair und
Kramer 2012). Zink(ll) ist eine starke Lewis-S&ure, was fir die Interaktion mit verschiedenen
Liganden von Bedeutung ist, und fiihrt im Gegensatz zu anderen Schwermetallen wie Kupfer
oder Eisen im biologischen System keine Redoxreaktionen aus. Es ist also keine
Komponente von Elektronentransportketten (Sinclair und Kramer 2012). Zink ist unter den
normalen physiologischen Bedingungen in lebenden Zellen chemisch relativ inert gegenuiber
anderen Makromolekiilen wie der DNA. Konsequenterweise findet man Zink auch vermehrt
in Proteinen, die im Zellkern lokalisiert sind (Dupont et al. 2010). Auch fir HIPP3 konnte die
durch die Anwesenheit von vier Kernlokalisierungssequenzen vorhergesagte
Kernlokalisation durch heterologe Expression eines mit GFP markierten Fusionsproteins in
Zwiebelepidermiszellen bestatigt werden (Abbildung 8). Zusétzlich waren Signale im

Cytoplasma zu sehen, was auf eine duale Lokalisation von HIPP3 hindeutet. Generell sind
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die Prasenz von vier NLS-Sequenzen und die Lokalisierung des mit GFP markierten Proteins
im heterologen System zwar starke Hinweise, aber keine endgultigen Beweise fir die
entsprechende Lokalisierung des nativen Proteins im Kern von Arabidopsis-Zellen.
Unterstiitzt werden die Befunde durch bereits verétffentlichte Lokalisationsstudien von
anderen HIPP-Proteinen. Barth et al. (2009) konnten fur HIPP26 in einem ahnlichen Ansatz
eine Kernlokalisation belegen. de Abreu-Neto et al. (2013) konnten in Reisprotoplasten
ebenfalls eine Kernlokalisation von zwei Vertretern der HIPP-Proteinfamilie, OsHIPP21 und
OsHIPP41, uber gekoppletes RFP im Mikroskop nachweisen. Diese Autoren konnten flr
beide Proteine auch eine zusatzliche Lokalisation im Cytoplasma belegen. Das
Vorhandensein des C-terminalen Isoprenylierungsmotivs spricht dafir, dass HIPP3 entweder
farnesyliert oder geranylgeranyliert vorliegen kann. Im Rahmen einer Diplomarbeit (Rausche
2012) konnte dies experimentell bestatigt werden. Dabei ist die Bindung von HIPP3, welches
aus der Arabidopsis thaliana HIPP3-oe Linie isoliert wurde, an einen anti-Farnesylantikdrper,
der Farnesylreste, aber auch unspezifisch Geranylgeranylreste erkennt, mittels Co-
Immunoprazipitation nachgewiesen worden. Durch die Isoprenylierung eines Proteins wird
ein hydrophober Anker angehangt, der Interaktionen mit Membranen und/oder hydrophoben
Proteinen ermdglicht (Rodriguez-Concepcion et al. 1999). Isoprenylierte Proteine spielen
aufgrund dieser Eigenschaft oft eine Rolle als regulatorische Komponenten in Signalwegen,
sind beteiligt am Vesikeltransport, an der Organisation des Zytoskeletts, im Zellzyklus und
bei der Assemblierung und Deassemblierung der Kernmembran (Crowell 2000). In wie weit
die Isoprenylierung eine Bedeutung fur die Funktion und/oder Lokalisation von HIPP3 hat,
musste in zukinftigen Experimenten, bei denen die Isoprenylierung durch Mutation des fur
die Bindung essentiellen Cysteins im C-terminalen Isoprenylierungsmotiv unterbunden wird,
analysiert werden. In &hnlichen Experimenten konnten Barth et al. (2009) fur HIPP26 zeigen,
dass eine Mutation im Isoprenylierungsmotiv eine Veranderung im Verteilungsmuster von
HIPP26 im Kern hat, was auf eine Rolle der Isoprenylierung bei der exakten Lokalisation von
HIPP26 hinweist.

Welche molekulare Funktion hat ein isoprenyliertes Protein, das Zink bindet, im Zellkern und
madglicherweise auch noch zuséatzlich im Cytoplasma lokalisiert ist? Bis jetzt gibt es nur
wenige Veroffentlichungen zur Funktion von HIPP-Proteinen, die entweder auf eine Funktion
in der Metallhomdostase bzw. Entgiftung von Schwermetallen oder auf eine regulatorische
Funktion bei abiotischen und biotischen Stressbedingungen (de Abreu-Neto et al. 2013)
hindeuten. Fir ein HIPP-Protein (HIPP6 alias Cd19) konnten Suzuki et al. (2002) eine
Beteiligung an der Ausbildung der Toleranz gegentber Cadmium-Stress belegen. Hinweise
fur eine Schutzfunktion weiterer HIPP-Proteine (HIPP20, HIPP21, HIPP22) wurden kurzlich
von Tehseen et al. (2010) publiziert. Diese Autoren konnten zeigen, dass die Arabidopsis

Triple-Mutante hipp20/21/22 sensitiver gegeniiber Cadmium-Stress ist und diskutieren eine
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Schutzfunktion dieser HIPP-Proteine durch Bindung und damit Detoxifikation von Cadmium.
Auf der anderen Seite gibt es Hinweise, dass HIPP-Proteine auch eine regulatorische
Funktion innerhalb von Signalwegen der abiotischen und biotischen Stressantwort austben
konnen. So konnten Barth et al. (2009) fur das kernlokalisierte HIPP26 eine Interaktion mit
dem in die Trockenstressantwort der Pflanzen involvierten Zink-Finger-Transkriptionsfaktor
ATHB29 (Tran et al. 2007) belegen. Weiterhin konnten diese Autoren zeigen, dass HIPP26
unter abiotischen Stressbedingungen (Kalte, Salzstress, Trockenheit) induziert wird und dass
in HIPP26 Mutanten die Expression von Zielgenen von ATHB29 deutlich niedriger als im
Wildtyp ist. Auch de Abreu-Neto et al. (2013) diskutieren aufgrund von stressabhangigen
Expressionsmustern eine Beteiligung eines HIPP-Proteins aus Reis (OsHIPP41) an der
Antwort auf Kalte- und Trockenstress. Arbeiten von Fukuoka et al. (2009) und Nakao et al.
(2011) belegen fiur ein anderes HIPP-Protein aus Reis (OsHIPPO5) eine Funktion bei der
Pathogenabwehr. Dieses Protein moduliert primére biotische Stressantworten und scheint

eine Rolle bei der Auspragung dauerhafter Resistenz gegen Pilzbefall zu spielen.

Fur das isoprenylierte Protein HIPP3, das Zink bindet und im Kern (und eventuell zusatzlich
auch im Cytosol) lokalisiert ist, stellen sich die Fragen, ob es an der Zink-Homdostase
beteiligt ist, ob es als Zink-Chaperon wirkt, also Zink zu Zielproteinen wie z.B. Zink-Finger-
Transkriptionsfaktoren bringt und damit als regulatorischer Faktor deren Aktivitat
beeinflussen kann, oder ob es anderweitig in Signalketten Uber die entsprechend
gebundenen Metalle mit anderen Proteinen interagieren kann. Eine regulatorische Funktion
von Proteinen mit HMA-Domaéanen Uber den Austausch von Metallionen wurde bereits fur die
Steuerung bakterieller Gene zur Kupfer-Homdostase beschrieben. Gene fur die
Kupferhoméostase werden durch das cop-Operon gesteuert. Dabei kann das HMA-
Domaéanenprotein CopZ Kupfer an den Repressor CopY abgeben, wobei das fur die
Repressorfunktion essentielle Zink durch das Kupfer verdrangt wird und damit der Repressor
inaktiviert wird (Cobine et al. 1999, Solioz und Stoyanov 2003).

2. HIPP3 interagiert mit regulatorischen Proteinen der Bliten- und Samenentwicklung

Im Rahmen der Arbeit wurde versucht, tUber einen Hefe-Zwei-Hybrid Ansatz potentielle
Interaktionspartner von HIPP3 zu identifizieren. Dazu wurden cDNA-Bibliotheken verwendet,
die mittels RNA aus Blitenstanden von Arabidopsis thaliana generiert wurden. Diese
Experimente fuhrten zur ldentifizierung von drei potentiellen Interaktionspartnern (Abbildung
9), der Arogenat-Dehydratase (At1g11790), der Proteinkinase WNK8 (At5g41990) und dem
Transkriptionsrepressor ASIL1 (At1g54060). Zum einen sind die Interaktionen dieser

Proteine mit HIPP3 aufgrund der Beschrankungen des Hefe-Zwei-Hybridsystems, bei dem
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Interaktionspartner mit schwachen und raumlich und zeitlich spezifischen Interaktionen oft
nicht detektiert werden, noch mit anderen experimentellen Ansatzen wie z.B.
Immunprézipitation oder FRET zu verifizieren. Zum anderen wurden zur ldentifizierung
potentieller Interaktionspartner cDNA-Bibliotheken verwendet, die auf RNA aus
Blutenstanden basieren. Deswegen kdnnten weitere Interaktionspartner, die nicht in Bliten
exprimiert werden, nicht erfasst worden sein. In weiterfihrenden Experimenten sollten auch
andere cDNA-Bibliotheken zum Einsatz kommen und die Interaktionen dann ebenfalls mit
anderen Techniken verifiziert werden. Trotzdem bieten die durchgefiihrten Experimente erste

Hinweise auf mogliche Interaktionspartner, insbesondere in der Bllte.

Die Arogenat-Dehydratase 1 (At1g11790) kodiert fur ein Plastiden-lokalisiertes Enzym, das
in der Phenylalanin-Biosynthese involviert ist (Cho et al. 2007, Rippert et al. 2009).
Phenylalanin ist in Pflanzen neben seiner Rolle als Aminoséure bei der Proteinbiosynthese
ein wichtiger Baustein fir aromatische Verbindungen, die als Pigmente oder als Schutzstoffe
(z.B. Anthocyane, Lignane, Phytoalexine) bei der Antwort auf abiotische und biotische
Stresssituationen eine Rolle spielen. Publizierte Daten zur Expression der Arogenat-
Dehydratase 1 (Genevestigator-Datenbank, https://www.genevestigator.com) belegen eine
erhdhte Expression bei Pathogenbefall, in Abhangigkeit von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) und im Zusammenhang mit der Zellwand-Biosynthese. Allerdings konnte fir HIPP3
keine Lokalisation in Plastiden nachgewiesen werden. Ob es in vivo tatséchlich zu einer
Interaktion von HIPP3 und der Arogenat-Dehydratase 1 kommt, ist also unklar. In diesem
Zusammenhang sind auch Studien zur Spezifitt der Interaktion der Arogenat-Dehydratase 1
von Bedeutung (Diplomarbeit S. Forster). Umfangreiche Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen zeigten
eine Interaktion dieses Proteins auch mit weiteren HIPP-Proteinen, was ebenso wie die
plastidare Lokalisation auf eine falsch-positive oder zumindest auf eine unspezifische Hefe-
Zwei-Hybrid-Interaktion hindeutet. Dagegen konnte im Rahmen dieser Studien eine
spezifische Interaktion von HIPP3 mit dem Transkriptionsfaktor ASIL 1 (siehe unten)
bestatigt werden. Ein weiteres potentielles mit HIPP3 interagierendes Protein ist die
Proteinkinase WNK8 (With-No-Lysine, auch EIP1 genannt; At5g41990). Diese Proteinkinase
ist im Kern lokalisiert und spielt eine Rolle bei der Regulation der Blutenbildung und bei der
Pathogenabwehr (Wang et al. 2008, Tsuchiya und Eulgem 2010, Park et al. 2011). Es
konnte gezeigt werden, dass WNK8 mit EMF1 (EMBRYONIC FLOWER 1), einem Regulator
fur den Bluhzeitpunkt und die Samenentwicklung (Park et al. 2011), und mit dem an der
Bluhinduktion und der Pathogenabwehr beteiligten Protein EDM2 (ENHANCED DOWNY
MILDEW 2) (Tsuchiya und Eulgem 2010) interagiert. Die Analyse der Genevestigator
Datenbank (https://www.genevestigator.com) zeigt fir WNK8 insbesondere eine Regulation
in Abhangigkeit von der Pollenentwicklung. Das dritte gefundene, potentiell mit HIPP3

interagierende Protein ist ASIL1 (Arabidopsis 6b-interacting protein 1-like 1; At1g54060).
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Dieses Protein gehort zu der Trihelix Familie pflanzlicher Transkriptionsfaktoren und wurde
als Regulator der Samenentwicklung beschrieben (Gao et al. 2009 und 2011).
Mutantenanalysen zeigten einen Einfluss von ASIL1 auf die Expression wichtiger Gene der
Samenentwicklung, z.B. LEAFY COTYLEDONL1 und 2 (LEC1, LEC2), FUSCA3 (FUS3) und
ABA INSENSITIVE 3 (ABI3) (Gao et al. 2009). ASIL1 wird insbesondere wahrend der
Samenentwicklung, und zu einem geringeren Ausmall auch als Antwort auf einen

Pathogenbefall induziert (Genevestigator, https://www.genevestigator.com).

Auch wenn die beschriebenen Hefe-Zwei-Hybrid Experimente noch keine umfassenden und
abgesicherten Aussagen erlauben, fallt doch auf, dass solche Interaktionspartner identifiziert
wurden, die bei der Pathogenabwehr und/oder der Bliten- und Samenentwicklung eine Rolle
spielen. Dies deutet auf eine mogliche regulatorische Funktion von HIPP3 bei diesen

Prozessen hin.

3. HIPP3 wird bei Pathogenbefall induziert und bei abiotischem Stress reprimiert

Frihere Publikationen belegen einen Anstieg im Transkriptgehalt einiger HIPP-Proteine bei
verschiedenen abiotischen Stressbedingungen, wie z.B. Kalte, Salzstress, Trockenstress
oder Schwermetallstress (Barth et al. 2009, Suzuki et al. 2002). Dies kdnnte auf eine
Funktion dieser HIPP-Proteine bei der abiotischen Stressantwort hinweisen. HIPP3 zeigt
dagegen eine starke Induktion nach Inokulation der Pflanzen mit dem Pathogen
Pseudomonas syringae (Abbildung 16), und eine Repression bei Trockenstress bzw. bei
ABA-Zugabe (Abbildungen 14 und 15). Dieses Expressionsmuster spiegelt sich auch in den
in der Genevestigator-Datenbank (https://www.genevestigator.com) und der Arabidopsis-
eFP-Browser Datenbank (Winter et al. 2007) publizierten Expressionsdaten wider. Die dort
publizierten Expressionsdaten belegen dartber hinaus eine erhéhte Expression wahrend der
Blutenbildung und eine starke Repression von HIPP3 wahrend spaterer Stadien der

Samenentwicklung.

Eine Co-Expressionsanalyse (Abbildung 20, Co-Expression Viewer von ATTED I,
http://atted.jp/) unter Nutzung von 1388 publizierten Genchip-Datensatzen zeigt auffallend
Ubereinstimmende Expressionsmuster mit Genen, die an der Salicylat abh&ngigen
Pathogenantwort der Pflanzen beteiligt sind (z.B. disease resistance protein 'ADR1', NIM1-
interacting protein 1 'NIMIN-1', WRKY-Transkriptionsfaktoren 'WRKY38/54/62"). Ein sehr
ahnliches Expressionsverhalten zeigen auch zwei weitere HIPP-Proteine, HIPP13 und
HIPP14, und die Zink-haltige E3 Ubiquitin-Protein Ligase XBAT34. Fur all diese Proteine
wird eine Beteiligung an der Pathogenantwort vorhergesagt (NCBI, Gene,

http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/).
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Die starke Induktion von HIPP3 als Antwort auf Pathogenbefall und die groR3e
Ubereinstimmung im Expressionsmuster mit Salicylat abhangigen, an der Pathogenantwort
beteiligten Genen spricht fir eine Beteiligung von HIPP3 an der pflanzlichen Abwehrreaktion
gegen Pathogene. Eine genauere Betrachtung des Expressionsverhaltens von HIPP3 in
Antwort auf Pathogenbefall zeigt ein fir viele PR-Gene (Pathogen Response-Gene)
typisches Verhalten. HIPP3 wird bei einem Befall mit einem virulenten Stamm nur langsam
hoch reguliert. Die Transkriptgehalte steigen jedoch bei einer Inokulation mit einem Stamm,
bei dem durch das Avirulenzprotein AvrRpml eine ETI (effector triggered immunity)
ausgeldst wird, sehr rasch an. Die deutliche Repression bei Trockenstress und ABA-Zugabe

weisen dariber hinaus auch auf eine Beteiligung an abiotischen Stressreaktionen hin.

4. HIPP3 als mdéglicher Regulator in Signalwegen der Bliten- und Samenentwicklung,

und der Pathogenabwehr

Zur funktionellen Analyse wurden Arabidopsis thaliana Mutanten verwendet, bei denen die
Expression von HIPP3 entweder herunter, oder herauf reguliert ist. Die eingesetzte hipp3-1
knockdown Mutante wurde vom Nottingham Arabidopsis Stock Center bezogen und hat eine
T-DNA Insertion im Bereich des 5-UTR (untranslated region). Die Expression von HIPP3 ist
in dieser Mutante zwar deutlich herunter reguliert (etwa 19% vom Wildtyp), ist aber nicht
vollstdndig unterbunden (Abbildung 24). Deswegen kann man auch nur von einer
'knockdown' Mutante sprechen. Diese Mutante zeigte unter den gewdahlten experimentellen
Bedingungen keine phanotypischen Unterschiede zum Wildtyp. Micoarray-Analysen zeigten
in dieser knockdown Mutante im Transkriptom auch nur geringe Unterschiede zum Wildtyp.
Uberexpressionslinien von HIPP3 unter Kontrolle des starken 35S-Promotors zeigten
dagegen sowohl auf Transkriptebene als auch im Entwicklungsverlauf deutliche
Unterschiede zum Wildtyp. Deswegen wurden alle weiteren Arbeiten mit den

Uberexpressionslinien durchgefiihrt.

Die Array-Analysen belegen, dass die Uberexpression von HIPP3 eine deutliche
Verédnderung der Expression von etwa 400 Genen zur Folge hat (Abbildung 25). Interessant
ist, dass etwa gleich viele Gene in der Uberexpressionslinie induziert und reprimiert werden.
Dies spricht dafur, dass HIPP3 bidirektionale regulatorische Funktionen hat, also sowohl
stimulierend als auch reprimierend wirken kann. Eine vertiefte Analyse belegt, dass viele der
in der Uberexpressionslinie differentiell regulierten Gene funktionell biotischen
Stressreaktionen, Entwicklungsprozessen (insbesondere Bliten- und Samenentwicklung),
Regulationsprozessen und Transportvorgdngen zuzuordnen sind (Abbildung 26). Eine
genauere Betrachtung der hundert am starksten differentiell regulierten Gene unter

Verwendung publizierter Datenbanken (NCBI; Gene http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/;
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Genevestigator, conditions search tools, samples, https://www.genevestigator.com/gv/user/
gvLogin.jsp) und soweit vorliegend entsprechender Publikationen zeigt (Abbildung 27 und
Tabelle 2), dass mehr als 50% der in der Uberexpressionslinie differentiell regulierten Gene
in Prozesse der pflanzlichen Pathogenantwort involviert sind. Viele der differentiell
regulierten Gene spielen weiterhin eine Rolle bei pflanzlichen Entwicklungsprozessen wie
der Bliten- und Samenbildung, bei abiotischem Stress und bei Eisen-, Schwefel- und
Phosphatmangelantworten. Die Analyse der Expressionsmuster dieser Gene
(Genevestigator, https://lwww.genevestigator. com/gv/user/gvLogin.jsp) belegt aul3erdem,
dass iiber 20% der in der HIPP3 Uberexpressionslinie differentiell regulierten Gene auch in
Abhangigkeit von dem Transkriptionsfaktor LEAFYCOT/LEC2 und etwa 10% von dem
Transkriptionsfaktor LEAFY exprimiert werden, was fir eine Beteiligung von HIPP3 an den
Uber LEAFYCOT/LEC2 und LEAFY gesteuerten Signalwegen der Samen- und
Blutenentwicklung spricht. In diesem Zusammenhang ist auch interessant, dass HIPP3 durch
das Phytohormon ABA, das auch bei der Samenentwicklung (wéherend der Embryogenese)
akkumuliert, reprimiert wird. Zudem spielt das in der Hefe-Zwei-Hybrid-Analyse als
potentieller Bindungspartner von HIPP3 identifizierte Trihelix-DNA-Bindeprotein ASIL1 in
Verbindung mit LEAFYCOT/LEC2 eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Samenentwicklung (Gao et al.2011). Eine Beteiligung von HIPP3 an Signalwegen der
Blutenentwicklung zeigt sich auch bei der phanotypischen Analyse der pflanzlichen
Entwicklung von HIPP3 Uberexpressionslinien (HIPP3-oe). Die HIPP3-oe Linien weisen im
Vergleich zum Wildtyp eine deutliche Verzégerung der Blitenentwicklung auf (Abbildung 31),
was die funktionelle Einbindung von HIPP3 in diesen Entwicklungsprozess nahe legt. An
welcher Stelle HIPP3 in die Signalwege der Bliten- und Samenentwicklung eingreift, lasst

sich allerdings auf der Basis der bisherigen Befunde noch nicht sagen.

In einer Co-Expressionsanalyse auf der Basis der in der Genevestigator-Datenbank
publizierten  Array-Daten (Perturbation-Tool;  https://www.genevestigator.com/gv/user/
gvLogin.jsp) zeigen die in der HIPP3-o0e Linie am starksten regulierten Gene interessante,
sehr koharente Expressionsmuster (Abbildung 29 und 30; Tabelle 3A und 3B). Es fallt auf,
dass viele dieser Gene in Abh&ngigkeit von Signalwegen der Pathogenantwort reguliert
werden, insbesondere in Abhéangigkeit vom SA-Weg der Pathogenantwort (siehe auch
Ubersichtsschema der Signalwege in Abbildung 1). Wie schon in der Einleitung besprochen,
besitzen Pflanzen effiziente Abwehrmechanismen gegen den Befall mit Pathogenen.
Nachdem die Pflanze Uber typische molekulare Strukturen des Pathogens (PAMPSs:
pathogen associated molecular patterns) eine PTI (PAMP-triggered immunity) oder durch
das Erkennen von bakteriellen Effektor-Molekilen eine starkere ETI (effector-triggered
immunity) auslést, kébnnen verschiedene Signalwege in Gang gesetzt werden, die auf der

Aktion unterschiedlicher Phytohormone beruhen (Dong 1998, Pieterse et al. 2009). Wahrend
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ein Uber Salicylsdure agierender Weg Schutzreaktionen gegen biotrophe Pathogene
induziert, resultieren Signalwege Uber Jasmonate und Ethylen in AbwehrmalRnahmen gegen
nekrotrophe Pathogene und in Verwundungsantworten, wobei die verschiedenen Wege uber
cross-talk interagieren (Pieterse et al. 2009). Zentrale Komponenten des SA-Weges sind
EDS1 (ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY1) und PAD4 (PHYTOALEXIN
DEFICIENT4), die uber das Salicylsdure-Biosyntheseenzym SID2 (SA INDUCTION
DEFICIENT 2, isochorismat synthase, Lu et al.2009, Abreu und Munné-Bosch 2009) die
Salicylsaure-Synthese stimulieren. EDS1 und PAD4 koénnen strukturell Lipase/Esterase-
ahnlichen Proteinen zugeordnet werden, aber eine Lipase-Aktivitat konnte biochemisch nicht
nachgewiesen werden (Falk et al. 1999, Feys et al. 2001, Feys et al. 2005). Man nimmt an,
dass EDS1 uber Interaktionen mit Resistenzproteinen, welche ein Toll-interleukin-1
receptor—nucleotide binding—leucine-rich repeat (TIR-NB-LRR) Motiv besitzen, die
Pathogenantwort auslésen kann (Bhattacharjee et al. 2011). Einige solcher
Resistenzproteine mit TIR-NB-LRR Motiv besitzen interessanterweise auch eine C-terminale,
Zink-bindende LIM (Lin-11, Isl-1 und Mec-3) Domane, die fur die Interaktion mit EDS1
wichtig ist (Yang et al. 2010). Es konnte gezeigt werde, dass EDS1 mit PAD4 und weiteren
Proteinen wie SAG101 (senescence associated gene 101) Komplexe bilden kann, die
praferentiell im Kern lokalisiert sind, aber auch im Cytoplasma vorliegen kdnnen (Zhu et al.
2011). Die Autoren dieser Publikation diskutieren, dass diese Interaktionen eine Schaltstelle
der Salicylat abhangigen und oftmals eine Hypersensitive Reaktion mit Zelltod auslésenden
Pathogenantwort in Pflanzen bilden. Kirzlich publizierte Arbeiten belegen, dass ein weiteres
Protein, das Zink-Finger Protein LSD1 (LESION SIMULATING DISEASE RESISTANCE 1)
eine reprimierende Wirkung auf EDS1 und PAD4 hat und als Ubergeordneter Regulator und
Modulator im cross-talk SA abhéangiger Signalwege der Pathogenabwehr und anderer
Signalwege, wie z.B. ROS (reactive oxygen species) abhangige Signalwege, wirkt
(Rustérucci et al. 2001, Karpinski et al. 2013, He et al. 2011). Diese Autoren diskutieren,
dass verschiedene pflanzliche Prozesse, wie abiotische Stressreaktionen, Anpassung an die
Lichtumgebung und unterschiedliche Pathogenantworten Uber diese Wirkung von LSD1
moduliert und integriert werden kénnen. Nach Induktion der Bildung von Salicylsaure tber
SID2 werden weiter unten in der Signalkette tGber die Wirkung eines weiteren regulatorisch
wirkenden Proteins, dem als SA-Rezeptor beschriebenen NPR1 (NONREPRESSOR OF PR
GENESIS1), SA abhéngige Gene induziert (Boatwright und Pajerowska-Mukthar 2013, Fu
und Dong 2013, Pajerowska-Mukhtar et al. 2013). Die gebildete Salicylsaure kann dariiber
hinaus auch als systemisches Signal wirken, um in weiter entfernten Zellen wiederum tber
die Interaktion mit NPR1 eine systemische Resistenz (SAR, systemic acquired resistance)
auszulésen (Durrant und Dong 2004). NPR1 bindet dabei Kupfer tber zwei Cysteine (cys

521/529), welches dann wiederum die Salicylsaure bindet (Wu et al. 2012). Diese Interaktion
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fuhrt zu Konformationsanderungen, die Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren (TGA-TFs)
fur die SA abhangige Genexpression ermdglichen. Der Salicylsaure-Signalweg (SA-Weg)
der Pathogenantwort ist antagonistisch mit dem Jasmonsaure-Signalweg (JA-Weg) vernetzt.
Bei der Reprimierung des SA-Weges wird der JA-Weg induziert und vice versa (Pieterse et
al. 2009, Kunkel und Brooks 2002, Glazebrook et al. 2003).

Die Co-Expressionsanalyse zeigt, dass die in der HIPP3 Uberexpressionslinie (HIPP3-oe)
hoch regulierten Gene gro3tenteils auch induziert werden, wenn der Salicylat abhangige
Signalweg der Pathogenantwort durch Mutation beteiligter Komponenten (PAD4, SID2)
inhibiert wird, wohingegen viele der in der HIPP3-oe Linie reprimierten Gene durch Salicylat
induziert werden und durch Inaktivierung des Salicylatweges (Mutationen in TBF1, SID2,
EDS1, NPR1) reprimiert werden. Diese Befunde deuten darauf hin, dass HIPP3 eine
regulatorische Funktion im komplexen, interaktiven Netzwerk der Pathogenantwort bei
Pflanzen hat. Die Befunde sind in einem Modell der Wirkungsweise von HIPP3

zusammengefasst (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Modell der Wirkung von HIPP3 in pflanzlichen Signalwegen, insbesondere der
Pathogenantwort.

HIPP3 hat dabei eine inhibitorische Wirkung auf den Salicylat abhdngigen Signalweg zur

Abwehr biotropher Pathogene, in dem PAD4, SID2 und NPR1 involviert sind, und der zur

Induktion von SA abhangigen Genen, wie PCC1 oder NIMIN-1 fahrt (Hermann et al. 2013).
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Gleichzeitig stimuliert die Uberexpression von HIPP3 die Expression von Zielgenen des JA
abhangigen Signalweges zur Abwehr nekrotropher Pathogene wie z.B. VSP1/VSP2
(VEGETATIVE STORAGE PROTEIN 1/2).

Eine Reprimierung der Expression von PCC1 und NIMIN-1 und eine gesteigerte Expression
von VSP1 und VSP2 konnte in den Uberexpressionslinien von HIPP3 nachgewiesen werden.
Wo genau HIPP3 in den SA abhangigen Signalweg eingreift, ist in zukinftigen Arbeiten zu
klaren. Aufgrund der besonderen Eigenschaften von HIPP3 als putatives Zink-Chaperon
kénnen zwei Modelle diskutiert werden. Zum einen konnte HIPP3 mit dem Zink-bindenden
LSD1 interagieren, das Uber EDS1 und in Interaktion mit Resistenzproteinen den SA-Weg
inhibiert. Interessanterweise wurde fur die Wirkungsweise von EDS1 in Kombination mit
einigen Resistenzproteinen auch eine Zink-bindende LIM (Lin-11, Isl-1 und Mec-3)-Doméne
als wichtig beschrieben (Yang et al. 2010). Eine zweite Mdglichkeit wére eine Interaktion mit
NPR1, wobei eine Hemmung des SA-Weges Uber Verdrangung des flr die Bindung von SA
an seinen Rezeptor NPR1 notigen Kupfers denkbar waére. Ein entsprechender
Wirkmechanismus konnte flr das bakterielle cop-Operon gezeigt werden, wo das HMA-
Domanenprotein CopZ Kupfer an den Repressor CopY abgibt, wobei das fir die
Repressorfunktion essentielle Zink durch das Kupfer verdrangt wird und damit der Repressor
inaktiviert wird (Cobine et al. 1999, Solioz und Stoyanov 2003). Diese Modelle missen in
zuklnftigen Experimenten getestet werden, wobei zum einen die potentiellen Interaktionen
zwischen HIPP3 und den moglichen Interaktionspartnern LSD1 oder NPR1 Uber
Immunprazipitationsexperimente, FRET- oder BIFC-Studien analysiert werden kénnten, und
zum anderen in den Mutanten Uber Bestimmung der Salicylsaure-Akkumulation getestet
werden kdnnte, ob HIPP3 in den Signalweg vor oder nach der Induktion der Salicylsaure-
Produktion eingreift.

Die im Hefe-Zwei-Hybrid Ansatz identifizierten potentiellen Interaktionspartner WNK8 und
ASIL1, spielen eine Rolle bei der Regulation der Bliten- und Samenbildung, sind aber
gleichzeitig auch in Prozessen der Pathogenabwehr involviert (Wang et al. 2008, Tsuchiya
und Eulgem 2010, Park et al. 2011, Gao et al. 2009, Gao et al. 2011, Genevestigator,
https://www.genevestigator.com). Auch viele der in der Microarray-Analyse identifizierten
Gene konnen aufgrund von Literaturdaten und publizierten Expressionsdaten neben
Pathogenantworten, Prozessen der Bliten- und Samenentwicklung und auch abiotischen
Stressreaktionen zugeordnet werden (siehe Abbildung 27 und Tabelle 2). Auch die Co-
Expressionsanalyse der in der Uberexpressionslinie am starksten differentiell regulierten
Gene liefert Hinweise auf eine Beteiligung von HIPP3 an DELLA abh&ngigen GA-
Sighalwegen der Bluten- und Samenbildung (siehe Abbildung 29 und Tabelle 3A). Diese

Daten und auch der in der HIPP3 Uberexpressionslinie beobachtete Bliihphanotyp
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(Abbildung 31) legen eine Beteiligung von HIPP3 an Signalwegen der biotischen und
abiotischen Stressantworten und an Signalwegen der Bluten- und Samenentwicklung nahe.
Ob HIPP3 mit seiner besonderen Proteinstruktur und dem gebundenen Zink in den
verschiedenen Signalwegen unabhangig als regulatorische Komponente wirkt, oder ob
HIPP3 sogar im cross-talk zwischen den verschiedenen Signalwegen fungiert, muss
ebenfalls in zukinftigen Experimenten naher untersucht werden. Dass Pflanzen ihre
Entwicklung in Abhangigkeit von sich verdndernden abiotischen und biotischen
Umweltbedingungen modulieren kénnen, ist seit langem bekannt und dient der Optimierung
ihrer Fitness. So kann im Sinne der Optimierung der reproduktiven Fitness z.B. ein Angriff
von Pathogenen zu einer raschen Induktion der Blutenbildung fihren (Herms und Mattson
1994, Develey-Riviére und Galiana 2007). Wie der cross-talk zwischen den Signalwegen der
Blutenbildung und der Pathogenantwort molekular realisiert wird, ist eine spannende Frage.
Phytohormone spielen dabei eine wichtige Rolle. So wurde fir Gibberelline (GAs) und
Jasmonate (JAs) eine antagonistische Wirkungsweise beschrieben, wobei GAs Signalwege
der Blutenbildung unterstitzen und JAs Abwehrreaktionen gegen Pathogene in Gang setzen
kénnen (Kazan und Manners 2012). Bei dieser Interaktion spielen neben JA abh&ngigen
JAZ-Proteinen (JASMONATE-ZIM DOMAIN), auch DELLA Proteine eine wichtige Rolle, die
ebenfalls am cross-talk zwischen SA und JA Signalwegen der Pathogenantwort beteiligt sind
(Navarro et al. 2008). Kurzlich konnte mit dem Transkriptionsfaktor LEAFY eine weitere
Komponente des cross-talks zwischen Blitenbildung und Pathogenantwort identifiziert
werden (Winter et al. 2011). Wahrend die Rolle von LEAFY bei der Umwandlung des
Apikalmeristems zum blitenbildenden Meristem seit langerem bekannt ist (Liu et al. 2009,
Parcy 2005), konnte kirzlich auch eine regulatorische Funktion in Signalwegen der
Pathogenantwort nachgewiesen werden (Winter et al. 2011). Ein weiterer am cross-talk
zwischen diesen Signalwegen beteiligter Faktor scheint auch die U-Box/ARM E3 Ligase
PUB13 zu sein, die den SA abhadngigen Signalweg der Pathogenantwort mit den
Signalwegen der Blihinduktion verknUpft (Li et al. 2012). Wie oben erwahnt, scheinen durch
das Ubergeordnete LSD1/EDS1/PAD4-Regulon der SA abhéngigen Pathogenantwort
verschiedene Signalwege der abiotischen und biotischen Stressantworten und von
Entwicklungsprozessen wie der Blitenbildung vernetzt zu sein (Karpinski et al. 2013,
Wituszynska et al. 2013). Diese Befunde zeigen, dass Pflanzen Entwicklungsprozesse und
Stressantworten aufeinander abstimmen konnen. Ob und welche molekulare Funktion
HIPP3, das sowohl in Prozesse der Bliten- und Samenentwicklung, als auch in die
Pathogenantwort, insbesondere die SA abhangigen Signalwege involviert ist, bei dem cross-
talk zwischen diesen Signalwegen ausubt, soll in zukinftigen Arbeiten ndher untersucht

werden.
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VI MATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1 Pflanzenmaterial

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden mit dem Modellorganismus Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. Okotyp Columbia durchgefiihrt. Neben dem Wildtyp (WT Col-0) wurden
auch eine HIPP3 knockdown Mutante (hipp3-1, Linie 28-23-74) und zwei 35S::HIPP3
Uberexpressionslinien (HIPP3-oe, Linie 131-1 und Linie 133-5) untersucht. Die verwendete
hipp3-1 Mutante wurde vom Nottingham Arabidopsis Stock Center bezogen und tragt kurz
vor dem 5-UTR (untranslated region) Bereich des HIPP3 Gens (At5g60800) eine T-DNA
Insertion. Sie ist im Ergebnisteil (Kapitel 6.1) naher beschrieben. Um die Wahrscheinlichkeit
anderer Mutationen zu minimieren, wurden bei den Experimenten homozygote Nachkommen
(F3 bis F5 Generation, Uberpriifung der Allele mittels PCR) aus der Kreuzung der HIPP3
knockdown Linie 28 mit dem Wildtyp Col-0 verwendet. Fur die 35S:HIPP3
Uberexpressionslinien wurde die kodierende Sequenz von HIPP3 mit dem konstitutiven
viralen Promotor CaMV35S gekoppelt. Im 5'-Bereich des Gens wurde zusatzlich die
Sequenz eines dreifachen c-myc-Tag, gefolgt von einem sechsfachen His-Tag (hexa-His-
Tag) inseriert (siehe Ergebnisteil, Kapitel 6.2). Das Konstrukt wurde mit Hilfe von
Agrobacterium tumefaciens GV3101 pMP90 mittels ,Floral-Dip-Methode* (Clough und Bent
1998, Koncz und Schell 1986) in das pflanzliche Genom inseriert. Beide, im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten, HIPP3-oe Linien (Linie 131-1 und Linie 133-5) sind aus unabhangigen
Transformationsereignissen hervorgegangen. Zur Kontrolle wurden Linien eingesetzt, die mit
dem Leervektor (Mini-Binary-Vector Serie: pCB-Typ, Xiang et al. 1999), also ohne HIPP3,
transformiert wurden (Linie 186-78 und Linie 187-2). Der Selektionsmarker aller hier
vorgestellten Linien ist eine BASTA® (Glufosinat-Ammonium, Bayer CropScience,
Deutschland)- Resistenz. Das dafir notwendige BAR Gen (Bialaphos-Resistenz Gen) ist

Bestandteil der inserierten T-DNA.

1.2 Bakterien und Hefe Stamme

Fur Klonierungsansatze wurden die Escherichia coli Stamme DH5a (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland), TOP10 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und XL1-Blue MRF' (Stratagene,

Amsterdam, Niederlande) verwendet.
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Fir die Uberexpression von HIPP3 zur Analyse des gebundenen Schwermetalls wurde der
E. coli Stamm BL21/pG-Tf2 eingesetzt. Dieser Stamm enthélt neben dem Expressionsvektor
pCold™Il (Qing et al. 2004) und einer Ampicillin-Resistenz das Chaperon-Plasmid pG-Tf2,
welches das Chaperon-Team groES-groEL-tig tragt und so zur Unterstitzung der
Proteinfaltung (Nishihara et al. 2000) beitragt (Takara Company, Japan; www.takara-

bio.com).

Fur die Hefe-Zwei-Hybrid Analysen wurden die Hefe Stamme AH109 und Y187 eingesetzt
(Clontech Laboratories, Mountain View, USA). Die Genotypen der verwendeten E. coli und
Hefe Stamme sind in den zwei nachfolgenden Tabellen aufgelistet.

Genotypen der verwendeten E.coli Stamme
, A(mcrA) 183 A(merCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi-1
XL1-Blue MRF" | 0 A1 gyrA96 relA1 lac [F' proAB lac'ZAM15 Tn10 (Tet")]
DH5 F ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17
o (ro, m) phoA supE44 Nthi-1 gyrA96 relA1
TOP10 F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recA1
araD139 A(ara-leu) 7697 ga/U ga/K rpsL Str*) endA1 nupG
BL21/pG-Tf2 F ompT hsdS, (r;my) gal dem [P,. groES groEL tig (Cm®)]

Tabelle 4: Genotypen der verwendeten E.coli Stamme

Genotypen der verwendeten Hefe Stamme

MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, galdA, gal80A,
AH109 LYS2::GAL1,,-GAL1,,-HIS3, GAL2,,.-GAL2,,,-ADE2
URA:MEL1,-MEL1,,,-lacZ

- MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, galdA,
87 met-, gal80A, URA3::GAL1,,.-GAL1,,-lacZ

Tabelle 5: Genotypen der verwendeten Hefe Stdamme

Die Pflanzentransformationen wurden mithilfe von Agrobacterium tumefaciens GV3101
pMP90 (Clough und Bent 1998, Koncz und Schell 1986) durchgefuhrt. Zur Untersuchung der
Expression von HIPP3 unter Pathogenstress wurde der Bakterienstamm Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000, virulenter Stamm, Staskawicz et al. 1987) und ein
daraus abgeleiteter avirulenter Stamm (Pst DC3000 + AvrRpml), der auf dem Vektor

PLAFR5 das Avirulenzgen AvrRpm1l tragt (Debener et al. 1991), genutzt. Beide Stamme
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wurden freundlicherweise von der AG Prof. Bonas (Institut fir Biologie der Martin-Luther-
Universitat, Halle-Wittenberg) zur Verfugung gestellt. Zusatzlich wurde die Wirkung der
Mutante Pst DC3000 hrpA™ (Roine et al. 1997) untersucht, die nicht in der Lage ist, das
Protein HrpA zu bilden, welches fiir die Ausbildung des Typ-lllI-Sekretionssystems notwendig
ist. Diese Mutante wurde von der AG Prof. Scheel (IPB, Leibniz Institut fur
Pflanzenbiochemie, Halle) bereitgestellt.

1.3 Chemikalien, Enzyme, ,Kits®

Alle verwendeten Chemikalien hatten, soweit nicht anders beschrieben, den Reinheitsgrad
pro analysis (pa) und wurden von den Firmen Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland), Merck Eurolab GmbH (Darmstadt, Deutschland), Diagonal GmbH & Co. KG
(Munster, Deutschland), Duchefa Biochemie B.V. (Haarlem, Niederlande), ABCR GmbH &
Co. KG (Karlsruhe, Deutschland), AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland), Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Hamburg, Deutschland) und Roche-Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland) bezogen. Alle Puffer, Medien und Ldésungen wurden mit autoklaviertem und
entionisiertem Wasser (PURELAB Plus™ Wasseraufbereitungsanlage (USF Reinst-
wassersysteme GmbH, Ransbach, Deutschland) hergestellt.

Von den Firmen MBI Fermentas (St. Leon Rot, gehdrt zu Thermo Fisher Scientific
Deutschland), Roboklon GmbH (Berlin, Deutschland), Promega (Madison, USA), Invitek
GmbH (Berlin, Deutschland), Applied Biosystems GmbH (Weiterstadt, Deutschland), Roche-
Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland), Invittogen GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
und QIAGEN GmbH  (Hilden, Deutschland) wurden  Taqg-DNA-Polymerase,
Restriktionsenzyme, DNAse |, Pfu-DNA-Polymerase, dNTPs und molekularbiologische ,Kits*
fur die im Methodenteil beschriebenen Techniken bezogen. Die verwendeten Shuttle-
Vektoren sind Produkte der Firmen Clontech Laboratories Europe (St-Germain-en-Laye,
Frankreich) und Stratagene (Heidelberg, Deutschland) und die eingesetzten Antikorper
wurden von GE Healthcare (Minchen, Deutschland) und Roche Molecular Biochemicals
GmbH (Mannheim, Deutschland) bezogen. Die cDNA-Bibliothek CD4-30 stammt vom
Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) DNA Stock Center (Ohio State University,
USA).

1.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Eurofins MWG Operon

(Ebersberg, Deutschland) bezogen.
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Primer zum Uberpriifen der T-DNA Insertion in der hipp3-1 knockdown Mutante

P1 (HIPP3 for02)

5'- CAC ATA CAT GAT GGAATG GTCAT - 3'

P2 (HIPP3 rev)

5'- CAAAAC GAC GGT GAT GGAAGG - 3'

P3 (SAIL-LB)

5'-GCCTTT TCAGAAATG GATAAATAG CCTTGCTTCC -3

Tabelle 6: Primer fiir die Uberpriifung der T-DNA Insertion in der hipp3-1 knockdown Mutante

Primer zum Uberpriifen der HIPP3-ORF Insertion in den HIPP3-oe Linien

P4 (pCB for)

5'-CTC AGAAGAAGACTT GAACCAC-3'

P5 (pCB rev)

5'- GGAACTACT CACACATTATTCTG-3'

P6 (HIPP3 rev01) | 5'- GAATTC TCA CAT AAC AAC ACAAGCATT CGG - 3'

Tabelle 7: Primer fur die Uberpriifung der HIPP3-ORF Insertion in den HIPP3-oe Linien

Primer fur die quantitativen realtime-PCR Analysen

At1g13320 for 5'- TAA CGT GGC CAAAAT GAT GC - 3' (20bp)
At1g13320 rev 5'-GTT CTC CACAAC CGC TTG GT - 3' (20bp)
At3g41768 for 5'- GCATTT GCC AAG GAT GTTTTC - 3' (21bp)
At3g41768 rev 5'- GCG GAG TCC TATAAG CAAC - 3' (19bp)
At4g27410 for 5'- GCT CCC AAA GGC ACT AAAACCA - 3' (22bp)
At4g27410 rev 5'- CGA CAC AAC ACC CAATCATCC - 3' (21bp)
At4g34000 for01 | 5'-AAC CGT TCT CAA CCT GCAAC - 3' (20bp)
At4g34000 rev02 | 5'-TTG GAG TCA GAT CAG GTGACAT-3' (22bp)
At2g19190 for02 | 5'- CGG TTACCT TGA CCC CGA GTA-3' (21bp)
At2g19190 rev02 | 5'-TGC AAT AGC AGG TTG GCC TGTA- 3' (22bp)
At1g13340 for 5'- GGG AAG GGG ATG TGATGT CAG - 3' (21bp)
At1g13340 rev 5'- TTC TCC AATAGC TTCACAGGG TC - 3' (23bp)

Tabelle 8: Primer fir die quantitativen realtime-PCR Analysen
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Primer fiir die quantitativen realtime-PCR Analysen

At1g70170 for 5'- CAACGA TCA CGA CAG GGAAAC G- 3' (22bp)
At1g70170 rev 5'-TGC CGT TGAAGT TAG GGTTTG C - 3' (22bp)
At3926830 for02 | 5'- TGC TCC CAA GAC AGA CAATG - 3' (20bp)
At3g26830 rev02 | 5'-TTT TGGATC ACGACC CATC-3' (19bp)
At5g38130 for02 | 5'- GCC TAG CCC ATG ATC CAACAGC - 3' (22bp)
At5g38130 rev02 | 5'- CTAAAC CGG GAA GAA GAAACA CAAT-3' (25bp)
At1g73325 for01 | 5'- CCC GTAACATTC TCC CCACTA-3' (21bp)
At1g73325rev01 | 5'- GGT CGATTC TCCACACTT TG - 3' (20bp)
At4g15200 for01 | 5'- CCC AGC CCAAGT GAG GAGAC - 3' (20bp)
At4g15200 rev01 | 5'-TAG AAG CAA CCG CGATGATAAG - 3' (22bp)
At4g13410 for02 | 5'- GGACGA CTT CCG AAAAGA GTAA-3' (22bp)
At4g13410rev02 | 5'- CCG GAG ATG AGAAAA GCAGTG G- 3' (22bp)
At4g27590 for01 | 5'-AGG GCT CTT TCT CAT CTC AA-3' (20bp)
At4g27590 rev01 | 5'-GCTTCTTTTCGC TTC TTTTTC - 3' (21bp)
At2g41810 for01 | 5'-ACAGCC CGG TGG TTTTTACTTC-3' (22bp)
At2g41810 rev01 | 5'-AGC CGC TTT TCACTT TCACATAC - 3' (23bp)
At5g41315 for02 | 5'-GTT CAATCC TCGACC GGAGAC G- 3' (22bp)
At5g41315rev02 | 5'-TGG TGT CGC TAT TTT TGACCC CT-3' (23bp)
At2g19970 for02 | 5'-AAG TCT CGGATG TGG CTC GTT CA-3' (23bp)
At2g19970 rev02 | 5'- CAT ATG GAT CATTTC TTT GCATCA- 3' (24bp)
At5g19100 for02 | 5'- GTG GAG TTC CCG TGATCGACCT-3' (22bp)
At5g19100 rev02 | 5'-CTT CGG CTT CACACC TCC GTCC-3' (22bp)
At4g17470 for01 | 5'-ACG GGT TTG GAG GTG AAT - 3' (18bp)
At4g17470 rev01 | 5'- CTAAGC GGC ATG AATAAG G - 3' (19bp)

Tabelle 8: Primer fir die quantitativen realtime-PCR Analysen (Fortsetzung)
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Primer fiir die quantitativen realtime-PCR Analysen

At2g47180 for01 | 5'-CGC GGT GAT GGATTG TTTCTG - 3' (21bp)
At2g47180 rev01 | 5'-GCT TTT GGC CAC TGGACTTTG T-3' (22bp)
At1952040 for01 | 5'- GGC GTATTT TGCACC CATCTCT-3' (22bp)
At1g52040 rev01 | 5'- ATAAGC TAC ACC GGACTCACCT-3' (22bp)
At2g45080 for01 | 5'-ATC ATG ATC GCT TCC AAATAC - 3' (21bp)
At2g45080 rev01 | 5'- TAAATC CCATCAAGAACAAGAA-3' (22bp)
At5g17220 for02 | 5'- CGG GGTAGT TTTAAC CGG TGG T - 3' (22bp)
At5g17220 rev02 | 5'-GCT TAT TTG GTT CTT CAGATCATCA-3' (25bp)
At5g24770 for01 | 5'-CGG GGG CGTACT GGTTGTG - 3' (19bp)
At5g24770 rev01 | 5'-TCC CGAGCT CTATGATGTTTTG-3' (22bp)
At5g24780 for01 | 5'- CTT GCC CTAAAG AAC GATACC - 3' (21bp)
At5g24780 rev01 | 5'-TTGATT CTC CGGACT CTAACC - 3' (21bp)
At2g26560 for01 | 5'-CTG CCGTTATCC TTGGTTTTCT-3' (22bp)
At2g26560 rev01 | 5'- GGT GCT TGT TCC CGC TAT TAC - 3' (21bp)
At2g46440 for01 | 5'- CCC AAATCA CAAACT CCACAGA-3' (22bp)
At2g46440 rev01 | 5'- GAC CCC ACC AAAAGC AATAGAC - 3' (22bp)
At19g02450 for01 | 5'-CGT TTC AGC CGG AGG ATT TCT - 3' (21bp)
At1902450 rev01 | 5'-CTTCGTTTC GCTCTTCTGTITG-3' (22bp)
At3g22231 for01 | 5'- GAC TAG AGATGC GGT GGT GGG TGAT - 3' (25bp)
At3g22231rev01 | 5'- GAG CAT ACG CCG CAG CAGAAGATAC-3' (25bp)
At2g40610 for01 | 5'-TGG CGC GTG CTATGA GAT GAAG - 3' (22bp)
At2g40610 rev01 | 5'- GGA GAG GCC AGG GTTAGG TG - 3' (20bp)
At3g62100 for01 | 5'-CCT TTG GGC TGAAGAAGAAGAT - 3' (22bp)
At3g62100 rev01 | 5'-TCT CAC GCT AGA CAAGAACATC-3' (22bp)

Tabelle 8: Primer fir die quantitativen realtime-PCR Analysen (Fortsetzung)
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Primer fiir die quantitativen realtime-PCR Analysen
At3g23010 for01 | 5'-TCC CTG GGT CTATTG GTC TAC TGA- 3' (24bp)
At3g23010rev01 | 5'-GGATGG TGG GATATT GCC TGT GA- 3' (23bp)
At1g02230 for02 | 5'- ATA GAC CAAACT CAA CAT TCT CCT - 3' (24bp)
At1g02230 rev02 | 5'- GAAACTAGC TCT TTT CTT CTT GACAG - 3' (26bp)

Tabelle 8: Primer fur die quantitativen realtime-PCR Analysen (Fortsetzung)

2. Methoden

2.1 Generelle molekularbiologische Methoden und Datenbanken

Allgemeine molekularbiologische Methoden wie Préaparation von Nukleinsduren und
Proteinen, Arbeiten mit Restriktionsenzymen, Polymerase-Kettenreaktionen (PCR), Blotting,-
Klonierungs- und Transformations- Techniken wurden, falls nicht anders erwéhnt, nach
Sambrook und Russel (2001), Milhardt (2008) und Rehm (2009) durchgefiihrt. Die DNA-
Sequenzierung erfolgte nach Sanger (1977) mit dem ABI377 Sequenzierer von Applied
Biosystems (Darmstadt, Deutschland). Folgende publizierte Datenbanken wurden im
Rahmen dieser Arbeit verwendet: 'The Arabidopsis Information Resource' (TAIR;
www.arabidopsis.org/), 'GENEVESTIGATOR' (www.genevestigator.com; Zimmermann et al.
2004), 'National Center for Biotechnology Information' (NCBI, www.ncbi.nim.nih.gov/),
'Mapman' (http://mapman.gabipd.org/web/guest/mapman; Thimm et al. 2004, Usadel et al.
2006), 'eFP Browser' (www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi; Winter et al. 2007), 'Bio-
Array Resource for Plant Biology' (BAR; www.bar.utoronto.ca/welcome.htm), 'WoLF PSORT'
(in silico Proteinvorhersagen, www.wolfpsort.org/), 'NetNES' (Vorhersagen von Leucin-
reichen NuklearExport Signalen, www.cbs.dtu.dk/services/NetNES), 'PFAM Datenbank' von
Proteinfamilien und konservierten Proteindomanen (http://pfam.sanger.ac.uk/) und die

'‘Lasergene expert sequence analysis' Software (DNASTAR Inc., Madison, USA).

2.2 Pflanzenanzucht und Stressbehandlungen

Die sterilisierten Samen von Arabidopsis thaliana Wildtyp und Mutanten-Linien wurden auf
einem feuchten Erde/Vermikulit-Gemisch (Einheitserde, Typ GS90, pH 5,9) ausgesat und
unter einem 10 Stunden Licht (100puE/m2s, 23°C) und 14 Stunden Dunkelheit (18°C)

Rhythmus bei etwa 60% Luftfeuchte zehn Tage angezogen. AnschlielBend erfolgte eine
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Vereinzelung der Pflanzen in Topfe mit dem Erde/Vermikulit-Gemisch. Zum Schutz der

Pflanzen erfolgte die Anzucht in den ersten vier Wochen unter einer Schutzhaube.

Trockenstress

Die Pflanzen fir die Trockenstressansatze wurden nach der Vereinzelung unter
Langtagbedingungen unter einem 16 Stunden Licht (100pE/m2s, 23°C) und 8 Stunden
Dunkelheit (18°C) Rhythmus weiter kultiviert. Zur Auslésung von Trockenstress wurden die
Pflanzen ab dem 30. Tag nach Aussaat nicht mehr gegossen. Lediglich bei den
Kontrollpflanzen erfolgte weiterhin eine normale Bewasserung. Der Verlauf des
Trockenstress-Experimentes wurde in allen Ansatzen durch Messung der Abnahme des
relativen Wassergehaltes in den Blattern und durch Messung des physiologischen
Stressparameters PS llI-Effizienz (Harbinson et al. 1989) verfolgt. Nach 14 und 15 Tagen
Trockenstress (signifikante Abnahme des relativen Wassergehaltes und der gemessenen
PSII-Effizienz) wurde Blattmaterial zur Isolierung von Gesamt-RNA geerntet.

ABA-Behandlung

Um den Einfluss des Phytohormons Abscisinsdure (ABA) auf die Expression von HIPP3 zu
untersuchen, wurden 4 Wochen alte Pflanzen, die unter Langtagbedingungen in Hydrokultur
(0,1fach 'Hoagland's No.2 basal salt mixture' Medium -#H2395, Sigma-Aldrich) kultiviert
wurden (vergleiche Anzuchtbedingungen fliir Trockenstressansadtze) mit 50uM ABA
behandelt. Da die ABA-Stammldsung durch Aufnahme von 100mM Abscisinsédure (Duchefa
Biochemie B.V.) in hochreinem Ethanol (99%) hergestellt wurde (ABA ist in kristalliner Form
nicht in Wasser l6slich), erfolgte parallel die Behandlung der Kontrollpflanzen mit 0,05%
Ethanol. Die Vedinnung von ABA-Stammlésung und 99%igem Ethanol erfolgte immer
frisch' (kurz vor Gebrauch) mit autoklaviertem Leitungswasser. Die Ernte von Blattmaterial
fur die Isolierung von RNA wurde nach 8-, 12-, 24- und 48stundiger Inkubation

vorgenommen.

Biotischer Stress

Der 10 Stunden Licht (100pE/m3s, 23°C) und 14 Stunden Dunkelheit (18°C) Rhythmus der
zehntagigen Voranzucht wurde nach der Vereinzelung der Pflanzen beibehalten. Die
Untersuchungen zur Expression von HIPP3 bei Pathogenbefall wurden an sechs Wochen
alten Pflanzen durchgefuhrt. Um die Inokulation mit den Bakterienstammen zu erleichtern,
wurden die Pflanzen einen Tag vor der Behandlung mit Plastikhauben abgedeckt. Dadurch
erhohte sich der Anteil der getffneten Stomata. Die Inokulation erfolgte auf der
Blattunterseite mit einer 1ml Einwegspritze ohne Kantile, wobei die Bakterien- bzw. Kontroll-
Suspensionen vorsichtig unter leichtem Druck appliziert wurden. Die Bakterien (Pst DC3000,
Pst DC3000 + AvrRpm1 und Pst DC3000 hrpA"), die Uber Nacht in Flissigkultur gewachsen
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waren, wurden unter sterilen Bedingungen in 50ml Zentrifugenréhrchen bei Raumtemperatur
zentrifugiert (10min, 2500xg). Das Bakterienpellet wurde in 10ml 10mM MgCI, suspendiert
und diese Suspension anschlieiend nochmal bei Raumtemperatur 10 Minuten bei 2500xg
zentrifugiert. Nach diesem Reinigungsschritt wurden die Bakterien wieder sorgfaltig in 10ml
10mM MgCI, suspendiert und die optische Dichte (OD) im Spektralphotometer bei 600nm
gemessen. Diese wurde durch Zugabe von 10mM MgCl,-Lésung auf 0,2 eingestellt
(Zelldichte: etwa 10® cfu/ml) und konnte dann zur Infiltration der Arabidopsis Blatter

eingesetzt werden.

Phéanotypische Dokumentation der Entwicklungsverlaufe der verwendeten Arabidopsis Linien

Um die Entwicklungsverlaufe der Wildtyppflanzen (Col-0), der HIPP-oe Linien (Linie 131-1
und Linie 133-5), der pCB Leervektor-Kontrolllinien (Linie 186-78 und Linie 187-2) und der
hipp3-1 knockdown Mutante (Linie 28-23-74) phé&notypisch zu dokumentieren, wurden die
Pflanzen nach der zehntagigen Voranzucht vereinzelt und unter standardisierten
Langtagbedingungen (14h Licht [LO0OME/m2s] bei 23°C, 10h Dunkelheit bei 18°C und einer
konstanten Luftfeuchtigkeit von 60%) in einer Klimakammer weiter kultiviert. Es wurden drei
unabhangige Dokumentationsansétze, unter identischen Anzuchtbedingungen durchgefihrt,
wobei von jeder untersuchten Linie jeweils 100 Pflanzen im Entwicklungsverlauf analysiert
wurden. Der Tag, bei dem die ersten Pflanzen erkennbare Infloeszenzen aufwiesen, wurde
als 'Tagl' definiert. Von diesem Tag an wurde taglich fiir jede untersuchte Arabidopsis Linie
die Anzahl der Pflanzen mit sichtbarer Infloreszenz aufgenommen. Gleichzeitig wurde auch
untersucht, wieviele Rosettenblatter die Pflanzen zum jeweiligen Zeitpunkt des Blihbeginns
aufwiesen. Die Entwicklungsverlaufe der analysierten Arabidopsis Linien wurden zudem

auch fotographisch dokumentiert.

2.3 Lokalisationsstudien im heterologen Zwiebelepidermis-System

Um die subzellulare Lokalisation von HIPP3 zu untersuchen, wurde die codierende Sequenz
von HIPP3 in den Vektor pKEx-GFP02-4 ligiert, bei dem die Expression des chimaren
Proteins GFP-HIPP3 unter der Kontrolle des 35S-Promotors steht. Die Gensequenz von
HIPP3 lag bereits im Vektor pENTRT“"/D-TOPO® (Abbildung 33A) vor, konnte mithilfe der
Restriktionsendonukleasen Bglll und BamHI ausgeschnitten werden und anschliel3end tber
die Bglll-Restriktionsschnittstelle in den Vektor pKEx-GFP02-4 (Abbildung 33B) hinein
kloniert werden. Dadurch entstand ein Fusionsprotein, bei dem HIPP3 am N-Terminus mit
dem modifizierten smRS-GFP (‘solubility modified, red shifted’, Davis und Vierstra 1998)
verbunden ist. Anschlielend erfolgte die Transformation in kompetente E. coli XL1-Blue
MRF'-Zellen.
-84 -



- MATERIAL UND METHODEN -

Die Verifizierung positiv transformierter Zellen erfolgte durch Restriktionsverdau mit den
Enzymen Bglll und BamHI. Ein als positiv getesteter Klon wurde fur die biolistische
Transformation der Zwiebelepidermen eingesetzt (nach Barth et al. 2009).

A B

pKEx-GFP02-4
(4628bp)
> Bglll ‘ '{
BamHl BamHlI

Abbildung 33: Schematische Darstellung der Vektoren, die fir die Vorbereitungen der
biolistischen Transformation eingesetzt wurden. A: pENTR™/D-TOPO®-HIPP3 B: pKEx-GFP02-4.

O,
N
%

pENTR"/D-TOPO°-HIPP3
(3450bp)

Etwa 1cm? grof3e innere Zwiebelepidermen (Allium cepa, Gartenzwiebeln, Bioland) wurden
prapariert und steril auf MS-Onion-Platten (2% (w/v) Plant Agar mit ¥2 MS-Medium) eng
aneinander gelegt. Die aus den transformierten E. coli Zellen isolierte DNA-Plasmid-Loésung
wurde mit Wolframpartikel versetzt (3,3ul Wolframpartikel (60ug/ul), 300ng DNA-
Plasmidlésung, 4,1ul CaCl, (2,5mM), 1,1yl Spermidin (0,1M)). Nach 10minutiger
Prazipitation wurden die Wolframpartikel mit der angelagerten DNA kurz abzentrifugiert (10s,
5000xg) und 7,7ul des Uberstands verworfen. Die restliche Suspension wurde kréftig
vermischt und dann zur biolistischen Transformation mit einer nach dem Prinzip der 'PDS-
1000/He Biolistic® Particle Delivery System (Bio-Rad)' gebauten Partikelkanone eingesetzt.
Der fur den Beschuss eingesetzte Heliumdruck betrug 12 bar und die Distanz zu den
Zwiebelzellen 9 cm. Die anschlielende dunkle Lagerung der Zwiebelepidermen erfolgte im
Brutschrank bei 28°C.

Die mikroskopische Analyse der Zwiebelepidermis-Zellen wurde in einem Zeitraum zwischen
4 und 24 Stunden nach Beschuss mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Zeiss
Axiovert 100M Carl Zeiss, Jena, Deutschland) kombiniert mit dem konfokalem Laser

Scanning System Zeiss LSM510 durchgefiihrt. Zur subzellularen Detektion von chimaren
-85 -



- MATERIAL UND METHODEN -

SmRS-GFP-HIPP3 Proteinen wurde ein Argon-Krypton-Mischgaslaser mit einer

Anregungswellenlange von 488nm und einem Emissionsfilter von 505-530nm verwendet.

2.4 Hefe-Zwei-Hybrid Experimente

Fur die molekularbiologische Manipulation der Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae) sind
Standardtechniken angewendet worden (Guthrie und Fink 1991 und Yeast Handbook
PT3024-1 Version PR13103, Clontech, Mountain View, USA.). Der auf dem GAL4-System
(Wabrick 1997) basierende 'Hefe-Zwei-Hybrid-Screen' wurde entsprechend der Vorschriften
des 'Matchmaker Two-Hybrid System 3' (Clontech, Mountain View, USA) durchgeftuhrt. Die
Hefestdmme AH109 und Y187 wurden mit dem kompatiblen Expressionsvektor pGBKT7, der
die HIPP3-Sequenz verbunden mit der Sequenz der GAL4-Bindedoméne (GAL4-BD) enthalt,

transformiert.

Zum Screening wurden diese Hefezellen mit Hefezellen gepaart, die mit cONA-Bibliotheken
transformiert waren, bei denen die cDNA-Sequenzen von Arabidopsis-Genen mit der
Gensequenz fir die GAL4-Aktivierungsdomane (GAL4-AD) fusioniert vorliegen. Dies war
zum einen die im Hefestamm Y187 vorliegende CD4-30 Bibliothek (ABRC stock center,
Ohio, USA) und zum anderen eine cDNA-Bibliothek, die freundlicherweise von der AG Prof.
Reuter (Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg) zur Verfligung gestellt wurde, und im
Hefestamm AH109 vorliegt. Beide cDNA-Bibliotheken beruhen auf mRNAs, die aus

Arabidopsis thaliana Blutenstanden isoliert wurden.

Das Screening nach putativen Interaktionspartnern erfolgte unter verschieden stringenten
Bedingungen durch Verwendung von Mangelmedien (-Leu, -Trp, -His, -Ade) und in
Erganzung auch durch eine blaue Farbreaktion bei Aktivierung des lacZ Reportergens, die
eine Umsetzung von X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indoxyl-3-D-Galactopyranosid) zur Folge
hat. Putativ positive Klone wurden noch einmal auf den Mangelmedien getestet. Die
Interaktion der so identifizierten Proteine mit HIPP3 wurde anschliel3end in einem gezielten
Hefe-Zwei-Hybrid Ansatz Uberprift. Dazu wurden die Expressionsvektoren mit den
entsprechenden an die Gensequenz der GAL4-AD fusionierten cDNA-Sequenzen wiederum

in Hefezellen transformiert.

Bei positiver Interaktion mit dem an die GAL4-BD fusionierten HIPP3 sollten die Hefezellen
wiederum auf den Selektivmedien wachsen, bzw. eine in einer blauen Farbreaktion
nachweisbare lacZ-Aktivitat aufweisen. Zusétzlich wurde die Stringenz durch Zugabe von 3-
Amino-1,2,4-triazol (3-AT) noch erhdht, welches die Bildung von Histidin inhibiert und so den

Selektionsdruck im Histidinmangelmedium steigert (Joshi et al. 2007).
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2.5 ldentifizierung des von HIPP3 gebundenen Metalls

Zur Analyse des gebundenen Metalls sollte HIPP3 in E. coli exprimiert, gereinigt und dann
die gebundenen Metalle mittels ICP-MS (inductively coupled plasma mass spectrometry)
analysiert werden. AulRerdem sollte zur Kontrolle ein modifiziertes HIPP3 (HIPP3-2 (C36G,
C39G, C143G, C146G)), bei dem die fur die Metallbindung essentiellen Cysteine der beiden
Schwermetallbindedomanen durch Glycine ersetzt wurden, gleichermalRen analysiert

werden.

Die entsprechenden cDNAs wurden von der Firma ShineGene (Molecular Biotech Inc.,
Shanghai, China) mit fur E. coli optimierter Codon-Usage synthetisiert. Sie wurden in den
Vektor pCold™Il (Takara Bio Inc., Japan) ligiert. Dieser Vektor erméglicht die Expression der
Zielgene Uber den Promotor des Kalteschockgens cspA. Er enthalt einen lac Operator Uber
den die Expression reguliert werden kann. Die entspechend exprimierten HIPP3-Proteine
weisen am N-terminalen Ende sechs zuséatzliche Histidine auf (hexa-His-Tag), die zur
biochemischen Identifizierung und Aufreinigung genutzt werden kénnen. Die Uberexpression
wurde im E. coli Stamm BL21/pG-Tf2 (Takara Bio Inc., Japan) durch Zugabe von IPTG
(Endkonz.: 1mM) induziert und fur 3h bei 37°C inkubiert. Der E. coli Stamm BL21/pG-Tf2
besitzt das Chaperone-Team groES-groEL-tig. Diese molekularen Faltungshelfer
begilnstigen die Bildung und Stabilitdt der entsprechenden Zielproteine. Die Chaperone,
deren genetische Information auf dem Plasmid pG-Tf2 gespeichert ist, werden durch die
Applikation von Tetracyclin (Endkonzentration: 5ng ml™) in die 100ml E. coli Hauptkultur bei
Erreichen einer optischen Dichte (OD600nm) von 0,5 bis 0,6 induziert. 30 Minuten danach

erfolgte die bereits erwahnte Induktion der HIPP3 Expression durch Zugabe von IPTG.

Fur die Analyse der HIPP3-Proteinproduktion wurden aus den E. coli Hauptkulturen je 1ml
Probe vor IPTG-Zugabe und je 0,5ml Probe 3h nach IPTG-Zugabe entnommen und fir 5min
bei 13000xg und 4°C zentrifugiert. Aus den Bakterienpellets wurden dann die Proteine durch
Mischen mit jeweils gleichem Volumen (ca. 40ul) 2x Lammli-Probenpuffer (0,06 M Tris-HCL,
pH 6,8; 0,0025% (w/v) Bromphenolblau; 4% (w/v) SDS; 20% (v/v) Glycerin; 10% (v/v) B-
Mercaptoethanol) und Aufkochen fur 3min im Heizblock bei 95°C extrahiert. Anschlie3end
erfolgte die Analyse der HIPP3-Proteinproduktion mittels SDS-PAGE, Coomassie-
Proteinfarbung und immunologischer Detektion. Fur die weitere Aufreinigung der
rekombinant in E. coli produzierten HIPP3 Proteine mittels IMAC (immobilized metal ion
affinity chromatography) und die Identifizierung der entsprechend gebundenen
Schwermetalle mittels Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS)
wurden die Bakterienzellen der Hauptkultur 3h nach IPTG-Zugabe durch Zentrifugieren bei
4000xg und 4°C fur 20min geerntet.
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SDS-PAGE, Western-Blot und immunologische Detektion

Die Auftrennung der zu untersuchenden Proteinldsungen erfolgte in 12-16%igen, SDS-
haltigen Polyacrylamid-Gelen. Ein 16% Trenngel enthielt 375mM Tris-HCI pH 8,8; 53%
Rotiphorese®Gel 30 (Carl Roth GmBH, Karlsruhe); 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) APS und
0,1% TEMED. Ein Sammelgel enthielt 125mM Tris-HCI pH6,8; 15% Rotiphorese®Gel 30;
0,1% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) APS und 0,1% TEMED. Zur Anfarbung der getrennten Proteine
wurden die Gele uber Nacht in Coomassie-Féarbeldsung bei Raumtemperatur geschuttelt
(20% (v/v) Methanol reinst, 20% (v/v) 5x Roti®-Blue-Farbelésung (Carl Roth, Karlsruhe). Die
anschliel3ende Entfarbung in 25% (v/v) Methanol erfolgte zweimal fiir 30min unter Schutteln.

Fur eine immunologische Detektion wurden die Gber SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
getrennten Proteine im Western-Blot Verfahren auf eine 0,45um porige PVDF-Membran (GE
Healthcare Europe GmbH, Freiburg) Gbertragen. Dazu wurden die Gele in Kathodenpuffer
(0,1% (w/v) SDS; 20mM Tris-Base; 0,15M Glycin) inkubiert. Der anschlieRende Transfer
erfolgte mit einer Semidry-Blottingapparatur der Firma BioRad (Miinchen, Deutschland) bei
6°C fur 90min bei 0,65mA cm@, wobei als Anodenpuffer 30% (v/v) Methanol, 20mM Tris-
Base, 0,15M Glycin verwendet wurde. Die Membran wurde anschlieend tber Nacht mit 5%
(w/v) Milchpulver-Losung bei 6°C blockiert und mit TBST-Puffer (10mM Tris-Base, 0,15M
NaCl, 0,1% (w/v) TWEEN 20, pH 8,0) gewaschen. Die Immunodetektion von mit His-Tag
markiertem HIPP3 Protein erfolgte mit 0,1pg ml™ Maus-Anti-Penta-His (Kat.-Nr.: 34660,
QIAGEN, Hilden) primarem Antikorper. Nach intensivem Waschen fir je zweimal 30s, einmal
15min und dreimal 5min mit TBST-Puffer wurde die Membran mit dem 1:20000 in TBST
verdiinntem ECL Anti-Maus-IgG-HRP gekoppeltem sekundarem Antikdrper (Kat.-Nr.:
NA931-100UL, GE Healthcare Europe GmbH) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach wiederholt intensivem Waschen der Membran in TBST-Puffer erfolgte die
Chemilumineszenz-Detektion nach Behandlung mit dem 'Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent' (GE Healthcare Europe GmbH) und einer entsprechenden

Belichtung auf Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare Europe GmbH).

IMAC (immobilized metal ion affinity chromatography)

Die rekombiant in E. coli produzierten, mit hexa-His-Tag markierten HIPP3 Proteine wurden
mittels immobilisierter Metallaffinitatschromatographie gereinigt. Hierfir wurde das
'‘QlAexpress® Ni-NTA Fast Start Kit' der Firma QIAGEN (Hilden) verwendet. Die
Proteinaufreinigung erfolgte nach dem im Handbuch des Herstellers beschriebenen Protokoll
'Reinigung unter nativen Bedingungen'. Entscheidende Reinigungsschritte wurden
anschlie@end mittels SDS-PAGE, Coomassie-Proteinfarbung und immunologischer
Detektion Uberprift. Danach wurde mit den aufgereinigten Proteinextrakten (vereinigt je 2ml

Elutionsvolumen) ein Pufferwechsel durchgefiihrt.  Hierfuir sind  Amicon®Ultra-4
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Zentrifugationsfilter ~ (Merck  Millipore,  Billerica, USA) mit einer nominellen
Molekulargewichtsgrenze von 10kDa und Proteinpuffer (20mM NaH,PO,; 50mM NaCl; 10%
Glycerin; pH 8,0 mit NaOH) verwendet worden. Der Pufferwechsel erfolgte durch
sukzessives Mischen und Ankonzentrieren. Die je 2ml Proteinextrakte wurden mit 2ml
Proteinpuffer gemischt, auf 1ml ankonzentriert und dann in vierfacher Wiederholung mit 3ml
Proteinpuffer gemischt und auf 1ml ankonzentriert. Im letzten Durchlauf wurden die
Proteinextrakte auf 500yl ankonzentriert, die Proteinkonzentration bestimmt und
entsprechende Mengen fur die Identifizierung der gebundenen Schwermetalle mittels

Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) eingesetzt.

Quantitative Schwermetallanalyse (ICP-MS)

Um herauszufinden, welche Metalle an HIPP3 binden, wurden die Schwermetallgehalte im
Masssenspektrometer mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS, engl.: inductively coupled
plasma mass spectrometry) analysiert.

Fur die Mineralisierung der zu messenden Proben wurden diese zunachst auf gleiche
Volumina von 100ul gebracht. Hierfir wurde der gleiche Proteinpuffer (20mM NaH,POy;
50mM NaCl; 10% Glycerin; pH 8,0 mit NaOH) genutzt, der auch fir den Pufferwechsel im
Rahmen der Proteinaufreinigung Verwendung fand. Sowohl von der HIPP3- als auch von der
HIPP3-2-Probe sind pro Messung 35ug Protein analysiert worden. Von den als Kontrollen
auf Kontaminationen exakt parallel aufgereinigten Extrakten, welche aus nicht mit IPTG-
Zugabe induzierten E. coli Kulturen isoliert wurden, sind jeweils die maximalen 100ul pro
Probe gemessen worden. Als Blank-Losung fir die Leerwert-Bestimmung und die
Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ist der zum Verdinnen und den
Pufferwechsel im Rahmen der Proteinaufreinigung verwendete Proteinpuffer analysiert

worden.

Die unterschiedlichen Proben sind durch Zugabe von 100ul 69% HNO3; Supra-Qualitat (Kat.-
Nr.: HN50, Carl Roth GmBH, Karlsruhe) und Inkubation fir 16h bei 70°C mineralisiert
worden. AnschlieBend wurden die Proben mit je 1,8ml reinst H,O auf 3,45% HNO; verdinnt
und vom Autosampler zum Vermessen in ein X-Serie 2 ICP-MS Gerat der Firma Thermo
Fisher Scientific (Niederlassung Dreieich, Deutschland) gebracht. Dabei sind die Proben mit
feuchtem Argon angesaugt, in den Plasmazustand gebracht, durch Kollisionszellen geleitet
und die Isotope °°Cr, **Mn, *°Fe, *°Co, ®Ni, ®cCu, °zn, ™Cd und *®Pb
massenspektrometrisch analysiert worden. Fir die Bestimmung sind kommerziell erworbene

Multielement-Standards genutzt worden.
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Die Messung der Blank-Losung wurde achtmal durchgefiihrt. Die unterschiedlichen
Proteinaufreinigungen sind dreimal unabh&ngig voneinander durchgefiihrt und vermessen

worden.
2.6 Expressionsstudien

RNA-Extraktion und DNase-Verdau

Das Pflanzenmaterial wurde in flissigem Stickstoff fein gemorsert und die Extraktion der
RNA erfolgte nach Barth et al. (2009) mit 60°C temperiertem Trizol (0,8 M
Guanidiumthiocyanat, 0,4 M Ammoniumthiocyanat, 0,1M NaAcetat (pH5), 5% (v/v) Glycerol
(99,8%), 38% (v/v) Phenol, TE gesattigt, pH 5). Die RNA-Konzentration wurde photometrisch
(NanoDrop Spektrophotometer, ND-100, Wilmington, USA) nach folgender Formel bei
260nm bestimmt: ¢ RNA [ngpul™] = Ejgo x 40.

Zur Entfernung kontaminierender DNA wurden die Proben mit DNAsel (Roche-Diagnostics
GmbH, Mannheim, Deutschland) behandelt. Die Verdaulésung fiir 4ug RNA setzte sich aus
3,44l Inkubationspuffer (400mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 60mM MgCl,, 10mM CacCl,, pH7,9),
0,5ul RNase-freie DNasel (10Upl™) und sterilem, deionisiertem Wasser zusammen, dessen

Volumen zusammen mit der jeweiligen RNA-L6sung 30,1l ergab (3=34pl).

Nach 15mindtiger Reaktion bei 37°C wurde die DNasel durch die Zugabe vonlpl 280mM
EDTA und einem 10mindtigen Hitzeschock bei 75°C inaktiviert. Nachdem die RNA-Proben
auf 4°C abgekuhlt und abschlieRend noch mit 1,5ul 50mM MgCl, versetzt wurden, standen
sie fur weitere molekularbiologische Schritte bereit und konnten bis dahin bei -80°C gelagert

werden.

cDNA-Synthese

Die RNA-Proben wurden nach dem DNasel-Verdau durch Reverse Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Dies erfolgte entsprechend dem Protokoll des verwendeten 'H Minus First
Strand cDNA Synthesis' Kits der Firma MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, Deutschland)
im Thermocycler von Biometra®. Pro Reaktion wurden 1pug Gesamt-RNA eingesetzt. Die
Verwendung von Oligo(dT)18 Primern und Random-Hexamer-Nukleotiden ermdéglichte die
Ubersetzung des gesamten RNA-Pools in cDNA Molekile. Das Primergemisch aus 0,5ul
Oligo(dT)18 Primer und 1pl Hexanucleotid-Mix wurde noch vor allen anderen Komponenten
zur RNA gegeben. Wahrend des ersten 10mindtigen Vorsyntheseschrittes bei 25°C konnten
die Oligonucleotide an die RNA binden. Erst dann wurden dem Reaktionsansatz die

restlichen Komponenten hinzugegeben (5>=20pl).

Um sicher zu gehen, dass es wahrend der 60minltigen Synthesezeit bei 45°C nicht zum

Abbau der RNA-Molekile kommt, wurde neben der Reverse Transkriptase (0,6pl RevertAid
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H Minus Reverse Transcriptase, 200U/ul) noch ein RNase Inhibitor (0,9ul RiboLock™ RNase
Inhibitor, 20U/ul) eingesetzt. Beide Enzyme wurden im Anschluss an die cDNA-Synthese
durch einen 5minitigen Hitzeschock bei 70°C inaktiviert.

Quantitative Analyse der Transkriptgehalte mittels realtime-PCR

Die quantitativen realtime-PCR Analysen wurden mit Hilfe Gen-spezifischer Primerpaare
(siehe Tabelle 8) durchgefihrt und erfolgte im iCycler MyiQ2 der Firma BioRad (Munchen,
Deutschland). Die Reaktionsanséatze enthielten folgende Komponenten: 2ul Template
(unterschiedliche Verdiunnungsstufen der frisch synthetisierten cDNA [Verdinnungsfaktor:
jeweils 0,25]), 7,5l Platinum® SYBR® Green SuperMix der Firma Roche-Diagnostics GmbH
(Mannheim, Deutschland), 0,9ul forward primer (5uM), 0,9ul reverse primer (5uM) und 0,15l
Fluorescein (1uM) als passives Referenzfluorophor. Das Gesamtvolumen von 15ul wurde
durch die Zugabe von sterilem, deionisiertem Wasser erreicht. Die Abfolge des
Reaktionsprogramms ist in Tabelle 9 dargestellt:

Reaktionsschritt Zeit Temperatur Zyklen
1) Initialbehandlung 2min 50°C

2) Denaturierung 15s 95°C <+

3) Primer-Annealing 15s 56°C

4) Elongation 15s 60°C o
5) Abstoppen der Reaktion Tmin 95°C —

6) Schmelzkurve 10s 56-95°C

7) Abklhlung o 4°C

Tabelle 9: Reaktionsschritte fur die quantitative realtime-PCR Analysen

Als Referenzgen wurde At1g13320 gewdahlt, das fiur die Untereinheit A3 der
Proteinphosphatase 2A kodiert (PP2AA3). Es wird unter verschiedensten Bedingungen stets
in gleichem Mal3e exprimiert (Czechowski et al. 2005). Nur fur die Expressionsanalysen der
Proben aus den ABA-Experimenten, wurde das Gen At3g41768, welches fur die 18S rRNA
kodiert, als Referenzgen eingesetzt. Die Primersequenzen der beiden Referenzgene sind

gleich zu Beginn der Tabelle 8 gelistet.

Die Berechnung der relativen Transkriptgehalte erfolgte mithilfe der 'Ct-Werte' (crossing
threshold), die von der Cyclersoftware generiert wurden unter Berlcksichtigung der PCR-
Effizienz, die durch vier Verdinnungsstufen des eingesetzten Templates
(Verdiinnungsfaktor: jeweils 0,25) fir jedes Primerpaar ermittelt werden konnte, in Bezug auf

das eingesetzte Referenzgen anhand der Formeln von Pfaffl 2001. Um die Signifikanz der

-91 -



- MATERIAL UND METHODEN -

berechneten Werte zu ermitteln, wurde der statistische Test 'Pair wise fixed reallocation
randomization test' angewandt (REST-384°, Pfaffl et al.2002). Der dabei ermittelte p-Wert,
gibt die Uberschreitungswahrscheinlichkeit wider und erlaubt Aussagen tber die Signifikanz
der errechneten Expressionsdaten, die in den graphischen Darstellungen der
Expressionsergebnisse in Form von Sternchen angegeben wurde (je kleiner der p-Wert,
desto groRer die Signifikanz; p < 0,05 (), p £ 0,01 (=), p < 0,001 (+)).

Microarray-Analysen

Die vergleichende Analyse des Transkriptoms von Wildtyp (pCB-Leervektorlinie 187-2) und
35S::HIPP3 Uberexpressionslinie (HIPP3-oe, Linie 133-5) bzw. hipp3-1 knockdown Mutante
(Linie 28-23-74) erfolgte mit dem Agilent 4x44K Arabidopsis (V4) Microarray (Source
Bioscience, Imagenes, Berlin, Deutschland) nach dem 'Agilent One-Color Microarray-Based
Gene Expression Analysis' Protokoll von Agilent (Boblingen, Deutschland). Pro Probe
wurden drei unabhéngige Experimente durchgefihrt. Die mithilfe von Trizol isolierte Gesamt-
RNA wurde einer zusatzlichen Reinigung unter Verwendung des RNeasy®-Mini-Kits
(QIAGEN) in Anlehnung an die Herstellerangaben unterzogen. Der gereinigte Nucleotid-Pool
konnte nach der cDNA-Synthese (1ug/Ansatz) und der Markierungsreaktion mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 zur Microarray-Hybridisation eingesetzt werden. Die gewonnenen
Rohdaten wurden nach der Methode der Quantilnormalisierung (Bolstad et al. 2003)
normalisiert. Die statistische Analyse erfolgte mit dem t-Test (Welch-Test). Alle weiteren
Untersuchungen wurden nur mit solchen Genen durchgefiihrt, bei denen die gemessenen
Expressionswerte in der statistischen Analyse, beruhend auf den drei unabhdngigen
biologischen Replikaten, im Vergleich zu den Kontroll-Werten signifikant unterschiedlich
waren (p-Wert <0,05). Die Validierung der im Microarray beobachteten differenziellen
Genexpression erfolgte flr einige der am starksten differentiell regulierten Gene der Listen

mittels quantitativer realtime-PCR.
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VIIl ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Der Buchstabencode verwendeter Protein- und Gen-Bezeichnungen wird jeweils im Text,

soweit mdglich, bei der ersten Nennung erklart.

Englische Termini und Anglizismen wurden als solche beibehalten und kursiv markiert.

ABA Abscisinsaure

AG Arbeitsgruppe

AGI-Code von 'Arabidopsis Genome Initiative' vergebene Identifikationsnummer
APS Ammonium Peroxodisulfat

At Arabidopsis thaliana

3-AT 3-Amino-1,2,4-triazol

avr avirulence

BAR Bialaphos Resistenz (Resistenz gegeniiber Herbizid BASTA®)
BASTA® Herbizid (Glufosinat-Ammonium, Bayer CropScience)
BIFC bimolekulare Fluoreszenzkomplementation
BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp base pairs, Anzahl der DNA-Basenpaare

bzw. beziehungsweise

C Aminosaure Cystein

°C Grad Celsius

ca. circa, ungefahr

CamMVv Cauliflower Mosaic Virus

cDNA complementary DNA

CDS coding sequence, kodierende Sequenz

cfu colony forming units

Col Columbia

Ct crossing threshold

cy3 Fluoreszenzfarbstoff Cyanin 3

Da Dalton

DNA Deoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinséure
DNAse Deoxyribonuclease

dNTP Deoxyribonucleotide triphosphate

DRE Drought Responsive Element

E Einstein

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ET Ethylen

et al. lat. 'und andere'
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ETI
FLG22
FRET
FTase
GAs
GAL4-AD
GAL4-BD
GGTase
h

HIPP
His
HMA
hpi

HR

HRP

I
ICP-MS
ID

IMAC

in planta
in silico
in vivo
IPTG
JA

JAs

k

k.d.

k.o.

MAP-Kinase
Hg

min

MiRNA

ml

pl

mM

uM

MRNA

NLS
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effector triggered immunity

22 Aminosauren langes Peptid aus konserviertem Bereich des Flagellin
Forster-Resonanzenergietransfer (Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer)
Farnesyltransferase

Gibberelline

Aktivierungsdomane des Transkriptionsfaktors GAL4
DNA-Bindedomane des Transkriptionsfaktors GAL4
Geranylgeranyltransferase

Stunde

'heavy metal associated isoprenylated plant protein'
Aminosaure Histidin

'heavy metal associated' Proteinbindedoméane
hours post infection

hypersensitive Reaktion

Horse Radish Peroxidase

Aminosaure Isoleucin

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
Identifikations-Nummer

Immobilized Metal lon Affinity Chromatography

lat. 'in der Pflanze'

lat. 'in Computer-Simulationen'

lat. 'im Lebendigen’
Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid

Jasmonsaure

Jasmonate

Kilo

knockdown

knockout

Aminosaure Leucin

left border, linke Begrenzungssequenz

log2 fold change

Logarithmus

Molar

mitogen activated protein kinase

Mikrogramm

Minute

micro-RNA

Milliliter

Mikroliter

Millimolar

Mikromolar

messenger RNA

'nuclear localization signal'
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nm
NOS

NTA

oD

oe

ORF
PAGE
PAMPs
PCD

PCM

PCR
PFAM
PR-Protein
PSili

Pst

P. syringae
PTI

pv.

p-Wert

RB

RNA
RNAse
ROS

SA

SAIL

SAM

SAR

SDS
SmMRS-GFP
T-DNA
TEMED
TFs
Ti-Plasmid
TIR-NB-LRR
UTR

viv

wiv

Xg

X-GAL

z.B.
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Nanometer

Nopaline Synthase

Nitrilotriacetic Acid

optische Dichte

over-expression

open reading frame
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

pathogen associated molecular patterns
programmierter Zelltod
Prenyl-Cystein-Methyl-Transferase

polymerase chain reaction

Protein-Familie

'pathogenesis related' Protein

Photosystem Il

Pseudomonas syringae pv. tomato

Pseudomonas syringae

PAMP triggered immunity

pathovar

Uberschreitungswahrscheinlichkeit, Signifikanzwert
right border, rechte Begrenzungssequenz

Ribonucleic Acid, Ribonukleinsaure

Ribonuclease

reactive oxygen species

Salicylsaure

Syngenta Arabidopsis Insertion Libary

shoot apical meristem

systemic acquired resistance

Natrium Dodecyl Sulfat

solubility modified red shifted Green Fluorescent Protein
transferierte DNA aus Ti-Plasmiden der Agrobacterien
Tetramethylethylendiamin

Transkriptionsfaktoren

Tumor induzierendes Plasmid

Toll-interleukin-1 receptor—nucleotide binding—leucine-rich repeat
untranslated region

volume per volume

weight per volume

gravitation force, multipliziert mit der Erdbeschleunigung g= 9,81ms’
5-Bromo-4-Chloro-3-Indoxyl-B-D-Galactopyranosid

2

zum Beispiel
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Target ID ratio Ifc-Wert p-Wert
NM_001037004 0,133191459 -2,908426521 0,017835963
NM_113880 4,704223456 2,233956592 0,028955463
NM_102772 0,2911495 -1,780167953 0,035130789
NM_118859 0,295147927 -1,760489885 0,026507101
NR_022109 0,298503633 -1,744179605 0,019751943
NM_001084541 0,301661477 -1,728997622 0,047492409
NP221601 0,329622521 -1,601113281 0,017861755
NM_122845 0,330518912 -1,59719527 0,03943188
NM_128743 0,352291923 -1,505156695 0,017230589
NM_101924 0,354556879 -1,495911007 0,016765937
NM_129381 2,78976772 1,480145006 0,041592941
NM_123634 0,367306481 -1,444943742 0,006845132
NM_116075 0,368578921 -1,43995453 0,000704133
A_84 P844108 0,370138598 -1,433862506 0,012293124
NM_001124994 0,373861572 -1,419423907 0,006949629
NP174586 2,614311687 1,386431154 0,026247943
NM_125357 0,400036585 -1,32179615 0,022120722
NM_125343 2,469619479 1,304288767 0,047439451
NM_120298 0,407456255 -1,295282916 0,026956933
NR_022504 0,4137703 -1,273098 0,003437288
TA33368_3702 0,415312842 -1,267729611 0,014731175
NM_103599 2,407615581 1,267605058 0,030939039
BP651980 0,417560651 -1,259942331 0,016232343
A 84 P798373 2,341252745 1,227280686 0,013863545
NM_001123986 0,432019663 -1,210831117 0,008082383
NM_111779 2,30864239 1,207044716 0,018012689
NM_129744 2,285126085 1,19227377 0,034178425
DQ108748 2,280899553 1,189602914 0,020145959
NM_117652 2,277598937 1,187513725 0,045531903
NM_001125855 2,267856597 1,181329417 0,036300387
NM_103093 0,442448234 -1,176419423 0,019701015
NM_127760 0,442547953 -1,176094306 0,039403789
TA30477_3702 2,257935438 1,175004235 0,014060785
NM_101291 2,253518093 1,172179033 0,027629566
EG517227 2,249492857 1,169599786 0,011505082
NR_022184 0,446010845 -1,164849306 0,024034972
BE037594 2,20216016 1,138919398 0,045121233
NM_117804 0,455021582 -1,13599312 0,017989611
AK227999 0,455244371 -1,135286916 0,006205083
NM_118772 0,456209145 -1,132232729 0,017903038
NM_147867 0,460277092 -1,119425455 0,033280067
NM_202818 0,461617292 -1,115230826 0,012456514

Tabelle Al (Teil I): Liste der differentiell exprimierten Gene der hipp3-1 Mutante (Linie 28-23-74)
im Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten
Target IDs (GenBank Sequence Acession Code;
Expressionslevel (ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei
unabhéngigen Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-
Werten in abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die

Bedingung 'lfc-Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erflllt war.
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Target ID ratio Ifc-Wert p-Wert
EG449086 2,164373763 1,113949658 0,040455011
NM_116714 0,462191255 -1,113438133 0,024655056
EG425189 0,463175066 -1,110370502 0,024213991
NM_122440 0,463643908 -1,108910897 0,039727707
TC394900 2,156267073 1,10853588 0,043812704
NM_103812 0,464518684 -1,106191467 0,043023146
NM_114775 2,126900132 1,088752293 0,02687367
NM_118143 0,470539553 -1,087612095 0,033390683
NP226832 0,474028176 -1,076955282 0,009587981
A_84_P230039 2,092505155 1,065231177 0,011570576
AK117704 0,478729267 -1,062718086 0,021162408
TC368149 0,479924081 -1,05912189 0,008422392
NM_001084543 2,082755754 1,058493664 0,005431154
NM_148374 2,081886324 1,057891296 0,022379409
NM_120783 2,075998363 1,053805306 0,031562218
DR381041 0,481925056 -1,053119283 0,011087275
NM_112526 0,482296872 -1,052006643 0,018473224
NM_111802 2,064857609 1,046042298 0,039166731
TA33629_3702 0,484949626 -1,044093199 0,020040873
AK230419 2,051503345 1,036681507 0,0234462
NM_112079 2,048490053 1,034560887 0,029303426
NM_105300 0,489132961 -1,031701407 0,035058171
NM_111777 0,489406945 -1,030893522 0,01558047
NM_123751 2,033394312 1,023890007 0,0437792
A_84_P759443 0,493303747 -1,019451849 0,029417402
TA27808_3702 0,49569343 -1,012479957 0,003382486
NM_148331 0,495961067 -1,011701221 0,048201756

Tabelle Al (Teil Il): Liste der differentiell exprimierten Gene der hipp3-1 Mutante (Linie 28-23-74)
im Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten
Target IDs (GenBank Sequence Acession Code;
Expressionslevel (ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei
unabhéngigen Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-
Werten in abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die

Bedingung 'lfc-Absolutwert =2 1 und pWert < 0,05' erfullt war.
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Target ID ratio Ifc-Wert p-Wert
NM_125473 116,0957619 6,859171498 0,022071203
NM_117760 10,42559162 3,382057349 0,000322962
BX829766 9,57005379 3,258527034 0,035725482
NR_022109 0,120172971 -3,056815653 0,01518041

NM_001125495

6,439653577

2,68698308

0,014556512

NM_105992

6,318520939

2,659586887

0,002134539

NM_123172

6,112737783

2,611818681

0,029954059

TA36021_3702

5,966842418

2,576967676

0,036972232

NM_117608 5,696911217 2,510179923 0,009397341
NM_100104 0,175772763 -2,508216562 0,031610686
NM_113771 0,187038173 -2,418595349 0,027313293
NM_113201 0,196567013 -2,346906863 0,031782942
NM_117415 5,021061231 2,327992318 0,029247814
NM_118895 4,986203294 2,317941705 0,004852693
NM_105367 0,201682863 -2,309839595 0,018297167
NM_129745 4,59235311 2,199233576 0,017586731
NM_148067 4,474190869 2,161626803 0,004648298
NM_116075 0,224360948 -2,15610651 0,003133623
NM_001037004 0,224701659 -2,153917318 0,0102444

NM_127555 4,257878688 2,090134846 0,018387541
NM_129623 0,237861118 -2,071808634 0,038816756
NM_130157 4,202118481 2,07111684 0,049979895
NM_121915 4,05258296 2,018841719 0,025922239
NM_117850 4,026168709 2,009407627 0,006308871
NM_130286 3,997205296 1,998991671 0,040161762
NM_104085 3,942118039 1,978970976 0,007641507
NR_022376 0,253798507 -1,978244515 0,022800799
R65132 0,254850823 -1,972275082 0,043524547
NM_130072 3,90952073 1,966991758 0,018043797
NM_117609 3,878899114 1,955647253 0,001000114
NM_121728 3,834194945 1,938923691 0,029324271
NM_120965 0,264497646 -1,918673213 0,040010068
NM_130281 0,265146365 -1,915139127 0,023888221
NM_128810 3,755662208 1,90906731 0,01209461

NM_202577 0,268933855 -1,894676715 0,001860211
NM_128629 0,270241623 -1,887678196 0,043056245
NM_127140 3,649561102 1,867722975 0,037287902

NM_001084589

3,614436325

1,853770675

0,011705044

NM_124652 0,283648126 -1,817825764 0,048910744
NM_113122 0,283814811 -1,816978214 0,027953457
NM_114710 3,51721741 1,814434515 0,00019522

NM_120607 0,285107194 -1,810423655 0,048362462

Tabelle A2 (Teil I): Liste der differentiell exprimierten Gene der HIPP3-oe Linie (Linie 133-5) im
Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten Target
IDs (GenBank Sequence Acession Code; http://www.ncbi.nim.nih.gov), das relative Expressionslevel
(ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei unabhéngigen
Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-Werten in
abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die Bedingung 'lfc-
Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erfuillt war.
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Target ID ratio Ifc-Wert p-Wert
NM_101851 0,286046011 -1,805680868 0,019538127
NM_122386 3,489472687 1,80300904 0,004282475
NM_113780 3,486586899 1,80181544 0,025302653
NM_121230 0,287048013 -1,800636027 0,017512826
NM_147879 3,466428123 1,793449846 0,000528421
NM_148657 0,288650396 -1,792604892 0,017650878
u74122 3,454966744 1,788671824 0,00824405
NM_121916 3,453745948 1,788161964 0,035308894
NP221601 0,290343673 -1,784166498 0,019674684
NM_111472 3,432344965 1,779194557 0,032252574
NM_119877 3,42360235 1,775515143 0,004982107
NM_001036860 3,417861627 1,77309399 0,004247183
NM_105681 3,378353659 1,756320363 0,019065417
NM_001125054 3,3720573 1,753629052 0,017359547
NM_118643 0,296656737 -1,753133548 0,03973421
NM_125071 3,362078756 1,74935352 0,019190089
NM_115028 3,358420033 1,747782677 0,000267292
NM_001161166 0,298901202 -1,742259394 0,030756563
NM_102701 0,299118753 -1,741209732 0,032550883
NM_113121 0,300050498 -1,736722772 0,028476411
NM_100126 0,302524577 -1,724875743 0,046914301
NM_117107 3,297937681 1,721564137 0,010258136
BP635769 3,282961905 1,714998009 0,013078845
NM_126327 3,276040262 1,711953088 0,00327124
NM_101291 3,25822367 1,704085645 0,009112367
NM_116161 3,232169571 1,692502889 0,008654906
NM_117851 3,197691506 1,677030763 0,022974209
H36258 3,193137768 1,674974799 0,014801243
NM_122287 3,183915435 1,670802018 0,000686662
NM_104541 3,182892482 1,670338424 0,001890445
NM_128070 3,182008726 1,669937792 0,001112909
NM_130208 0,314587135 -1,668468423 0,043878154
NM_114677 0,314653013 -1,668166338 0,018597664
CB254609 3,172921896 1,665812009 0,046260748
NR_022773 3,172496901 1,665618755 0,001268746
NM_103810 0,317121175 -1,65689388 0,023798955
NM_116338 3,128577263 1,645506733 0,00120862
NM_106060 3,121814933 1,642385014 0,000431701
NM_116143 0,320419697 -1,641965259 0,049542587
NM_126877 0,321146692 -1,638695657 0,001746191
NM_120813 3,111044929 1,63739923 0,026848265
NM_105277 0,321575266 -1,636771648 0,029859017

Tabelle A2 (Teil II): Liste der differentiell exprimierten Gene der HIPP3-oe Linie (Linie 133-5) im
Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten Target
IDs (GenBank Sequence Acession Code; http://www.ncbi.nlm.nih.gov), das relative Expressionslevel
(ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei unabh&angigen
Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-Werten in
abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die Bedingung 'Ifc-
Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erfuillt war.
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Target ID ratio Ifc-Wert p-Wert
NM_114775 3,106446248 1,635265091 0,00185597
NM_118859 0,324681527 -1,622902789 0,022406212
NM_128029 0,325179583 -1,620691418 0,005604563
NM_129460 3,059888461 1,613479065 0,008026443
AV564310 0,329588261 -1,601263235 0,045426675
TA29885 3702 3,029093248 1,598885991 0,010565704
NM_001125801 3,01736603 1,593289717 0,006681367

NM_118460 0,331715529 -1,591981543 0,040885218
NM_125225 0,333142628 -1,585788125 0,032025748
NM_119210 0,333812286 -1,58289104 0,0026484
NM_001084697 2,995159294 1,582632733 0,007330255
NM_179338 2,958945106 1,565082932 0,036049367
NM_112058 0,338433323 -1,563056467 0,033701549
NM_122440 0,339330573 -1,559236676 0,026202114
NM_128498 2,941072071 1,556342138 0,036481721
NM_123805 2,93421356 1,552973878 0,017215835
NM_106059 2,923472955 1,547683245 0,019925286
NM_119878 2,921696478 1,546806311 0,002309195
NM_105252 0,342273125 -1,546780078 0,017363477
NM_123772 2,908291828 1,540172041 0,004108788
NM_118543 2,905079488 1,538577639 0,002051516
NM_101819 0,346844009 -1,527641131 0,00823476
NM_116742 0,348881965 -1,519189075 0,003264211
NM_101978 0,34975189 -1,515596241 0,016444444
DQ108748 2,849962645 1,51094301 0,008416323
NM_122030 2,833922682 1,502800398 3,45073E-06
A 84_P750319 0,353968049 -1,498308954 0,000187354
NM_119174 2,82411862 1,497800686 0,016561684
NM_128213 0,357781543 -1,482849131 0,045450656
NM_103459 0,357905299 -1,482350189 0,02788648
NM_113528 0,358236151 -1,481017161 0,036744339
NM_179463 2,787043958 1,478735757 0,017989606
A_84 P759443 0,360807714 -1,470697911 0,000795837
NM_001036585 0,361609967 -1,467493652 0,01404964
NM_115875 2,764908443 1,467231708 0,031685833
NM_102578 0,361973448 -1,466044221 0,049115511
NM_100476 0,36231739 -1,464674043 0,011239672
NM_129674 0,362494582 -1,463968662 0,005222504
NM_113145 0,362693572 -1,463176916 0,002707423
NM_117224 0,364249452 -1,457001294 0,020034835
NM_112231 2,741796157 1,455121316 0,021626826
NM_126478 0,365507605 -1,452026671 0,00583451

Tabelle A2 (Teil 1ll): Liste der differentiell exprimierten Gene der HIPP3-oe Linie (Linie 133-5) im
Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten Target
IDs (GenBank Sequence Acession Code; http://www.ncbi.nlm.nih.gov), das relative Expressionslevel
(ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei unabhangigen
Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-Werten in
abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die Bedingung 'lfc-
Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erfuillt war.
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NM_001036883 0,365964747 -1,450223411 0,049711671
NM_102169 2,721135228 1,444208654 0,003080847
NM_120464 0,367576855 -1,443882168 0,001215368
NM_121271 2,716629387 1,441817761 0,042511985
TC379408 0,369157064 -1,437693331 0,024047984
NM_001123986 0,369465931 -1,436486758 0,010103834
NM_125890 0,370800528 -1,431284797 0,033285421
AK230242 2,695517168 1,430562099 0,034932808
NM_105858 0,372936822 -1,422996846 0,003838991
NM_120347 0,373375404 -1,421301201 0,000112014
EG517227 2,670141838 1,41691638 0,002617388
NM_130323 2,66623951 1,414806384 0,009598022
NM_115794 0,37538212 -1,413568159 0,021971943
NM_124927 0,375492188 -1,413145202 0,030240185
NM_101977 0,375940591 -1,411423402 0,008318749
NM_179853 0,376174185 -1,410527247 0,008202062
NM_126332 0,377111673 -1,406936285 0,020248609
NM_001036706 2,645775015 1,403690387 0,009850902
NM_111938 0,381239329 -1,391231138 0,048100216
NM_001036061 2,617372093 1,388119036 0,030166799
NM_129047 0,382427118 -1,386743266 0,041227291
NM_148667 0,3828821 -1,385027881 0,046238628
NM_129637 0,383051317 -1,384390413 0,023383541
NM_112473 0,383474075 -1,382799049 0,000440412
NM_130207 0,38414546 -1,380275391 0,018723635
NM_126121 2,601140316 1,379144226 0,026425594
NM_124928 0,384620325 -1,378493093 0,022846983
NM_126131 2,599730384 1,37836201 0,005522157
NM_120262 2,598478498 1,377667121 0,003052355
NM_118652 2,584277359 1,369760917 0,024920408
NM_113530 0,387242528 -1,368690692 0,00597771
NM_118673 0,38760697 -1,367333582 0,027804378
NM_125740 2,578117261 1,366317884 0,018770532
NM_105656 2,567041451 1,360106592 0,036905231
NM_103273 0,390728675 -1,355760958 0,031143094
NM_121240 2,556858054 1,35437207 0,034166661
NM_100684 2,554099788 1,352814892 0,006992665
NM_122319 2,551050196 1,351091287 0,026449136
NM_103881 0,392012695 -1,351027719 0,009389257
NM_001035609 0,392171508 -1,35044337 0,034522057
NM_118239 2,539191566 1,344369241 0,017488576
AV796960 0,394051255 -1,343544799 0,028028959

Tabelle A2 (Teil IV): Liste der differentiell exprimierten Gene der HIPP3-0e Linie (Linie 133-5) im
Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten Target
IDs (GenBank Sequence Acession Code; http://www.ncbi.nlm.nih.gov), das relative Expressionslevel
(ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei unabhéngigen
Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-Werten in
abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die Bedingung 'Ifc-
Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erfuillt war.
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NM_129381 2,535193995 1,342096147 0,018375446
AlI995133 2,530167457 1,339232871 0,023119931
AY099820 0,395419922 -1,338542535 0,033696941
NM_001125299 0,395638218 -1,337746298 0,014810003
NR_023276 0,3982164 -1,328375457 0,004350861
NM_128108 0,398254648 -1,328236894 0,011535553
NM_117519 0,398517882 -1,327283633 0,02690822
NM_112212 0,399634545 -1,323246798 0,037563015
NM_103811 0,400197774 -1,321214952 0,004556714
NM_121008 0,400757104 -1,319200001 0,032952055
NP231273 2,491903165 1,317248006 0,016183277
NM_120757 2,485235706 1,313382687 0,037555088
NM_103812 0,403397759 -1,309725026 0,046072346
NM_114704 2,477117743 1,308662445 0,039283377
TA29588 3702 0,403849638 -1,308109847 0,023491532
NM_119029 2,475234013 1,307564927 0,039360464
NM_129432 2,463123299 1,300488848 0,023420137
NM_121377 0,406099767 -1,300093896 0,040118626
NM_101926 2,46232726 1,300022518 0,036402512
NM_119491 0,407412659 -1,295437289 0,003451444
NM_129215 2,451073465 1,293413726 0,014957985
NM_202692 2,450998122 1,293369379 0,002536067
NM_130008 2,445642302 1,290213412 0,009572593
NM_111482 0,409125825 -1,289383487 0,026093826
NM_117849 0,409727603 -1,287263005 0,009463194
NM_102753 2,435391174 1,284153518 0,003116848
NM_115856 2,426886205 1,279106463 0,002727822
NM_105094 2,42587915 1,278507681 0,003787516
NM_124654 0,412508468 -1,277504361 0,021215384
NM_130068 2,423401494 1,277033441 0,029832673
NM_121063 0,412810049 -1,276450003 0,011775105
NM_121035 2,421705814 1,276023619 0,002628841
NM_106714 0,413004522 -1,275770517 0,040097914
NM_103546 2,420307198 1,275190174 5,20412E-05
AK228737 0,413522353 -1,273962778 0,008526922

NM_001124828

2,408548036

1,268163697

0,015567591

NM_001084013

2,407402025

1,267477085

0,003266325

NM_147989 2,405148167 1,266125773 0,010772179
NM_126444 2,401541762 1,263960897 0,031550603
NM_001123738 0,417266922 -1,260957538 0,002870299
NM_119567 0,417459256 -1,260292698 0,001356646
NM_122387 2,394144453 1,259510201 0,023021724

Tabelle A2 (Teil V): Liste der differentiell exprimierten Gene der HIPP3-0e Linie (Linie 133-5) im
Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten Target
IDs (GenBank Sequence Acession Code; http://www.ncbi.nlm.nih.gov), das relative Expressionslevel
(ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei unabhéngigen
Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-Werten in
abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die Bedingung 'Ifc-
Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erfuillt war.
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NR_022904 0,418723038 -1,255931799 0,005734569
NM_111292 0,419857478 -1,252028413 0,004279025
NM_101224 0,42058318 -1,24953694 0,041769523
NM_001161047 0,420591058 -1,249509915 0,012744981
NM_102694 2,376675734 1,24894508 0,002448471
NM_101686 2,374468678 1,247604725 0,003015674
NM_179352 0,422801522 -1,241947526 0,027108776
NM_001036150 2,358326487 1,237763459 0,01632683
NM_123174 0,424441778 -1,236361426 0,034540576
NM_118232 2,35490602 1,235669486 0,018948296
NM_118258 0,425067364 -1,2342366 0,031562551
NM_106387 2,35187156 1,233809274 0,040046948
NM_115339 2,351494426 1,233577913 0,048546383
AK221636 0,426511604 -1,2293431 0,026133011
NM_001036586 0,42683455 -1,228251135 0,021571597
NM_114568 0,428217179 -1,223585422 0,002584815
AK118176 0,42843726 -1,222844141 0,030202361
NM_129157 2,33187693 1,221491649 0,018314157
NM_001161308 2,330547945 1,220669193 0,014861188
NM_104255 0,429632001 -1,218826638 0,002236371
AK318901 0,429935039 -1,217809401 0,004543772
NM_127650 2,325605776 1,21760656 0,038779578
NM_111961 2,325315556 1,21742651 0,040419171
AK229152 0,430475491 -1,215996996 0,004092143
NM_102811 2,321157385 1,214844347 0,031597459
NM_128426 2,317766867 1,21273546 0,003328963
NM_129274 2,315117991 1,211085723 0,001761203
NM_203046 2,312895612 1,209700154 0,007155639
NM_101447 0,432703465 -1,208549421 0,033519671
NM_114717 2,309968757 1,207873339 0,026236075
NM_125297 0,433543478 -1,205751415 0,002059354
TA29208 3702 2,297615154 1,200137169 0,043086404
NM_114723 0,435288281 -1,199956914 0,032739511
NM_105413 0,435466554 -1,199366177 0,009909412
NM_116469 2,293169065 1,197342722 0,002553
C0048667 0,436318349 -1,196546948 0,011035222
NM_001035619 2,29167164 1,196400343 0,001258161
NM_120238 2,289718382 1,195170169 0,049097651
TA36111_ 3702 0,436821758 -1,194883376 0,029859348
NM_127920 2,288806681 1,194595614 0,040606052
NM_121588 0,43757413 -1,192400648 0,047555439
NM_128374 2,281962671 1,190275192 0,014722086

Tabelle A2 (Teil VI): Liste der differentiell exprimierten Gene der HIPP3-0e Linie (Linie 133-5) im
Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten Target
IDs (GenBank Sequence Acession Code; http://www.ncbi.nlm.nih.gov), das relative Expressionslevel
(ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei unabhéngigen
Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-Werten in
abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die Bedingung 'lfc-
Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erfuillt war.
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NM_114572 0,439066524 -1,187488553 0,01351935
NM_100339 0,440816755 -1,181749034 0,006291187
NM_202669 0,442794462 -1,175290916 0,027953086
NM_125483 0,442828485 -1,175180068 0,030779329
NP281378 0,444130488 -1,170944484 0,030231516
NM_112504 2,251408708 1,170827979 0,031397496
NM_101464 0,444178391 -1,170788887 0,002938697
BP589120 2,250603124 1,170311671 0,020837264
NM_001123908 0,444579893 -1,169485395 0,038271103
NM_179929 2,248430849 1,168918514 0,046616985
NM_101503 2,247237423 1,168152555 0,015366256
BE523647 2,242944922 1,165394194 0,025850459
NM_124181 2,242114745 1,164860113 0,04364685
NM_119223 2,241667991 1,164572619 0,014064839
AY080642 0,446465839 -1,163378303 0,006761072
NM_124651 0,447911213 -1,158715312 0,020287969
NR_023150 0,448333364 -1,157356229 0,000443769
NM_125926 2,226521782 1,154791726 0,002033225
NM_120298 0,449149267 -1,154733117 0,033706409
NM_128177 0,449491156 -1,153635364 0,002467047
NM_001036167 0,449909227 -1,152294141 0,031933076
NM_001125931 0,450130993 -1,151583193 0,040652522
NM_122391 2,220185461 1,150680196 0,004967248
NM_115935 0,450416677 -1,15066785 0,006576335
NM_179797 0,451413533 -1,147478424 0,005236773
NM_115965 0,452446287 -1,144181565 0,004133086
NM_119637 2,205338241 1,140999945 0,000867041
NM_129433 2,205128092 1,140862462 0,00261151
NM_118242 0,453942595 -1,139418228 3,18686E-05
NM_103054 2,199335276 1,137067552 0,001112726
NM_105948 0,454715856 -1,136962784 0,004228272
NM_123237 2,187501347 1,129283905 0,012519623
NM_105405 0,45726059 -1,128911512 0,010991546
NM_148060 0,457465464 -1,128265264 0,016464087
NM_125067 2,185821276 1,128175444 0,023531217
TA36008_3702 0,457724812 -1,127447595 0,009157891
NM_123682 0,458501735 -1,125000902 0,002032727
NM_120628 0,459273125 -1,122575729 0,03194979
NM_118786 0,460132252 -1,119879513 0,001483039
NM_103829 0,460351128 -1,119193413 0,011706529
NM_125358 0,460883944 -1,117524587 0,040946129
NM_121082 0,461029223 -1,117069893 0,000293476

Tabelle A2 (Teil VII): Liste der differentiell exprimierten Gene der HIPP3-oe Linie (Linie 133-5) im
Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten Target
IDs (GenBank Sequence Acession Code; http://www.ncbi.nlm.nih.gov), das relative Expressionslevel
(ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei unabhéngigen
Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-Werten in
abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die Bedingung 'Ifc-
Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erfuillt war.
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NM_201962 2,167597653 1,11609699 3,70055E-05
NM_100663 2,165633321 1,11478899 0,012077482
TA26531_3702 2,165261317 1,114541149 0,026050799
NM_130070 2,16400793 1,113705786 0,000745256
NM_124347 2,15873835 1,110188392 0,011199468
NM_001125377 0,464310647 -1,106837731 0,009655086
NM_130079 2,14809073 1,10305493 0,00526473
NM_122668 0,465619294 -1,102777254 0,036428738
NP226307 0,466673044 -1,099515957 0,003512211
NR_022067 2,142653288 1,09939842 0,042210544
NM_148331 0,46681985 -1,099062186 0,034277036
NM_113405 0,467368476 -1,097367667 0,021771571
NR_022080 0,4675722 -1,096738939 0,018305091
NM_114917 2,137999695 1,096261647 0,029712608
NM_112776 0,467853195 -1,095872189 0,041180302
NM_127428 2,134968457 1,094214755 0,011902535
NM_126351 2,132642437 1,092642101 0,025239557
NM_147244 0,470102947 -1,08895137 0,045632667
NM_123481 0,470663485 -1,087232164 0,017186683
NR_022955 0,471283718 -1,085332254 0,019315783
NM_122605 0,471926241 -1,083366703 0,028446307
NM_001160842 2,115867915 1,081249568 0,010083971
NM_115455 2,114834563 1,08054481 0,020265072
NM_117652 2,114702183 1,080454501 0,016364021
NM_179115 0,473312413 -1,079135336 0,019503396
NM_202818 0,473982116 -1,077095468 0,016669964
NM_105185 0,474307734 -1,076104703 0,002962341
NM_001036799 2,107520357 1,075546567 0,010625354
TA32187_3702 0,474660215 -1,075032964 0,02033576
NM_001084592 2,105600027 1,074231413 0,000197789
NM_124899 0,474941353 -1,074178719 0,009835463
NM_124900 2,10484652 1,07371504 0,037753165
NM_127551 0,47630944 -1,070028954 0,0011688
NM_001084209 2,098837217 1,069590278 0,026321354
NM_120142 2,09859904 1,069426551 0,002558162
A 84 P857309 0,477478357 -1,066492754 0,009375649
NM_114571 0,477754636 -1,065658221 0,007540043
BX842416 0,478025058 -1,064841848 0,00055745
NM_118492 0,479015846 -1,061854712 0,03791781
TA42683 3702 2,085667773 1,060509368 0,044503059
NM_103093 0,479726301 -1,059716558 0,023676349
NM_101967 0,480227401 -1,05821037 0,007845369

Tabelle A2 (Teil VIII): Liste der differentiell exprimierten Gene der HIPP3-oe Linie (Linie 133-5)
im Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten
Target IDs (GenBank Sequence Acession Code;
Expressionslevel (ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei
unabhéngigen Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-
Werten in abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die

Bedingung 'lfc-Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erflllt war.
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Target ID ratio Ifc-Wert p-Wert
NM_115833 2,082013323 1,0579793 0,002946627
NM_112260 2,081057835 1,05731706 0,025472294
BX815895 0,481440092 -1,054571807 0,001070066
NM_123708 2,076629376 1,054243756 0,03206517
NM_180384 2,076319296 1,054028318 0,004015907
NM_101638 2,076044894 1,053837642 0,028552818
NM_121622 0,481729764 -1,053704029 0,039783474
NM_111106 0,481774889 -1,053568895 0,001523131
NM_112345 0,482042025 -1,052769166 0,031976638
EG472756 2,07193364 1,050977797 0,01451567
BX817788 0,4836282 -1,048029726 0,034339744
NM_106329 2,066595595 1,0472561 0,009251227
NM_121095 0,484388871 -1,045762375 0,034612201
NM_116476 0,484563085 -1,045243594 0,0221694
NM_119796 0,484864097 -1,044347665 0,005426988
NM_179522 0,485221067 -1,043285905 0,017216722
NM_113631 2,060225207 1,042802049 0,034372612
NM_111439 0,485603529 -1,04214919 0,022182787
A_84 P767429 0,485679341 -1,041923973 0,004406184
NM_124532 0,485811664 -1,041530965 0,023294426
NM_202562 2,058036581 1,041268626 0,004646335
NM_179783 0,486063096 -1,040784492 0,012634369
NM_101823 2,056035791 1,039865379 0,037785784
NM_122047 0,486555841 -1,039322706 0,048351981
NM_121474 2,053168129 1,037851771 0,014576063
NM_100203 0,487413383 -1,03678223 0,019948294
NM_130113 0,487669853 -1,036023304 0,037263592
NM_126214 0,487999133 -1,035049509 0,004024439
NM_113529 0,488333631 -1,034060957 0,017575423
NM_106730 2,045238919 1,032269385 0,045738575
NM_105911 2,044997818 1,032099304 0,009188327
NM_118727 0,489066614 -1,031897111 0,023719302
NM_129170 0,489067403 -1,031894783 0,004588375
NM_129238 2,044693784 1,0318848 0,000108987
NM_113809 0,489889195 -1,029472624 0,035172514
NM_129913 2,03921559 1,028014308 0,045241966
NM_125288 0,490702622 -1,027079116 0,017395689
NM_106074 2,036983782 1,026434494 0,014345803
NM_130063 2,03536802 1,025289676 0,001417806
NM_101860 0,491313363 -1,025284617 0,000865356
NM_123278 2,033951553 1,024285316 0,004896058
NM_117633 2,032129469 1,02299232 0,02020469

Tabelle A2 (Teil IX): Liste der differentiell exprimierten Gene der HIPP3-0e Linie (Linie 133-5) im
Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten Target
IDs (GenBank Sequence Acession Code; http://www.ncbi.nlm.nih.gov), das relative Expressionslevel
(ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei unabhéngigen
Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-Werten in
abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die Bedingung 'lfc-
Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erfuillt war.
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Target ID ratio Ifc-Wert p-Wert

NM_122260 2,028458634 1,020383882 0,026320153
AK175505 0,493022439 -1,020274785 0,017846773
NM_104150 2,028245173 1,020232055 0,000574089
NM_118544 2,028157004 1,020169339 0,000386083
NM_104825 0,493195583 -1,019768215 0,002236928
NM_127926 2,025380011 1,018192618 0,000165371
TA36898_ 3702 0,493737896 -1,018182714 0,017737381
NM_180017 2,024475644 1,017548286 0,048064687
NM_125822 2,023893378 1,017133288 0,000174282

NM_001084041

2,022500675

1,016140184

0,041270271

TAS53499_3702

2,022229471

1,015946715

0,0477

TA29218_3702

2,021122963

1,015157096

0,007919753

NM_120981 2,019359314 1,013897639 0,012495088
NM_001085088 0,495816544 -1,012121683 0,00131582

AA042562 0,496086211 -1,011337239 0,002569336
NM_113477 2,014557679 1,010463112 0,027940268
NM_121325 2,014141868 1,010165304 0,014055436
NM_104081 2,013770873 1,009899542 0,008960925
NM_102249 2,012351599 1,008882396 0,032251928
NM_203165 0,497603701 -1,006930878 0,020796343
NM_123618 0,497768198 -1,006454034 0,008511833
NM_112843 2,007912165 1,005696161 0,003542825
NM_114705 2,007476206 1,005382888 0,017763564
NM_148410 0,498282238 -1,004964946 0,014414768
NM_105220 2,005054413 1,003641389 0,02031407

NM_201974 0,499210839 -1,002278836 0,043600105

Tabelle A2 (Teil X): Liste der differentiell exprimierten Gene der HIPP3-o0e Linie (Linie 133-5) im
Vergleich zur Leervektorkontrolle (Linie 187-2). Dargestellt sind die im Array verwendeten Target
IDs (GenBank Sequence Acession Code; http://www.ncbi.nlm.nih.gov), das relative Expressionslevel
(ratio), der Ifc-Wert (log2 ratio) und der p-Wert (Signifikanz auf der Basis von drei unabhangigen
Einzelexperimenten; t-Test (Welch-Test)). Die Gene wurden nach den absoluten log2-Werten in
abfallender Reihenfolge geordnet. Es wurden nur die Gene gelistet, bei denen die Bedingung 'lfc-
Absolutwert = 1 und pWert < 0,05' erfuillt war.
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