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lll. Kurzzusammenfassung
Proteine spielen eine zentrale Rolle in jedem Organismus, daher ist ihre Regulation von

groBer Bedeutung fur die Gesamthomdostase der Zelle. Fehlgefaltete oder nicht langer
bendtigte Proteine werden Uber das Ubiquitin-Proteasomsystem (UPS) abgebaut. Der N-end
rule pathway korreliert die in vivo Halbwertszeit direkt mit dem présentierten N-Terminus des
Proteins und ist ein Teil des UPS. Bisher sind in Pflanzen nur wenige, tber den N-end rule
pathway regulierte Proteine bekannt. Diese spielen eine Rolle in der Regulation von

Uberflutungsstress.

In dieser Arbeit war es mdglich, mit Hilfe von vergleichender Proteomik, ein neues Substrat
des N-end rule pathways zu identifizieren und nachfolgend biochemisch zu charakterisieren.
Zudem konnten uber 50 Proteine gefunden werden, welche héher abundant in Mutanten des
N-end rule pathways waren im Vergleich zum Wildtyp. Des Weiteren konnte hier gezeigt
werden, dass das Protein RIN4, welches als N-end rule Substrat in gangigen Datenbanken
zu finden ist, wahrscheinlich kein Substrat darstellt. Es wird nicht N-terminal abhangig in vitro
degradiert und auch Experimente anderer Forschungsgruppen (Emmanuelle Graciet,
personliche Mitteilung) untermauern diese These, wohingegen die Stabilisierung von N-
RIN411.152 in ate1 ate2-und prt6-1-Protoplasten im Vergleich zum Wildtyp wiederum fir die
Rolle des Proteins als ein Substrat des N-end rule pathway spricht. Die in vitro
Deamidierungsexperimenten mit der NTAQ1 zeigten, dass N-RIN4 kein Substrat dieses

Proteins darstellt.

Die Untersuchungen zu TGG2 in diesem Zusammenhang legen die Vermutung nahe, dass
dieses Protein kein Substrat des N-end rule darstellt. Es wurde in der vergleichenden
Proteomik als hochreguliert in den Mutanten des Abbauweges entdeckt und der
destabilisierende N-Terminus erneut validiert, jedoch konnte keine N-terminal abhangige

Destabilisierung in vitro und in vivo nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Untersuchung von RD21a zeigen, dass es sich hierbei um
das erste identifizierte Substrat des N-end rule pathways handelt, welches nicht mit MC
beginnt. Es wurde als hochreguliert in der vergleichenden Proteomik entdeckt und zeigt eine
N-terminale Destabilisierung in vitro als auch in vivo. Des Weiteren konnte sowohl die
Interaktion mit der ATE1 in vitro und in vivo nachgewiesen, sowie in einem
Arginylierungsversuch der Umsatz von D-RD21a zu RD-RD21a nachgewiesen werden. In
dieser Arbeit wird gezeigt, dass RD21a in den Mutanten des N-end rule abundanter ist als im
Wildtyp und das dies nicht auf eine erhohte Transkription des Gens unter diesen
Bedingungen zurlickzufiihren ist. Auch konnten Hinweise darauf gefunden werden, dass

RD21a in vivo ein Substrat des N-Rekognin PRT6 darstellt. So wird rekombinant
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exprimiertes D-RD21a/RD-RD21a in Pflanzenextrakt von Col-0 im Gegensatz zu prt6-1
eindeutig ubiquitinyliert und auch endogen ubiquitinyliertes RD21a konnte in dieser Arbeit

nachgewiesen werden.
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1. Einleitung

Proteine spielen eine wichtige Rolle in jedem lebenden Organismus. So sind sie als
Strukturbausteine am Aufbau der Zelle beteiligt, dienen als Enzyme der Regulation und
Katalyse biochemischer Stoffwechselprozesse und tragen in ihrer Funktion als
Speicherproteine zur energetischen Homoostase der Zelle bei (Alberts 2011). Als
Transkriptionsfaktoren regulieren sie zum Beispiel das An- und Abschalten bestimmter
Gene, zur Anpassung des Organismus an seine Umwelt. Da Pflanzen als sessile
Lebewesen an ihren Standort gebunden sind, unterliegen sie vielen biotischen und
abiotischen Umwelteinflissen. So zahlen zum Beispiel der Befall durch Schadlinge und
Frassfeinde zu den biotischen Einfliissen, wéhrend Temperaturanderungen, Uberflutung
oder Dirre sowie Sonneneinstrahlung zu den abiotischen Faktoren zahlen. Die Regulation
von Abundanz und Abbau aller Proteine ist von entscheidender Bedeutung. Sind Proteine

fehlgefaltet oder wird ihre Funktion nicht langer bendtigt, ist ein schneller Abbau erforderlich.

1.1. Der N-end rule pathway als Teil des Ubiquitin-26S-

Proteasomsystems
Fehlgefaltete oder nicht mehr benétigte Proteine werden durch E3-Ubiquitin-Ligasen erkannt

und an internen Lysinresten mit dem kleinen Protein Ubiquitin (UBQ) verknipft (Smalle und
Vierstra 2004; Vierstra 2009; Pickart 2001)). Nach Polyubiquitinylierung erfolgt der Abbau
des Proteins im 26S-Proteasom, wobei das UBQ vorher abgespaltet und erneut benutzt wird
(Alberts 2011). Die Aktivierung von UBQ durch eine E1 (UBQ-aktivierendes Enzym) erfolgt
in einer ATP-abhangigen Reaktion, wobei dieses erst an E1 bindet und anschlielend auf
eine E2 (UBQ-konjugierendes Enzym) ubertragen wird (Pickart 2001; Vierstra 2009).
Abhangig von der E3 Ligase wird nun das UBQ direkt von E2 auf das zu ubiquitinierende
Protein Ubertragen, oder es wird zuerst an E3 und dann an das Substrat gebunden (Smalle
und Vierstra 2004; Vierstra 2009) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Kreislauf des UBQ-Proteasomsystems (UPS). UBQ (blau) wird Uber eine Thioesterbindung an ein
UBQ-aktivierendes Enzym (E1) gebunden und an ein UBQ-konjugierendes Enzym (E2) lbertragen. E2-UBQ
interagiert mit dem Komplex aus Zielprotein und der UBQ-Ligase (E3) und wird auf eine Lysinseitenkette
Ubertragen. Es erfolgt eine Polyubiquitinylierung welche durch Deubiquitinylierende Enzyme (DUBs) entfernt
werden kann. Das Polyubiquitinsignal bewirkt im UPS die Degradierung des Proteins Uber das 26S-Proteasom.
Modifiziert nach Vierstra 2009.

Der N-end rule pathway ist ein spezieller Teil des UPS. Er korreliert die in vivo Halbwertszeit
eines Proteins direkt mit der Identitat seines N-Terminus (Varshavsky et al. 1987) und ist
hierarchisch aufgebaut. Flr einige Substrate bedeutet dies eine Kaskade mehrfacher
biochemischer Modifikationen, welche durch hochspezifische proteinmodifizierende Enzyme
katalysiert wird (Varshavsky 2011; Gibbs et al. 2014a; Gibbs et al. 2016). Er ist konserviert in
Pro- und Eukaryoten wobei der Mechanismus der Proteolyse durch die Enzyme des
eukaryotischen UPS, der bakteriellen und organellenspezifischen Proteasen variiert
(Dougan et al. 2010; Graciet und Wellmer 2010; Varshavsky 2011; Tasaki et al. 2012; Gibbs
et al. 2014a; Gibbs et al. 2016). Neben dem arginylierungsabhangigen N-end rule gibt es
auch den acetylierungsabhangigen Teil (Hwang et al. 2010) (Abbildung 2).

mA— D A — D ~A — D
W@ V- \\ T VD sonrooon
v " s v s
vT— D T «T —
vc— D c i ~C — D

Mo— D M ~Mo— D

26S Proteasom

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Ac-N-end rule pathways in Hefe. N-terminale acetyliertes M wird
degradiert, wenn die zweite AS dem Typll-Degron entspricht. Die Acetylierung von Alanin (A), Valin (V), Serin (S),
Threonin (T) und Cystein (C) findet nach Abspaltung des ersten Methionins (M) durch MetAPs statt. Modifiziert nach
Gibbs et al. 2014a.
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Bis zu 90% der gesamten Proteine werden kotranslational durch die Ubertragung einer
Acylgruppe vom Co-Enzym A auf die N-terminale a-Aminogruppe, katalysiert durch Nt-
Acetyltransferasen (NATs) am N-Terminus modifiziert (Arnesen et al. 2009; Shemorry et al.
2013). Es wurde gezeigt, dass die E3-Ligase DOA10 (Degradation Of Alpha 10) N-terminal
acetyliertes C als Substrat in S. cerevisiae erkennt und die Degradation einleitet (Hwang et
al. 2010; Shemorry et al. 2013). Hierzu muss jedoch die Abspaltung der ersten AS durch
sogenannte Met-Aminopeptidasen (MetAPs) vorangegangen sein. Weitere Studien zeigten
zudem, dass eine zweite E3-Ligase NOT4 (Negative Regulator Of Transcription 4) ebenfalls
als Ac/N-Rekognin fungiert und die N-terminale Acetylierung von M (gefolgt von einer
grolRen hydrophoben AS wie F), A, V, S und T katalysiert (Kim et al. 2014). Die Entdeckung,
dass COG1 (Untereinheit des oligomeren Golgi-Komplexes) und HCN1 (High Copy
Supressor For Cut Nine 1, Untereinheit) Uber diesen Teil des N-end rule degradiert werden,
unterstreicht dessen physiologische Wichtigkeit. In dieser Arbeit wird speziell auf den
Arginylierungspart des N-end rule eingegangen (im weiteren Verlauf nur als N-end rule

pathway bezeichnet, siehe Abbildung 3).

Tertiar Sekundar Primér
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Arg-N-end rule pathways. Proteine kdnnen nach Spaltung durch eine
Protease tertidre, sekundare oder primare destabilisierende N-Termini prasentieren. Tertiar destabile AS wie C,
Asparagin (N), Glutamin (Q) kénnen durch Oxidation (C) oder Deamidation (N, Q) zu sekundéar destabilisierenden
AS umgewandelt werden. Diese werden durch ATE erkannt und arginyliert, was zur Generierung eines primar
destabilisierenden N-Terminus Arginin (R) fihrt. Typ-l Degron umfasst die basischen AS R, Lysin (K) und Histidin
(H), wahrend groRe und/oder hydrophobe AS wie Phenylalanin (F), Tryptophan (W), Tyrosin (Y), Leucin (L) und
Isoleucin (I) zum Typ-ll Degron zahlen (rot). Diese kénnen von N-Rekogninen erkannt und dem 26S-Proteasom
zum Abbau zugefiihrt werden. Die pflanzenspezifischen Komponenten sind mit griiner Schrift kenntlich gemacht.
Modifiziert nach Gibbs et al. 2014a.

N-terminal prasentierte Aminosauren (AS) kénnen in stabilisierende und destabilisierende

hinsichtlich der Proteinhalbwertszeit unterteilt werden (Varshavsky 1997; Giglione et al.

2003). Die destabilen AS an einem flexiblen N-terminus mit einem Lysin in sterischer Nahe

werden als N-Degrons (Varshavsky 1991) bezeichnet (Bachmair et al. 1986; Varshavsky
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1997). Zu den stabilisierenden AS zahlen zum Beispiel G und M, wahrend sich die
destabilisierenden in tertiar, sekundar und primar destabilisierenden AS unterteilen (Giglione
et al. 2003; Varshavsky 2011; Tasaki et al. 2012; Gibbs et al. 2014a, Abbildung 3). Zu den
tertidaren gehéren N, Q und C (Tasaki et al. 2012). N und Q werden von sogenannten
Deamidasen (NTAs) zu den sekundar destabilisierenden Aminosauren D und E metabolisiert
(Stewart et al. 1994; Grigoryev et al. 1996; Wang et al. 2009), wahrend C in Pflanzen durch
Stickstoffmonoxid (Gibbs et al. 2014b) oder eine pflanzliche Cysteinyl-Dioxigenase unter
Sauerstoffverbrauch zum sekundar destabilen Cys®* umgewandelt wird (Weits et al. 2014).
Im tierischen System ist bisher nur die Oxidation durch Stickstoffmonoxid bekannt (Hu et al.
2005). Die sekundar destabilisierenden Aminosauren D, Q und Cys®* kénnen von Arginyl-
tRNA-Transferasen (ATEs) erkannt werden (Ciechanover et al. 1988). Diese Enzyme
konjugieren N-terminal die AS R an das Protein. R zahlt neben K und H zu den basischen
Typ | Degrons, wahrend L, F, W, Y und | zu den hydrophoben Typ Il Degrons zahlen
(Varshavsky 1996, Abbildung 3). Diese Degrons werden in Tieren und Hefen durch
funktionelle Homologe der Hefe-Ubr1-E3 Ligase erkannt, ubiquitinyliert und dem 26S-
Proteasom zugeflhrt (Varshavsky 2011; Tasaki et al. 2012; Gibbs et al. 2014b). Es handelt
sich bei diesen Enzymen um so genannte N-Rekognine (E3-UBQ-Ligasen des N-end rule
pathways) (Varshavsky 1991). Im tierischen System wurden bereits verschiedene N-
Rekognine wie Ubr1 (Sultana et al. 2012), Ubr 2 (An et al. 2012), Ubr 4 (Tasaki et al. 2013a)
und Ubr5 (Tasaki et al. 2005), identifiziert. Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Subtratspezifitdt, wohingegen die Ubr1 aus S. cerevisiae sowohl Typ | als auch Typ Il
Degrons erkennt (Tasaki et al. 2005). In Pflanzen sind bisher zwei potentielle N-Rekognine
identifiziert worden. PROTEOLYSIS (PRT) 1 (Potuschak et al. 1998; Stary et al. 2003) und 6
(Garzon et al. 2007). PRT1 ist ein Funktionshomolog der Hefe-Ubr1, wahrend PRT6
aufgrund seiner Sequenzhomologie zu diesem entdeckt wurde. Ein Reporterprotein
beginnend mit F als N-Terminus ist in prt7-Mutanten stabilisiert, wahrend es in mit PRT1
komplementierten, ubri-defizienten Hefezellen destabilisiert ist (Potuschak et al. 1998; Stary
et al. 2003). In prt6-Mutanten sind im Gegensatz dazu Reporterkonstrukte beginnend mit R
und K destabilisiert (Garzéon et al. 2007). Es sind zwei pflanzliche Gene der ATE in
Arabidopsis thaliana identifiziert worden (Graciet et al. 2009), wohingegen es nur eine im
tierischen System gibt (Graciet et al. 2006). Neuere Studien haben einen maoglichen
Zusammenhang zwischen dem N-end rule pathway und Autophagie offengelegt, wobei es
drei Varianten der Autophagie gibt. In der Makroautophagie werden zytosolische
Komponenten von einer Doppelmembranstruktur umgeben, welche das Autophagosom
formen. Nach Fusion mit dem Lysosom (oder im pflanzlichen Gewebe auch mit der Vakuole)
werden die Proteine durch die in diesem Kompartimenten enthaltenen Hydrolasen abgebaut.
Im Gegensatz dazu werden die zytosolischen Komponenten in der Mikroautophagie direkt
von der Vakuolenmembran aufgenommen (Cuervo 2004). Eine dritte Variante bietet die

Chaperon-abhangige Autophagie. Hier erkennen Helferproteine (Chaperone) bestimmte
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Signalsequenzen, binden und transportieren das Zielprotein daraufhin zum Lysosom. Im
tierischen System konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der Ubr4 zu multiplen
Missregulationen im autophagischen Weg fiihrt (Kim et al. 2013a). Des Weiteren konnte
auch gezeigt werden, dass die N-terminale Arginylierung ebenfalls als autophagisches
Degradationsignal wirkt (Cha-Molstad et al. 2015a; Cha-Molstad et al. 2015b; Cha-Molstad
et al. 2016).

1.2. Deamidasen NTAN1 und NTAQ1

Die Deamidierung der tertiar destabilisierenden AS N und Q ist der erste Schritt in der

Hierarchie des N-end rule pathways. In S. cerevisiae wurde ein Gen identifiziert, dessen
Produkt schwach exprimiert ist und N und Q am N-Terminus eines Referenzproteins
gleichermallen deamidieren kann (Baker und Varshavsky 1995). Das Enzym weist eine
schwache Sequenzhomologie zu bekannten aliphatischen Amidasen aus Bakterien auf,
diese besteht hauptsachlich im aktiven Zentrum, wo ein hochkonserviertes C die
Substratspezifitat ausmacht. Die Kiristallstruktur der humanen Ntag1 half die
hochkonservierte katalytische Triade C-H-D anhand eines modellierten
Reaktionsmechanismus zu beschreiben (Park et al. 2014). Im Gegensatz dazu besteht keine
Homologie zu der Ntan1 aus Saugetieren (Stewart et al. 1994; Grigoryev et al. 1996). Mit
Hilfe von Deletionsmutanten konnte gezeigt werden, dass die NTA die einzige Deamidase in
S. cerevisiae ist (Baker und Varshavsky 1995). Es wird postuliert, dass die NTA einen multi-
targeting-Komplex mit Ate bilden kdénnte, welcher wiederum mit Ubr1 in der Nahe der Typ I-
Degronbindestelle assoziiert ware (Baker und Varshavsky 1995).

Im tierischen und pflanzlichen System gibt es zwei jeweils fir N und Q spezifische NTAs
(Grigoryev et al. 1996; Wang et al. 2009). Erstmalig gereinigt wurde die Ntan1 von Stewart
et al. 1994 aus der Leber von Schweinen. Es weist eine Substratspezifitat fir N, jedoch nicht
fir Q auf und kann durch Co%, Zn?*, Mn?*, Fe?* gehemmt werden (Stewart et al. 1994,
1995). Die Maus-Ntan1 ist zu 88% ahnlich dem Enzym aus Schweinen und zu 92% identisch
zu der humanen Variante. Zudem ist es mdglich, in Anta-Hefen die Deamidierung von N,
jedoch nicht von Q mit der Maus-Ntan1 wiederherzustellen. Ntan1--Mause zeigen ein
verringertes Sozial- und Lernverhalten im Vergleich zu Ntan1**-Mausen (Kwon et al. 2000).
Mittels eines direkten Isolationsansatzes aus Zellextrakt konnte auch die Ntaq1 in Mausen
identifiziert und erfolgreich gereinigt werden (Wang et al. 2009). Die Sequenz ist
hochkonserviert und eine Kristallstruktur der humanen Ntaq1 ist unter dem Code 3C9Q in
der pdb-Datenbank einsehbar. Lokalisationsexperimente zeigen das Protein im Nukleus und
Zytoplasma. Komplementationsversuche in Anta-Hefen fiihrten zur Deamidierung von
Peptiden, welche ein Q, jedoch nicht von Peptiden mit einem N am N-Terminus

prasentierten.
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Mittels Homologierecherchen konnte fiir Arabidopsis und die Alge Thalassiosira pseudonana
Orthologe zu den bekannten Sauger-NTAs gefunden werden. Die enzymatische Funktion

wurde durch Reportertests bestatigt (Graciet et al. 2010).

1.3. Arginyltransferasen ATE1 und ATE2

Die Arginylierung der sekundar destabilisierenden N-Termini D, E und C° an der a-

Aminogruppe bewirkt, dass ein Protein nun einen priméar destabilisierenden N-Terminus
prasentiert (Wang et al. 2014). Diese Reaktion wird von ATEs katalysiert. Bis jetzt wurden
Uber 200 Proteine als Substrate der N-terminalen Arginylierung vorausgesagt (Piatkov et al.
2012a; Piatkov et al. 2012b; Crawford et al. 2013; Piatkov et al. 2014; Liu et al. 2016). In
Hefen (Savage et al. 1983) und Saugetieren gibt es jeweils ein Ate-Gen (Wang et al. 2011).
Wahrend der Knockout der Hefe-Ate (Balzi et al. 1990) zu keiner sichtbaren Veranderung
fuhrt, gibt es in Saugetieren sechs Isoformen dieses Gens (Kwon et al. 1999; Wang et al.
2011). Die Deletion fuhrt in Mausembryonen zu einer Missbildung des Herzens durch
fehlende Aktin-Arginylierung, was eine embryonale Letalitat nach sich zieht (Kwon et al.
2002; Rai et al. 2008). Knockdown-Mause, in denen nur noch eine geringe Ate-Expression
statfindet, zeigen eine stark reduzierte mannliche Fruchtbarkeit. Dies konnte auf den Arest
der Spermatozyten in der Meiose | und nachfolgender Apoptose der Zellen durch die
fehlende Arginylierung zurtckgefihrt werden. Die Vermutungen gehen dahin, dass ein
Separase-erzeugtes Fragment der Cohesin-Untereinheit Rac8 nicht mehr abgebaut werden
kann und daher der Schritt in die Telophase | fehlschlagt (Liu et al. 2016). Des Weiteren
konnte nachgewiesen werden, dass Ates als Tumorsuppressor aktiv sein konnte, da in
bestimmten Krebsarten die Proteinkonzentration im Tumor stark reduziert ist (Rai et al.
2015). Auch sind die Isoformen Ate1-1 und Ate1-2 aus Maus spezifsch fur N-terminal
prasentierte D und E, wohingegen Ate1-3 und Ate1-4 diese N-Termini nicht arginylieren
koénnen. Alle vier Isoformen sind in der Lage C als Substrat zu erkennen (Rai und Kashina
2005). Ebenfalls im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym unabhangig
von der entsprechenden Arg-tRNA-Synthetase und ATP arbeitet und sich zudem in
Abwesenheit von Substraten selbst arginyliert (Wang et al. 2011). Obwohl Kofaktorbindung
scheinbar nicht essentiell fir die Aktivitat ist, erhoht sich diese durch die Interaktion von Ate1
mit Liat1 (Ligand Of Ate 1), wobei dieses nicht arginyliert wird (Brower et al. 2014). Neben
Aktin sind auch RGS4, RGS5, RGS16 (Lee et al. 2005; Saha et al. 2012), welche als erste
physiologische N-end rule-Substrate im tierischen System identifiziert wurden (Hu et al.
2006), sowie GRP78 und PDI als putative Substrate der Maus-Ate bekannt. Eine Studie zur
Identifizierung neuer Substrate der Ate mittels 2D Gelelektrophorese hat zudem ergeben,
dass N-terminale Arginylierungen nicht nur auf die AS D, E und C°% beschrankt ist. So
konnte gezeigt werden, dass die leichte Kette des Dyneins am ersten M einen Argininrest
tragt. Weitere N-end rule pathway unabhangige Substrate sind zudem Tubulin 6, ARP3
(Actin Related Protein 3) und die Pyruvatdehydrogenase E1a1 (Wong et al. 2007). Es wurde
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ebenfalls gezeigt, dass arginylierte Proteine im Maussystem auch stabilisiert werden kénnen
(Karakozova et al. 2006). Deletionsmutanten aus S. cerevisiae kénnen durch die Ate1-1 und
Ate1-2 Isoform komplementiert werden. Die Arginylierung von E kann bewirken, dass in
tierischen Zellkulturen Proteine via p62-Bindung zur Autophagie-mediierten Degradation
gefuhrt werden (Cha-Molstad et al. 2015b). Des Weiteren ist auch bekannt, dass die
tierische Ate1 durchaus in der Lage ist, interne Carboxylgruppen der E- und D-Seitenketten
in vivo zu arginylieren. Diese Entdeckung unterstreicht die Mdglichkeit, dass
posttranslationale Arginylierung nicht automatisch zur Degradation des entsprechenden
Proteins fuhrt (Wang et al. 2014).

In dem Moos Physcomitrella patens konnten durch Homologierecherchen zwei potentielle
Gene flur die ATE identifiziert werden. Nur eines davon fuhrt zu einem Protein. Dieses
scheint mit einem Hitzeschockprotein (PpsHSP17.2a) zu interagieren, wobei es hier zu
keiner Arginylierung kommt. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass auch in
Pflanzen eine Interaktion von ATE mit anderen Proteinen die Arginylierungsreaktion
beeinflusst (Hoernstein et al. 2016). Nullmutanten zeigen eine stark verlangsamte
Entwicklung mit morphologisch veradnderten Chloroplasten und Blattern. Die Behandlung
dieser Mutanten mit Auxin und Absiscinsdure (ABA) bewirkt einen moderaten (Auxin) bis
starken (ABA) Anstieg des Proteinlevels in diesem Organsimus. Neben diesen
entwicklungsbiologischen Effekten konnte auch eine davon unabhéngige Uberakkumulation
von Starke in den Plastiden detektiert werden. Daher wird diskutiert, ob nicht der N-end rule
pathway in Pflanzen ebenfalls eine Rolle im Energiemetabolismus darstellt (Schuessele et
al. 2016). Uber Pull-down Experimente konnten bisher vier potentielle Substrate identifiziert
werden. Dazu gehoren PpAARE (Acylamino-acid Releasing Enzyme), PpPATAD3.1 (putative
AAA-Type ATPase), PpABCB20 (ABC-Transporter Family Protein) und ein
uncharakteriaisertes Protein, wobei fur PpATAD3.1 die N-terminale Arginylierung

massenspektrometrisch nachgewiesen werden konnte (Hoernstein et al. 2016).

In Arabidopsis gibt es zwei Gene, welche fir ATE1 und ATE2 kodieren. Eine Deletion im
ATE1-Gen fuhrt zu einer verzogerten Blattseneszenz, wobei nicht die Initiation sondern viel
mehr die Geschwindigkeit der Blattalterung in ate7-Mutanten beeinflusst wird (Yoshida et al.
2002). Doppelknockout ate1 ate2-Pflanzen zeigen eine verlangsamte Keimung, Blatt- und
Seneszenzentwicklung (Graciet et al. 2009), was als Auxin-unabhangig identifiziert wurde.
Zudem konnte gezeigt werden, dass in den Wurzeln dieser Mutanten Olkdrperchen
eingelagert werden und sie hypersensitiv auf ABA reagieren (Holman et al. 2009). Dies ist
nicht auf eine Unterbrechung der -Oxidation zurtickzufiihren. Neuere Studien zeigen, dass
Pathogenabwehrgene in ate1 ate2-Pflanzen herunterreguliert sind im Vergleich zum Wildtyp
und dass sie eine erhohte Anfalligkeit gegenuber B. cinerea, E. cruciferarum und P. syringae
zeigen. Zudem ist der Glucosinolat- und Jasmonsauregehalt ebenfalls reduziert (de Marchi

et al. 2016). Beide Gene von ATE1/2 sind zu 58% identisch, jedoch konnte gezeigt werden,
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dass ATE1 das aktivere und héher exprimierte Protein in Arabidopsis darstellt (Graciet et al.
2009). Beide Gene werden in nahezu allen Geweben exprimiert, wobei nur die ATE2 in den
Pollensacken von Arabidopsis vorkommt (Graciet et al. 2009). Die 2011 verdffentlichten
Substrate des N-end rule (ERF VII, siehe 1.6) sollten nach der Oxidation des N-terminalen
Cs arginyliert werden, um anschliefend PRT6-mediiert degradiert werden zu kénnen (Gibbs
et al. 2011; Licausi et al. 2011; Licausi 2013).

1.4. N-Rekognine PRT6 und PRT1

Die Ubiquitinylierung ist der letzte Schritt, um ein Protein tGber das UPS dem 26S-Proteasom

zuzufuihren. Hierfur sind die sogenannten E3-UBQ-Ligasen zustandig, denn sie vermitteln je
nach Funktionsweise die Ubertragung des aktivierten UBQs auf das abzubauende Substrat
(Smalle und Vierstra 2004). Im N-end rule pathway gibt es zwei Typen von N-Degrons. Typ
1 besteht aus geladenen AS wie R, H und K. Typ 2 wird durch hydrophobe AS wie F, W, |, L
und Y dargestellt (Varshavsky 2011,siehe Abbildung 3). In S.cerevisiae ist die Ubr1 die E3-
Ligase des N-end rule pathways (Bachmair et al. 1986; Bartel et al. 1990). Sie besitzt zwei
Erkennungszentren, jeweils fur Typ 1 und Typ 2 und Knockout-Linien sind nicht in der Lage
Modellsubstrate mit den destabilen N-Termini R und F abzubauen. Dieses Protein gehort zu
den RING-E3-UBQ-Ligasen (Really Interesting New Gene) (Freemont et al. 1991) und hat
eine konservierte UBR-Doméane (UBiquitin Recognin, Tasaki et al. 2005; Xia et al. 2008;
Tasaki et al. 2009; Matta-Camacho et al. 2010; Kaur und Subramanian 2015). Nach der
Bindung des Substratproteins wird UBQ durch die RING-Domane auf einen internen K-Rest
Ubertragen. Ein Substrat der Ubr1 in Hefe ist zum Beispiel die Untereinheit des
Cohesinkomplexes Scc1 (Rao et al. 2001). Durch Homologierecherche konnten in Tieren
insgesamt sieben UBR-Box enthaltende Proteine identifiziert werden, von denen vier eine
Rolle im N-end rule pathway spielen (Tasaki et al. 2009). Ubr1, 2 und 3 besitzen ebenfalls
eine konserviert RING-Domane und eine UBR-Box welche im Falle von Ubr1 und 2 wichtig
zur Erkennung von Typ 1-Degrons sowie eine N-Domane, diese ist zur Erkennung von Typ
2-Degrons essentiell. Ubr1 und 2 sind funktionell redundant, da sie sowohl Typ 1 als auch
Typ 2 Degrons erkennen und ubiquitinylieren (Tasaki et al. 2009; An et al. 2012). Bei der
autosomal rezessiven Gehirnkrankheit, dem sogenannten Johanson-Blizzard-Syndrom, ist
die Aktivitdt der Ubr1 gestort (Zenker et al. 2005). Ubr3, 6 und 7 gehéren nicht zu den N-
Rekogninen, Ubr4 und 5 erkennen Typ 1, aber nicht Typ 2-Degrons (Tasaki et al. 2005;
Tasaki et al. 2013a). Ubr1, 2, 4 und 5 sind durch das Dipeptid Arg-Ala inhibierbar (Tasaki et
al. 2005; Tasaki et al. 2013a). In Maus-Zellkulturen mit Ubr4-Deletion konnte gezeigt
werden, dass der Autophagiemetabolismus gestort ist und es zu einer Anhdufung
autophagischer Vakuolen kommt (Kim et al. 2013a). Auch ist die Deletion fir Mause
embrional-letal. Ein bekanntes Substrat von Ubr2 ist das Histon H2A (An et al. 2010). Die
Kristallstrukturen der Ubr1 und 2 sind in der Proteindatenbank pdb unter den Nummern
3NY1 und 3NY2 hinterlegt (Matta-Camacho et al. 2010).
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In Pflanzen sind bisher zwei N-Rekognine und potentielle E3-UBQ-Ligasen des N-end rule
pathways bekannt, PRT 1 (PROTEOLYSIS) (Potuschak et al. 1998; Stary et al. 2003) und 6
(Garzon et al. 2007). PRT1 weist keine Sequenzhomologie zur Ubr1 aus Hefe auf. Dennoch
ist es in der Lage aAubri-Hefe im Hinblick auf die Degradation von F-Substraten zu
komplementieren (Potuschak et al. 1998) und stellt somit ein Funktionshomolog dar.
Strukturell besitzt PRT1 zwei RING-Finger Domanen und eine ZZ-Domane, welche als
potenzielle Zn2?*-Bindestelle angesehen wird (Kaur und Subramanian 2015). In prt1-
Mutanten ist der Abbau von F-Substraten inhibiert, jedoch werden Proteine mit Typ 1-
Degron weiterhin abgebaut. PRT1 ist somit wahrscheinlich fur die Erkennung von
volumindsen AS zustandig (Stary et al. 2003). PRT6 hingegen ist ein Sequenzhomolog zur
Ubr1 in Hefe (Garzén et al. 2007). Untersuchungen mit prt6-Pflanzen haben ergeben, dass
ein Referenzprotein mit Typ 1-Degron dort im Vergleich zum Wildtyp stabilisiert ist.
Potentielle Substrate von PRT6 sind unter anderem ein Teil der Proteine der Gruppe 7 der
ERFs (Ethylene Response Factors) in Arabidopsis und Gerste (Gibbs et al. 2011; Licausi et
al. 2011; Licausi et al. 2013; Gibbs et al. 2014b; Mendiondo et al. 2015; Gibbs et al. 2016).
Prt6-Pflanzen zeichnen sich durch eine erhdhte Sensitivitat gegentiber von ABA aus, sowie
durch eine erhdhte Wasserstresstoleranz (Gibbs et al. 2011). Auch in Gerste konnte gezeigt
werden, dass der Knockdown des PRT6-Gens eine erhohte Expression von ADH
(Alkoholdehydrogenase) und PDC (Pyruvatdecarboxylase) aufweist (Mendiondo et al. 2015).
Zudem sind Hypoxie-induzierte Gene wie die Saccharose Synthasen 1 und 4 (SUS1/4) in
prt6-Mutanten hochexprimiert (Riber et al. 2015). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
es sich bei ged1 (Greening After Extended Darkness 1) ebenfalls um eine Mutante von prt6
handelt. Prt6-Mutanten beinhalten nach einer mehrtdgigen Dunkelperiode und zwei Tagen
Licht mehr Chlorophyll als der dazughdrige Wildtyp. Messungen nach 24 Stunden
Dunkelheit und Stickstoffatmosphéare zeigten zudem, dass die Starkekonzentration in prt6-

Mutanten im Vergleich zum Wildtyp stark erhoht ist.

1.5. Bekannte N-end rule-Substrate in planta: ETHYLENE RESPONSE
FACTORS (ERFs) Klasse VI

In Pflanzen sind bisher nur wenige Proteine, welche tber den N-end rule pathway reguliert

werden bekannt. Hierzu zahlen unter anderem die Proteine der ERF VII (Gibbs et al. 2011;
Licausi et al. 2011). Alle ERFs zeigen die gleiche DNA-Bindedoméne und sind als
Transkriptionsfaktoren beschrieben (Bailey-Serres et al. 2012). Die Gruppe VIl beinhaltet
funf Proteine: RAP2.12, RAP2.2, RAP2.3, HRE1 und HRE2. Alle beginnen mit dem gleichen
N-Terminus MC (Licausi et al. 2011; Gibbs et al. 2011; Gibbs et al. 2014b). Fur RAP2.12.
konnte gezeigt werden, dass es unter normoxischen Bedingungen im Zytosol
membranstandig lokalisiert ist. Mit Hilfe von bimolekularer Fluoreszenzkomplementation
(BiFC) konnte die Interaktion von RAP2.12. mit dem membranbindenden Proteinen ACBP1

und 2 nachgewiesen werden. Kommt es in der Pflanze aufgrund von Uberflutung zu
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Sauerstoffmangel, gelangt RAP2.12. in den Zellkern und induziert dort die Translation
Hypoxie-responsiver Gene (Licausi et al. 2011; Licausi et al. 2013). Es wurde festgestellt,
dass in den N-end rule-Mutanten prt6 und ate 1 ate2 die hypoxieassoziierten Proteine ADH1
SUS4 und PDC1 konstitutiv exprimiert werden, wohingegen sie im Wildtyp erst nach
Hypoxie zu detektieren waren (Gibbs et al. 2011). Auch die Keimung der Samen von prt6
und atet ate2 unter Sauerstoffmangel ist im Vergleich besser als die des Wildtyps. Durch
Experimente mit dem Proteasominhibitor MG132 und Dipeptiden wie Arg-Ala konnten HRE1
und 2 als potentielle Substrate des N-end rule pathways identifiziert werden. lhre Stabilitat ist
in den entsprechenden Mutanten signifikant erhéht und entspricht der von mit MG132
behandelten wildtypischen Pflanzen (Gibbs et al. 2011). Stabilitdtsuntersuchungen an
RAP2.12 erbrachten die gleichen Ergebnisse wie fur HRE1 und 2 (Licausi et al. 2011).
Durch Met-Aminopeptidasen sollte das erste M der ERFs entfernt und der N-Terminus durch
ein C reprasentiert werden. Unter Normoxia kdnnte dieses durch die PCO (Plant Cysteine
Oxidase) (Weits et al. 2014) mit molekularen Sauerstoff oxidiert, durch die ATE arginyliert
und anschlieRend durch PRT6 ubiquitinyliert werden. Daher sind sie unter normoxischen
Bedingungen nicht detektierbar (Sasidharan und Mustroph 2011). Sind die Pflanzen durch
Uberflutung von Wasser umgeben, verlieren sie O, aus den Wurzeln. Dieser
Sauerstoffmangel wird in Reis zum Beispiel durch SUB1A erkannt (Bailey-Serres et al.
2012). In Arabidopsis steigt der Ethylengehalt und aktiviert die ERF-Transkription (Licausi
2013). Neben der Genaktivierung werden nun auch die bereits synthetisierten ERFs
stabilisiert, da eine Oxidation des N-terminalen C nicht mehr méglich ist. RAP2.12. wird vom
Zytosol in den Kern transportiert und aktiviert dort die Hypoxie-responsiven Gene. Erreicht
die Pflanze wieder den urspringlichen O2- Gehalt wird RAP2.12. im Nukleus degradiert. Das
Gerstenprotein BERF1 (Barley ERF1), welches die héchste Analogie zu RAP2.12 aufweist,
wird ebenfalls Uber den N-end rule pathway reguliert (Mendiondo et al. 2015). Die N-

terminale Konsensussequenz MCGGAIL wird durch das PRT6 der Gerste erkannt und ist
unter normoxischen Bedingungen nicht detektierbar. Bei anoxischen Bedingungen hingegen
wird es stabilisiert. Knockdown-Linien zeigen einen verleichbaren Phanotyp wie prt6-
Mutanten von Arabidopsis, wodurch die Rolle des N-end rule im Sauerstoff-Sensing

untermauert wird (Mendiondo et al. 2015).

1.6. RPM1 INTERACTING PROTEIN (RIN4)

Pflanzen sind einer Vielzahl von Pathogenen ausgesetzt und haben zwei

ineinandergreifende Abwehrmechanismen entwickelt. Der erste beinhaltet die Erkennung
von Bakterienproteine (Pathogene_Associated Molecular Pattern, PAMP) Uber spezifische
Rezeptoren an der Membran. So wird zum Beispiel das Epitop von Flagellin erkannt und
eine Signalkaskade zur Abwehr des Pathogens aktiviert. Dies bezeichnet man als PTI
(PAMP-Triggered Immunity, Spoel und Dong 2012). Um diese erste Immunantwort zu

unterdricken, sekretieren viele Pathogene Virulenzfaktoren in das Innere der Zelle. Diese
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werden wiederum durch spezifische Abwehrproteine der Pflanze erkannt und es kommt zu
der sogenannten ETI (Effector Triggered Immunity, Boller und He 2009). RIN4 (RPM1
Interacting Protein 4, At3g5070) ist in dieser Abwehrreaktion als Schutzprotein involviert und
reguliert negativ die PTI (Kim et al. 2005b). Uberexpressionslinien zeigen eine dickere
Zellwand und Knockout-Linien rin4 rps2 haben eine leicht erhdhte PTI Antwort (Kim et al.
2005b). Es ist durch Acylierung konservierter C und F-Reste an der Membran lokalisiert
(Takemoto und Jones 2005) und bildet unter anderem einen Komplex mit zwei weiteren
Proteinen RPS2 (Resistance To Pseudomonas Syringae 2) (Day et al. 2005) und RPM1

(Resistance To Pseudomonas Syringae Pv Maculicola 1) (Kim et al. 2005a). RIN4-

Homologe aus Salat (Jeuken, Marieke J W et al. 2009), Soja (Selote und Kachroo 2010) und
Tomate (Luo et al. 2009) sind ebenfalls Mediatoren der Immunantwort. Innerhalb der Zelle
phosphoryliert die RIPK (RPM1-Induced Protein Kinase) RIN4 an den Resten T21, S160 und
T166 (Liu et al. 2011a). Das Protein wird von vier verschiedenen Effektorproteinen aus
Pseudomonas syringae modifiziert (Deslandes und Rivas 2012). Dabei bewirkt die
Phosphorylierung an dem konservierten T166 durch AvrB und AvrRpm1 die Aktivierung der
ETI durch RPM1 (Mackey et al. 2002; Chung et al. 2011; Liu et al. 2011a). Es konnte gezeigt
werden, dass das Cyclophilin ROC1 P149 isomerisiert und dies zur Aktivierung von RPM1
fuhren kann. Die Phosphorylierung an T166 inhibiert die ROC1-RIN4-Interaktion, jedoch
kann auch RIN4 AP149 die RPM1-b Immunantwort aktivieren (Li et al. 2014). Die Spaltung
an zwei konservierten Stellen durch die Cysteinprotease AvrRpt2 (Axtell et al. 2003) fUhrt zur
Aktivierung der ETI durch RPS2 (Chisholm et al. 2005; Kim et al. 2005a). Hierbei erkennt der
Immunrezeptor RPS2 die Abwesenheit von RIN4 und in Folge dessen kommt es zur
Hypersensitiven Reaktion (Deslandes und Rivas 2012). Daher ist der Knockout rin4 nur
Uberlebensfahig, wenn gleichzeitig RPS2 inaktiv ist, da RIN4 die Aktiviat des Rezeptors
inhibiert (Axtell und Staskawicz 2003; Mackey et al. 2003). Welchen Effekt die Interaktion
von HopF2 (Robert-Seilaniantz et al. 2006) mit RIN4 hat ist noch nicht geklart. Die Isolierung
von nativem RIN4 hat ergeben, dass das Protein nicht nur mit RIPK, RPM1 und RPS2
assoziiert, sondern ebenfalls direkt mit der C-terminalen regulatorischen Domane der
Plasmamebran H*-ATPasen AHA1 und 2 interagiert. Dies flhrt zur Aktivierung der
Protonenpumpen und damit zur Initiation eines elektrochemischen Gradienten, der unter
anderem Wasserimport und Stomatadffnung zur Folge hat (EImore und Coaker 2011). Es
konnte gezeigt werden, dass die RIPK-vermittelte Phosphorylierung hierbei eine zentrale
Rolle spielt (Lee et al. 2015a). Rin4- und ripk-Pflanzen zeigen eine verminderte
Stomatadffnung nach Coronatinbehandlung. Dies impliziert eine wichtige Rolle des
phosphorylierten RIN4s in der Immunantwort der SchlieRzellen (Liu et al. 2009; Lee et al.
2015a). In weiterfuhrenden Experimenten konnte durch Immunoprazipitiation die Interaktion
von RIN4 und FLS2 nachgewiesen werden (Chung et al. 2014; Macho und Zipfel 2014). Die
Spaltsequenz von AvrRpt2 ist PX{FGX2W, wobei X1 als variabel gilt und X, den N-Terminus

des neu entstanden Fragments widerspiegelt (Chisholm et al. 2005; Takemoto und Jones
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2005). Es entstehen drei Fragmente: ein 10 AS-langes Peptid (N-Terminus, AS1-10), das
Mittelstiick (AS11-152, neuer N-Terminus ist N) und der C-terminale Teil des Proteins,
welcher an der Membran assoziiert bleibt (AS153-211, neuer N-Terminus ist D). Das N-
terminale Peptid sowie das Mittelstlick bewirken im Cytosol die Aktivierung der RPS2-ETI
(Kim et al. 2005a; Day et al. 2005). Die Spaltung durch AvrRpt2 aktiviert zwar die ETI,
jedoch sind die Fragmente von RIN4 starke PTI-Suppressoren (Afzal et al. 2011). Sowohl
das Mittelstiick als auch das membranassoziierte C-terminale Fragment besitzen eine
sogenannte NOI-Domane (NO-Induced Domain). Diese ist in verschiedenen
Pflanzenspezies konserviert und fur die Inhibierung der PTI nétig (Afzal et al. 2011). Durch
die Spaltung von RIN4 entstehen zwei neue N-Termini, welche im N-end rule pathway als
destabilisierend gelten (Abbildung 4). Aufgrund von Untersuchungen RIN41.30-GFP
(RIN4:AS1-30) in N. benthamiana wurde die Hypothese aufgestellt, dass es ein Substrat des
N-end rule sei (Takemoto und Jones 2005). Es konnte beobachtet werden, dass ein
Austausch der N11G innerhalb der ersten Spaltsequenz zu einer Stabilisierung des
Fusionsproteins im Vergleich zur nativen Proteinsequenz fuhrt (TAIR, The Arabidopsis
Information Resource, www.arabidopsis.info; Locus: AT3G25070). Untersuchungen des
Volllangen RIN4 konnten diese Ergebnisse stlitzen. Hier wurden in verschiedenen
Experimenten die Spaltstellen von AvrRpt2 mutiert, sodass eine Spaltung nicht méglich war.
Auch hier konnte beobachtet werden, dass die Fragmente entsprechend ihres N-Terminus
stabilisiert (G am N-Terminus) bzw. destabilisiert (N am N-Terminus) waren (Chisholm et al.
2005). Experimente in Arabidopsis-Pflanzen wiederlegten die Ergebnisse aus
N. bethamiana, denn hier konnte keine Destabilisierung von RIN4 in Abhangigkeit des N-
Terminus beobachtet werden (Kim et al. 2005a; Day et al. 2005). Trotzdem wird RIN4 als
Substrat des pflanzlichen N-end rule pathways in der Datenbank TAIR

(www.arabidopsis.org) angefuhrt.

X-RIN441.211 (22 kDa)

[ }‘ |
>}\(-RIN411-152(16 kDa)
[ |
Proteasenschnittstelle: V

PrOprOteIn (23,4 kDa) Part I1.19 Part I141.152 Part lll153.011 stabil
1) PrOteO|yse AvrRpt2 N - Part ”11_152 Part |”153_211 destabilisiert
2) Deamidierung: NTAN1? N - Part ll}1.45 Part Ill4153.011 destabilisiert
3) Arginylierung:  ATE1/2? R- D -Part ll1145 Part lll153011 Mstebi

4) Abbau: PRTE? EE B X K B B oo

27



Abbildung 4: Schematische Darstellung der potentiellen Prozessierungsschritte des N-end rule pathways fir RIN4.
Das Proprotein von RIN4 (griin, errechnetes MW: 23,4 kDa) wird durch AvrRpt2 geschnitten (V). Der neu generierte
N-Terminus wird durch ein N dargestellt (1), welches in den Prozessierungsschritten des N-end rule durch NTAN1
zu D deamidiert (2) und durch ATE arginyliert (3) werden kdénnte. Durch die PRT6-vermittelte Ubiquitinylierung
wirde RIN4 dem 26S-Proteasom zum Abbau zugefilhrt werden(4). Die in der Abbildung angegebenen MW
entsprechen den theoretisch errechneten MW, das Proprotein zeigt ein MW von ca. 36,6 kDa, X-RIN441.211 zeigt ein
MW von ca 33 kDa und X-RIN4+1.15; zeigt ein MW von ca 32 kDa (nach (Chisholm et al. 2005).

1.7. Cysteinprotease RD21a
Proteasen spielen eine wichtige Rolle in Stressreaktionen und Entwicklungsprozessen

(Koizumi et al. 1993). Die Cysteinprotease RD21a (Responsive To Dessication-21) wird
durch Trocken- und Salzstress (Koizumi et al. 1993) in Pflanzen induziert und ist in ER-
Korperchen (Hayashi et al. 2001), im mittleren Golgi und der Vakuole lokalisiert (Carter et al.
2004; Gu et al. 2010; Lampl et al. 2013). In Arabidopsis gibt es zwei RD21 Proteine, RD21a
(At1g47128) und RD21b (At5g43060), wobei RD21a héher abundant auf Proteinebene ist
(Yamada et al. 2001). Beide Gene sind in der Pflanzenwelt konserviert (Shindo et al. 2012).
Homologe aus Mais, Tomate und Kartoffel sind bereits identifiziert und untersucht worden
(Avrova et al. 1999; Yamada et al. 2000; Shindo et al. 2012). RD21 wird durch
posttranslationale Modifikation zur reifen Form prozessiert (Koizumi et al. 1993; Yamada et
al. 2001; Gu et al. 2012). Die katalytische Triade wird durch die AS C161, H297 und N317 im
aktiven Zentrum des Enzyms aufgebaut, wobei das katalytische C deprotoniert wird. Dies
wiederum fuhrt zum nukleophilen Angriff auf das Carbonyl-C-Atom des Peptidsubstrates. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass das Enzym durch SDS aktivierbar und in der Lage ist,
die RuBisCO zu degradieren. Eine Punktmutation des katalytischen Cs zu A (C161A) fuhrt
zu einem inaktiven Protein (Gu et al. 2012). N-terminal besitzt es eine Signalsequenz sowie
einen Petidaseinhibitor (Abbildung 5). Erst nach Abspaltung dieser N-terminalen Sequenz
kann RD21 als aktive Cysteinprotease agieren (Yamada et al. 2001). C-terminal befinden
sich eine prolinreiche Domane, welche zumindest partiell fir die Aktivitdt von RD21
vorhanden sein muss (Gu et al. 2012) sowie eine Granulin-8hnlich Domane. Diese weist
eine Homologie zu den Granulinen im tierischen System auf (Koizumi et al. 1993) und ist im
reifen Protein nicht vorhanden (Abbildung 5). RD21 wird zu den Papain-ahnlichen
Cysteinproteasen gezahlt (Koizumi et al. 1993) und stabilisiert sich in der Vakuole Uber die
C-terminale Doméane (Gu et al. 2012). Pulse Chase-Experimente haben ergeben, dass die
Abspaltung dieser Domane mehrere Stunden in Anspruch nimmt (Yamada et al. 2001) und
entweder autokatalytisch oder durch eine bisher unbekannte Protease durchgefihrt wird
(Yamada et al. 2001; Gu et al. 2012).

28



RD21: Protease PP Granulin PreproRD212 (51 kDa)

1) Translokation: _ Protease PP Granulin ProRD21  (48,8kDa)

2) Aktivierung: Protease PP Granulin iRD21 (35,1kDa)

3) Reifung: Protease PP (25,5kDa)
mRD21

Protease (22,7kDa)

Abbildung 5: Schema zur RD21a-Prozessierung. RD21a wird als Preproprotein mit einem Signalpeptid
(SP,dunkelgriin) zur Lokalisation in die Vakuole und einer Prodoméne (Pro),welche auch als Inhibitor fungiert. Nach
Abspaltung dieser Domane gibt es RD21a in zwei aktiven Formen: Das intermedidren iRD21a mit C-terminaler
prolinreiche Region (PP) sowie Granulin-Doméane (Granulin) (hellgriin) und das reife mRD21a (griin), welches mit
und ohne die prolinreiche Doméane vorkommen kann. Die theoretischen MW sind in Klammern angegeben.
Modifiziert nach Gu et al. 2012.

In vivo kommen sowohl das reife Protein als auch ein Intermediat (iRD21), welches noch die
C-terminale Granulin-Domane besitzt vor (Yamada et al. 2001; Gu et al. 2012). MS-
Analysen konnten zeigen, dass der N-Terminus des reifen sowie des iRD21 heterogen ist
und entweder mit AS G134, D135 oder L137 beginnt (Gu et al. 2012). Drei endogene
Inhibitoren konnten bisher identifiziert werden. Zum einen bindet das zytoplasmatische
SERPIN1 als Selbstmordinhibitor an RD21a, komplexiert und inaktiviert es irreversibel
(Lampl et al. 2010; Lampl et al. 2013; Koh et al. 2016). Dies koénnte verhindern, dass
irrtmlich in das Zytosol gelangtes Protein dort Schaden anrichtet, durch zum Beispiel zu
frihe Induktion des programmierten Zelltods. Zum anderen bindet und kolokalisiert PDI5
(Protein Disulfide Isomerase 5) mit RD21a und leitet es Uber das ER und den Golgi in die
lytische Vakuole (Andéme Ondzighi et al. 2008). Der dritte Interaktionspartner ist WSCP
(Water-Soluble Chlorophyll Protein). Dieses wird wahrend der Samenkeimung zeitgleich mit
RD21 exprimiert und ist ebenfalls in den gleichen Kompartimenten lokalisiert. Diese
Interaktion wird dahingehend diskutiert, dass zu frih aktiviertes RD21 (durch Abspaltung der
N-terminalen Inhibitorsequenz) die Entwicklung des Keimlings stort und so durch die
reversible Inhibierung durch WSCP dies verhindert werden kann. Weitere Studien konnten
zeigen, dass diese Interaktion ebenfalls wichtig fur die korrekte Blutenentwicklung ist (Boex-
Fontvieille et al. 2015a; Boex-Fontvieille et al. 2015b). Das RD21 Homolog aus Mais
(CPPIC) wurde als Komplex mit Cystatin gefunden. Dieses wird durch Behandlung mit SDS
denaturiert und gibt so die aktive Protease frei (Yamada et al. 2000; Gu et al. 2012).
Dahingehend wird diskutiert, dass die Aktivierbarkeit von RD21 mittels SDS durch das
Ablésen eines Inhibitors erklarbar ist (Gu et al. 2012). Ein Homolog von RD21, C14 aus
Tomate ist bekannt, eine Rolle in der Abwehr von pathogenen Pilzen zu spielen (Shindo et
al. 2012). In Arabidopsis hingegen ist dies bisher unklar. Einerseits konnte gezeigt werden,
dass das Wachstum des nekrotrophen Pilzes Botrytis cinerea in rd21-Nullmutanten im
Vergleich zum Wildtyp erhoht ist (Shindo et al. 2012). Andererseits wurde in einem zweiten

experimentellen Ansatz gezeigt, dass rd27-Nullmutanten resistenter gegeniber den
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nekrotrophen Pathogenen B. cinerea und S. sclerotiorum zu sein scheinen (Lampl et al.
2013). Trotz dieser entgegengesetzten Daten wird RD21 eine Rolle in der Immunabwehr
zugesprochen, da es unter Stresssitutationen wie dem programmierten Zelltod eine Rolle im
Recycling von Zellinhalten spielt (Hayashi et al. 2001; Lampl et al. 2013; Koh et al. 2016). In
Proteomuntersuchungen wurde entdeckt, dass RD21a in ate1 ate2 sowie prt6-Mutanten

hoéher abundant ist als im Wildtyp (Majovsky et al. 2014).

1.8. Zielsetzung der Arbeit
Der N-end rule pathway ist hochkonserviert in Bakterien, Pilzen, Tieren und Pflanzen.

Obwohl mehrere Substrate dieses speziellen Teils des 26S-Proteasomsystems in den
letzten Jahren im menschlichen Organismus identifiziert und charakterisiert wurden, ist Gber
das pflanzliche System wenig bekannt. Bisher sind nur wenige Proteine als Substrate in
Arabidopsis entdeckt worden. Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe von Literaturrecherchen
sowie vergleichender Proteomik wie die 2-D Gelelektrophorese, Shotgun-Analyse und
ChaFRADIC neue potentielle Substrate des N-end rule pathways in den Mutantenlinien ate1
ate2, prt6-3 und prt1-1 zu identifizieren. Diese sollten dann hinsichtlich ihres N-Terminus in
silico untersucht und eingestuft werden. Die biochemische Charakterisierung von
potentiellen Kandidaten sollte dann durch die Entwicklung und Etablierung von in vitro
Deamidationsversuchen, Arginylierungs- sowie Ubiquitinylierungsassays, unter Verwendung
rekombinant erzeugter N-end rule pathway-Komponenten (NTAN1/NTAQ1, ATE1/2,
PRT1/6) durchgefuhrt werden. Mittels Bimolekularer Fluoreszenzkomplementation und unter
Verwendung der Ubiquitin-Fusionstechnik (UFT) von Substrat und Komponente sowie
Stabilitdtsuntersuchungen von YFP-Fusionsproteinen in Mesophyllprotoplasten von
Arabidopsis sollte in vivo die Charakteristik des potentiellen Substrates hinsichtlich seiner
Interaktion und Stabilisation innerhalb der N-end rule studiert werden. Die UFT wurde
entwickelt, um die Proteinstabilitdt in Abhangigkeit zum N-Terminus studieren zu kénnen
(Bachmair et al. 1986). Im Laufe der Jahre wurde diese Methode erfolgreich genutzt, um N-
end rule-Substrate und enzymatische Komponenten zu charakterisieren (Varshavsky 2000;
Varshavsky 2005). Die UFT basiert auf dem naturlichen Vorkommen des UBQs, welches als
Polymer synthetisiert (Finley et al. 1987) und anschlieRend durch sogenannte
deubiquitinylierende Enzyme (DUBs) nach dem G76 des UBQs in einzelne Ubiquitinproteine
gespalten wird (Baker 1996; Gilchrist et al. 1997). In dieser Arbeit soll die UFT genutzt
werden, um kotranslational UBQ von UBQ-X-POI Fusionsproteinen abzuspalten und so den
gewunschten N-Terminus (X) in vivo zu generieren. Das resultierende C-Terminale
Fragment stellt das zu untersuchende Protein mit dem generierten N-Terminus dar. Durch
die Kombination von invitro und in vivo Studien zur Ubiquitinylierung und
Stabilitatsuntersuchungen im zellfreien System sollte die genaue Einordnung von
potentiellen N-end rule pathway-Substraten aus den initialen Experimenten durchgefiihrt

werden. Diese im Kontext eines biologisch beschreibbaren Phanotypes einzuordnen und zu
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untersuchen sollte dann einen genaueren Einblick hinsichtlich der Position des

hockonservierten Abbauweges ermoglichen.
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2. Material und Methoden

21.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von

Material

folgenden Firmen bezogen:

Serva (Heidelberg), Roth (Karlsruhe), Applichem (Darmstadt), Sarstedt (NiUmbrecht), Sigma

(Munchen), ThermoScientific (Dreieich), Qiagen (Hilden).

2.1.1. Verwendete Vektoren und Primer

Eine Liste der verwendeten Vektoren und Primer ist im Anhang unter Tabelle A1 bis A5 zu

finden.

2.1.2. Verwendete Bakterienstamme

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstdmme, wichtige Charakteristika, Genotyp und Herkunft

Stamm Organismus Wichtige Charakteristika Genotyp Herku
nft
BL21 E. coli Strata
gene
BL21-CodonPLUS | E. coli Chl, Tetracyclinresistenz, E. coli F- ompT | Strata
(DE3)-RIL T7-Expressionssystem mit | hsdS(rB-mB-) gene
lac-Operon, dcm+  Tetr gal
tRNA-Gene fir in E. coli| (DE3) end Hte
seltene Codons ( nach|[argUileY
WOLSCHNER et. al. (2009)): | leuW Camr]
AGG/AGA (Arg), AUA (lle), | pRIL, ein
CUA (Leu), Derivat des
pACYC184
BL21-Rosetta2 E. coli Chl, E. coli F- ompT | Novag
pRARE2 beinhaltet tRNA-Gene fir in | hsdSB(rB- mB-) gal | en
E. coli seltene Codons (nach | dcm pRARE2
DAN et al. (2009)): (CamR)
AUA (lle), AGG/AGA/CGG
(Arg), CUA (Leu)
CCC (Pro)
GGA (Gly)
Dh5 alpha E. coli Nalidixinsaureresistenz, lac- | E. coli F- | Invitro
Operon enthaltend (p80lacZAM15) gen
recA1 endA1
gyrA96 thi-1
hsdR17 (rK-,mK+)
supE44 relA1
deoR  A(lacZYA-
argF)u169
Mach1 E. coli Derivat des E. coli W-|ArecA1398 endA1 |Invitro
Stammes, tonA ®80AlacM15 | gen
schnellstwachsenden Zellen | AlacX74 hsdR(rK-
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mK+)

Top10

E. coli

Streptomycinresistenz,
Leucinauxotroph

Invitro
gen

F-  mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)
¢80lacZAM15
AlacX74 nupG
recA1 araD139
A(ara-leu)7697
galE15 galK16
rpsL(StrR)  endA1
A=

GV3101::pMp90R
K

A. tumefaciens Rifampicillin-,

Gentamycin-
und Kanamycinresistenz

C58,  pMP90RK
(pTiC58DT-DNA)

(Koncz
C. and
Schell
J.
1986)

GV3101::pMp90

A. tumefaciens Rifampicillin-

Gentamycinresistenz

und | C58, pMP90

(pTiC58DT-DNA)

(Koncz
C. and
Schell
J.
1986)

2.1.3. Verwendete Pflanzenlinien

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Pflanzenlinien mit genetischem Hintergrund, Resistenz, Eigenschaften und

Referenz
Name Genetischer Resistenzmarker | Eigenschaft Referenz
Hintergrund

Col-0 Col-0

ate1ate2 Col-0 Kanamycin (nicht | SALK-tDNA- (Graciet et

(SALK_023492 funktional) Insertionslinie al. 2009)

SALK_040788) Deletionsdoppelmutante
ATE1 und ATE2

prt1-1 Col-0 - EMS-Mutante (Potuschak
Deletionsmutante PRT1 | et al. 1998)

prt6- Col-0 BASTA SAIL-tDNA- (Garzon et

1(SAIL_1278 H11) Insertionslinie al. 2007)
Deletionsmutante PRT6

prt6- Col-0 Kanamycin SALK-tDNA- (Graciet et

2(SALK_051088) Insertionslinie al. 2009)
Deletionsmutante PRT6

pPrt6- Col-0 Sulfadiazin Gabi-Kat-tDNA- (Garzon et

3(GABI_270G04) Insertionslinie al. 2007)
Deletionsmutante PRT6

rd21- Col-0 Kanamycin SALK-tDNA- (Gu et al

1(SALK_090550) Insertionslinie 2012)
Deletionsmutante PRT6

2.1.4. Verwendete Antibiotika

Tabelle 3: Verwendete Antibiotika Konzentration der Stammldsung und Endkonzentration im Medium

Antibiotika Konzentration in | Endkonzentration im Medium
Stammlésung mg/mL in pg/mL

Carbenicillin 50 in H20 50

Chloramphenicol 34 in EtOH 34

Kanamycin 50 in H,O 50

Gentamycin 25in H,O 25

Rifampicillin 50 in DMSO 50

Streptomycin 50 in H,O 50

Sulfadiazin 5,25 in H,O 5,25

Hygromycin 400 in H2O 20
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2.1.5. Verwendete Antikorper

Tabelle 4: In dieser Arbeit in entsprechender Verdiinnung verwendete Antikérper und Herkunft

Antikorper Verwendung Herkunft/Referenz
a-GFP-Rabbit (sc-8334, Santa | Anti-GFP-Kaninchen-IgG (Vatine et al. 2013)
Cruz) polyklonal

(Verdiinnung 1:200)

a-HA-Mouse
COVANCE)

(MMS-101R,

Anti-HA-Maus-IgG1
monoklonal
(Verdinnung 1:1000)

(Pecot und Malhotra 2004)

a-His-Mouse (27471001, GE)

Anti-His- Maus 1gG2
(Verdiinnung 1:3000)

GE Healthcare

a-MBP-Mouse (E8030S, NEB,)

Anti-MBP-Kaninchen 1gG
polyklonal
(Verdinnung 1:5000)

New England Biolabs

a-TGG2-Rabbit

Anti-TGG2,
(Verdiinnung 1:5000)

polyclonal

(Ueda et al. 2006)

a-Rd21-sheep

Anti-RD21a
polyklonal
(Verdinnung 1:1000)

(Wang et al. 2008b)

a-Rd21a-rabbit

Anti-RD21a
(Verdiinnung 1:5000)

(Yamada et al. 2001)

a-Strepdavidin-HRP
(GERPN1231, Sigma Aldrich)

Streptavidin-HRP gekoppelt,
(Verdinnung 1:3000)

GE Healthcare

a-Ub-mouse ( sc-8017, Santa
Cruz)

Anti-UBQ-Maus-IgG+
Monoklonal
(Verdiinnung 1:5000)

(Lutz et al. 2012)

a-Mouse-HRP
Thermo Scientific)

(200431430,

Maus-HRP-Konjugat,
(Verdiinnung 1:5000)

Pierce (ThermoScientific)

a-Rabbit-HRP (sc-2004, Santa
Cruz)

Kaninchen-HRP-Konjugat,
stabilisiert in Ziege
(Verdiinnung 1:2500)

Santa Cruz Biotechnology

a-Goat-HRP  (sc-2768, Santa | Ziegen-HRP-Konjugat, Santa Cruz Biotechnology
Cruz) stabilisiert in Kaninchen

(Verdinnung 1:2500)
a-Sheep-Alexa Fluor 488 (A- | Schaf-Alexa 488-Konjugat, | Thermo Scientific

11015, Thermo Scientific)

stabilisiert in Esel (Verdinnung
1:500)

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Herstellung Rubidiumchlorid kompetenter E-coli- Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach der Rubidiumchlorid-
Methode (Bast 2001). Eine Vorkultur (3 mL, 37° C, 400 g, 12 h) des zu transformierenden
Stammes wurde in 100 mL LB-Medium (Luria-Bertani) verdiinnt und bis zu einer ODggo von
0,3-0,4 weiter bei 37 °C kultiviert. Nach mindestes 10 min auf Eis wurde zur Sedimentation
zentrifugiert (10 min, 4°C, 5000 g) und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in
15 mL kaltem TFB1 (TransFormation Buffer) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die

sedimentierten Zellen wurden in 2 mL TFB2 aufgenommen und aliquotiert. Die Lagerung

erfolgte bei -80 °C.
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TFB1 TFB2

30mM KAc 10 mM HEPES
100 mMRbCI 75 mM CaCl,
10 mM CaCl, 10 mM RbCI
50 mM MnCl; 15% Glycerin
15% Glycerin pH 6,5 mit KOH

pH 5,8 mit CH;COOH

2.2.2. Transformation von E. coli und Selektion rekombinanter Klone

Die Transformation von DNA-Material wurde nach Sambrook 1989 durchgefiihrt. Chemisch
kompetente Zellen (50 pyL) wurden mit 1 uL DNA gemischt und 30 min auf Eis inkubiert.
Anschlieflend erfolgte ein Hitzeschock (90 sek, 42°C) mit darauffolgender Inkubation auf Eis
(2 min). Der Ansatz wurde mit LB-Medium versetzt (200uL) und mindestens 45 min bei
37°C und 850 rpm im Schittler inkubiert. Nach Ausplattierung von 80-100 pL auf
Selektivagar wurde uUber Nacht bei 37 °C inkubiert.

LB-Medium (1 Liter) McConkey-Agar (0818, DIFCO Laboratories)
10 g Tryptone 40 g/L (H20)

5gNaCl

5 g Hefeextrakt

pH 7,2

2.2.3. Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens Zellen wurde eine Vorkultur des
Stammes (3 mL) in frisches, mit Antibiotikum versetztes YEB-Medium (Yeast Extract Beef)
(50 mL) Gberfihrt (0,03 v/v) und bis zu einer ODgoo von 0,5 - 0,6 bei 28 °C und 300 rpm
inkubiert. Nach Abkuhlen auf Eis (15 min) wurden die Zellen (10 min, 4 °C, 3000 g)

abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet folgendermalen gewaschen:

25 mL 1 mM HEPES (pH 7,5)

12,5 mL 1 mM HEPES (pH7,5)

10 ml 10% (w/v) Glycerin, 1 mM Hepes (pH 7,5)
5 ml 10% (w/v) Glycerin, 1 mM Hepes (pH 7,5)
2 ml 10% (w/v) Glycerin

1 ml 10% (w/v) Glycerin

oghkwh=

Die Zellen wurden in Aliquots bei — 80°C bis zur Verwendung gelagert.

YEB-Medium (pH 7)

0,5% Rinderextrakt
0,5 % Pepton
0,5% Saccharose
0,1 % Hefeextrakt
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2.2.4. Transformation von elektrokompetenten A. tumefaciens

Die kompetenten Zellen wurden mit 1-3 uL DNA versetzt, 30 min auf Eis inkubiert und in
eine vorgeklhlte Elektroporationskivette Uberfuhrt. Nach erfolgter Elektroporation nach
Tabelle 5 wurde sofort 600 pL YEB-Medium zugefiihrt, und die Zellen in ein frisches
Reaktionsgefall Uberfihrt. Nach 3 h Inkubation bei 28 °C und 200 rpm wurden die Zellen auf
Selektivagar ausplattiert (20-80 uL) und fur 1-2 Tage bei 28 °C inkubiert.

Tabelle 5: Daten zur Geréateeinstellung bei der Elektroporation

GroRe Einstellung
Kulvettenspalt 0.1cm
Spannung 2,5 kV
Feldstarke 12,5 kV/icm
Kondensator 25 pF
Widerstand 400 Q

Zeit 3,8 msek

2.2.5. Herstellung chemokompetenter A. tumefaciens-Zellen

Zur Herstellung chemokompetenter A. tumefaciens-Zellen wurde 1 mL einer Vorkultur (3 mL)
in 100 mL frisches YEB-Medium mit Antibiotika Uberfihrt und bei 28° C, 200 rpm im
Schittler bis zu einer ODegoo von 0,5-1 inkubiert. Die Zellen wurden mindestens 10 min auf
Eis abgekiihlt und dann abzentrifugiert (20 min, 4° C, 2700 g). Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in 5 mL eiskaltem TE-Puffer (Tris-EDTA) resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Nun wurden die Zellen in 1 mL eisgekihlter 20 mM CaCl,-Lésung
resuspendiert, 30 min auf Eis geklhlt und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 mL

YEB mit 10% Glycerin aufgenommen und in 200 pL aliquotiert.

TE-Puffer (pH 8)

10 mM Tris-ClI
1mM EDTA

2.2.6. Transformation chemokompetenter A. tumefaciens-Zellen

Ein Aliquot chemokompetenter A. tumefaciens-Zellen (200uL) wurde 30 min auf Eis
aufgetaut und anschlieffend mit 1-10 yL DNA versetzt. Nach erneuter Inkubation auf Eis
(30 min) wurden die Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren (Kalteschock) und sofort fir
2 min bei 37° C aufgetaut. Nach Zugabe von 300 pL YEB erfolgte eine Regeneration fir 2-
4h bei 28°C und 850 rpm auf dem Schittler, 80-100 yL wurden auf Selektivmedium
ausgebracht und zwei Tage bei 28° C inkubiert.

2.2.7. Quick Check

Zur schnellen Uberpriifung einer erfolgreichen Transformation wurden 100 pL Kultur mit

50 uL Phenol/Chloroform (1:1) und 10 uL Ladepuffer versetzt und 25 s gevortext. Nach
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Zentrifugation (5 min, 14000 g) wurden 30 pL des wéssrigen Uberstandes auf ein 1%iges

TAE Gel aufgetragen.

Ladepuffer (10x) TAE-Puffer pH 8 (50x)
0,35 mM SDS 2M Tris-Acetat
100 mM EDTA 50 mM EDTA

0,01 % (w/v)  Bromphenolblau pH 8 (Essigsaure)

40 % Glycerin (v/v)

2.2.8. Plasmidisolation aus Bakterien

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA aus 4 mL Ansatzen wurde das Isolations-Kit GeneJet
Plasmid Miniprep Kit (KO503, Thermo Scientific) verwendet. Zur Isolation aus groReren
Kulturmengen (50 - 5000 mL) wurde das NucleoBond PC 500 Kit (740574, Macherey &

Nagel) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.2.9. Restriktionsverdau von Plasmiden und Auftrennung mittels

Gelelektrophorese

Die Plasmidspaltung erfolgte in 1-20 (analytisch) uL Volumen, wobei die
Enzymkonzentration bei ca. 5 U pro ug DNA. Es wurden die Enzyme der Firmen Thermo

Fisher und New England Biolabs (NEB) entsprechend der Herstellerangaben verwendet.

Anschlieflend erfolgte die Auftrennung der Fragmente in einem 1%igen Agarosegel, 1x TAE-
Puffer bei 120-140 V entsprechend der Gelgrofte. Zur Detektion wurde dem Gel der SERVA
DNA Stain G (39803, Serva) in der vom Hersteller vorgeschriebenen Konzentration
zugegeben. Die GroRe der Fragmente wurde anhand des DNA-Markers GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder (SM1343, Thermo Scientific) ermittelt.

2.2.10. DNA-Gelextraktion und Reinigung

Die entsprechenden DNA-Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem

JETquick Gel Extraction Kit (420250, Genomed) entsprechend der Herstellerangaben

isoliert.

2.2.11. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wird zur DNA-Amplifikation, Genotypisierung oder zur

Kontrolle durch Transformation erzeugter Klone genutzt.

Es wurde dazu die Tag-Polymerase (Lawyer et al. 1993) (ohne 3’-5’ Exonukleasefunktion)
aus eigener Herstellung mit 3’-5’ Exonukleasefunktion nach folgendem Ansatz und Hot-Start

Programm im Applied Biosystems Veriti™ 96-Well Thermal Cycler verwendet:
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Tabelle 6: Zusammensetzung eines 20 pL Phusionreaktionsansatzes, die bestehenden Konzentrationen und das
PCR-Programm

20 uL Reaktionsansatz | Endkonzentration Programm
(Phusion)
1 yL Template DNA
1 yL Primer 1 1 pmol 1.30s 98° C
1 pL Primer 2 1 pmol 2.10s 98° C
0,4 pL 10 mM dNTP’s je 200 uM 3.30s x*C
10 L 5x Phusion HF Buffer 1x 4.15-30s/kb 72°C
0,2 uL Enzym 1U 25 - 35 Zyklen der Schritte
12,4 pL steriles H20 2-4
5.5 min 72°C
6. Pause 4°C

Tabelle 7: Zusammensetzung eines 50 yL Taqreaktionsansatzes, die bestehenden Konzentrationen und das PCR-

Programm
50 pL Reaktionsansatz (self- | Endkonzentration Programm
made Taq)
1 yuL Template DNA
0,5 pL Primer 1 0,5 pmol 1.30s 96° C
0,5 yL Primer 2 0,5 pmol 2.10s 96° C
0,5 yL 10 mM dNTP’s je 100 uM 3.30s x°C
5 pL 10x Buffer 1x 4. 60 s/kb 72°C
0,5-1 uL Enzym 1U 25 - 35 Zyklen der Schritte
42 L steriles H20 2-4
5. 10 min 72° C
6. Pause 4°C

Das Temperaturprotokoll variierte je nach eingesetzten Primern (Annealingtemperatur),

eingesetzter Polymerase und Template-DNA (Dauer der Extension).

2.212. RNA Isolation aus Pflanzenmaterial
Die Extraktion von RNA aus Pflanzenmaterial wurde unter Verwendung der

Herstellerangaben mittels des Kits RNeasy Plant Mini Kit (74904, Qiagen) durchgefiihrt.

2.2.13. cDNA-Synthese

Das RevertAid RT Kit (K1691, Thermo Scientific) wurde nach Herstellerangaben verwendet,

um isolierte RNA in cDNA zu transkribieren. Ein zuvor durchgefiihrter DNAse Verdau sollte
die gereinigte RNA von mdglichen genomischen DNA-Kontaminationen befreien. Hierbei
wurden 2 ug RNA mit 1 U DNAsel (EN0523, Thermo Scientific) und 1 X-Puffer versetzt und
fur 30 min bei 37° C inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieend fir 10 min bei 65° C

abgestoppt und der gesamte Ansatz fiir die cDNA-Synthese verwendet.

2.2.14. Quantitative Real-Time PCR (gRT-PCR)
Die gRT-PCR erfolgte in einem 10 pL Ansatz mittels Brilliant I| SYBR Green QPCR (K0252,

Thermo Scientific). Je Probe und Gen erfolgte eine Doppelbestimmung. Wobei neben dem

Zielgen auch das konstitutiv exprimierte Housekeeping-Gen der PP2A als Referenz
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eingesetzt wurde. Die cDNA wurde wie in 2.2.9. beschrieben synthetisiert und 1:10 verdlnnt
eingesetzt. Zu jedem Gen wurde ein eigener MasterMix nach folgenden Angaben
zusammengestellt, bei einer Vielzahl von Reaktionen wurden 10% mehr an MasterMix

angesetzt als berechnet:

Tabelle 8: Zusammensetzung einer 10 yL qRT-PCR Reaktion

Komponente ML je Probe Programm

Brilliant I SYBR Green QPCR | 5 1. 10 min 95°C
MasterMix (2x) 2.30s 95° C
6-Carboxy-X-rhodamin (ROX) | 0,15 3.40s 64° C
(1:500 in H20 verdinnt) 40 Zyklen der Schritte 2-3
Primer 1 (100 pmol in H,0) 0,009 4.1 min 95° C
Primer 2 (100 pmol in H,0) 0,009 5.1 min 55-95° C
Add H,0O 3,332

1,5 yL der cDNA wurde in den ReaktionsgefalRen vorgelegt und 8,5 pL MasterMix
hinzugefugt. Die Reaktion und Messung erfolgte an Mx3000P bzw. Mx3005P (Stratagen
Agilent) und die Auswertung erfolgte mittels der Software MxPro. Als zu vermessende
Fluoreszenz wurde in der Gerateeinstellung SYBR Green genutzt und als
Referenzfluoreszenz ROX angegeben. Die Reaktion wurde nach dem Temperaturprotokoll

in Tabelle 8 durchgefihrt.

Die Auswertung der gRT-PCR wurde anhand der ACt (cycle threshold)-Methode
durchgeflhrt. Hierbei ist der Ct-Wert das Mal} der Quantifizierung, da er die Anzahl der
PCR-Zyklen angibt die noétig sind, um die Hintergrund-Fluoreszenz (threshold) zu
Uberschreiten und die exponentielle Phase der PCR-Reaktion zu erreichen. Die
Normalisierung der zu untersuchenden Gene (ZG) mit dem Referenzgen (RG) erfolgt nach

folgender Formel:

ACt = Ct(ZG) — Ct(RG)

Durch diese Berechnung erhalt man fir jede Probe die relative Transkriptmenge bezogen
auf die Transkriptmenge des Referenzgens. Die logarithmischen Werte koénnen
anschlieBend wie folgt in eine vielfache Expression des Zielgens im Vergleich zum
Referenzgen umgerechnet werden, wobei eine Primereffizienz von 100% vorausgesetzt

wird. Dies entspricht einer Verdopplung des templates mit jedem PCR-Zyklus:

n-fache Expression (ZG zu RG) = 2A¢t

Die Zusammenfassung der Werte und die grafische Darstellung erfolgte mit Microsoft Excel.

2.2.15. Single-Gateway-Klonierung

Das Einbringen von Inserts in einen Vektor wurde mit Hilfe des Gateway-Verfahrens (Hartley
et al. 2000; Karimi et al. 2005, Invitrogen) durchgefihrt. Die BP-Reaktion erfolgte in einem
Gesamtvolumen von 2,5 uL (1,5 yL PCR-Fragment, 0,5 yL DONOR-Vektor, 0,5uL BP-

Klonase) und wurde 1 h oder Uber Nacht bei 22 °C inkubiert. AnschlieRend wurden zum
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Beenden der Reaktion 0,3 pL Proteinase K hinzugegeben und bei 37° C fir 10 min auf dem
Heizblock inkubiert. Der Ansatz der BP-Reaktion wurde in einen entsprechenden
Bakterienstamm transformiert und auf Selektivmedium ausplattiert. Die anschlieRende LR-
Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 1,75 uL lber Nacht bei 25°C durchgefiihrt
(0,5 pL H20, 0,5 yL ENTRY-Vektor, 0,5 yL DESTINATION-Vektor, 0,25 yL LR-Klonase).
Zum Beenden der Reaktion wurde dem Ansatz 0,6 yL Proteinase K hinzugegeben und bei
37° C auf dem Heizblock inkubiert. Der Ansatz der LR-Reaktion wurde in einen

entsprechenden Bakterienstamm transformiert und auf Selektivmedium ausplattiert.

2.2.16. Gerichtete Mutagenese

Der Basenaustausch in einem DNA-Plasmid wurde mit Hilfe gerichteter Mutagenese
durchgefiihrt. Hierzu wurden mit Hilfe des QuickChange Primer Design (Agilent
Technologies, Inc., http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp) die Primer
ermittelt, welche die gewinschten Basenveranderung komplementar aufweisen. Als
Template wurden ENTRY-Klone verwendet. Die Reaktion erfolgte nach folgendem Protokoll:

Tabelle 9: Zusammensetzung eines 50 L Reaktionsansatzes, die bestehenden Konzentrationen und das PCR-
Programm

Ansatz: 50 pl Endkonzentration Programm

10 yL  5x HF-Puffer 1X

1L 10 mM dNTPs Je 200 uM 1.30s 98° C

1,5uL 10 yM. Primer 1 30 pM 2.10s 98° C

1,5uL 10 yM. Primer 1 30 pM 3.30s 55°C

2uL  Template DNA 4.xs 72°C

0,5puL pLPhusion 1U 14 Zyklen der Schritte 2-4
5. 10 min 72°C
6. Pause 4°C

2.2.17. Samensterilisation

Die Samensterilisation erfolgte unter ClOz-gasatmosphéare. Hierzu wurde in einem
Vakuumexcikator 20 mL NaClO-L&ésung mit 10 mL 37%iger HCI versetzt. Die Samen wurden
fur 3—-4 h sterilisiert und anschlieBend auf 0,5 x MS-Agar (T. Murashige and F. Skoog 1962)
Selektionsplatten ausplattiert.

0,5 MS-Agar (1 Liter)

2,16 g MS-Salz (M0301, Duchefa)
5 g Saccharose

8 g Phytoagar (P1003, Duchefa)
pH 5,8 mit KOH

2.2.18. Anzucht von Pflanzen

Die Anzucht erfolgte unter Kurztagsbedingungen (8 Stunden Licht (22 °C), 16 Stunden
Dunkelheit (18°C), Luftfeuchtigkeit 60%) oder Langtagsbedingungen (16 Stunden Licht
(22 °C, 8 Stunden Dunkelheit (18 °C), 60% Luftfeuchtigkeit) in der Phytokammer (Johnson
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Climatics). Die sterile Anzucht erfolgte auf 0,5x-MS-Agar-Platten. Die Kultivation auf
Einheitserde (Weilttorf 45%, Ton 20%, Sodentorf 15%, Kokosfaser 20%, Balster
Einheitserdewerk) erfolgte analog. Nach 6-8 Wochen wurden die Pflanzen unter

Langtagsbedingungen bei 22 °C bis zum Ende ihres Lebenszyklus kultiviert.

2.2.19. Genotypisierung

Zur Verifizierung der verschiedenen T-DNA-Insertionslinien wurde ein Blatt pro Pflanze in
96-well-Collectorboxes, welche mit je einer Metallkugel (75306, Muhimeier) pro Well gefiillt
waren gesammelt und mit 500 uL Magic Puffer versetzt (Dissmeyer und Schnittger 2011).
Das Material wurde mit der Kugelmihle 2 min bei 25 Hz aufgeschlossen und anschlielend
die Blatteile (10min, 4° C, 2000 g) abzentrifugiert. Die Probe wurde entweder bei -20°C
gelagert oder sofort zur PCR eingesetzt.

Tabelle 10: Zusammensetzung eines 25 pL Reaktionsansatzes, die bestehenden Konzentrationen und das PCR-
Programm

25 pL Reaktionsansatz (self- | Endkonzentration Programm
made Taq)
1,5 yL Template DNA
1 L Primer 1 1 pmol 1.30s 95° C
1 pL Primer 2 1 pmol 2.30s 95° C
0,45 uL 10 mM dNTP’s je 100 uM 3.60s 58°C
2,5 pL 10x PCR-Puffer 1x 4.2 min 72°C
0,5 uL Enzym 1U 35 Zyklt_en der Schritte 2-4
18,8 L steriles H;0 5. 10 min 72°C
6. Pause 15° C
Magic-Puffer pH 7.5 10x PCR-Puffer pH 8.7
50 mM Tris-Cl 200 mM Tris-Cl
300 mM NaCl 500 mM KCI
300 mM Saccharose 20 mM MgCl2
1,59g/L Xylencyanol
1,54g/L Orange G

2.2.20. Transformation von Mesophyllprotoplasten

Die Herstellung und Transformation von Protoplasten wurde mit 6 Wochen alten Blattern von
Arabidopsis nach Yoo et al. (2007) durchgefuhrt. Das Pflanzenmaterial wurde mit Hilfe einer
Rasierklinge geerntet, das obere Drittel des Blattes verworfen, das zweite Drittel in feine
Streifen geschnitten und in 2,5 mL Enzymldsung (frisch hergestellt) untergetaucht. Die
Streifen inkubierten 30 min unter Vakuum im Exsikkator, um Gase mdglichst vollstandig zu
entfernen. AnschlieRend erfolgte eine Dunkel-Inkubation fir 4 h bei 19° C. Nach Zugabe von
2 mL W5 (gekihlt) bewirkte 5 minitiges Schwenken der Petrischalen die Freisetzung der
Protoplasten. Filtern der Losung durch ein 35-75 um Nylonsieb trennt das unverdaute
Blattmaterial von der Protoplastenlésung ab. Zur lIsolation der Protoplasten wurde die
Lésung 1 min bei 200xg und 19 °C zentrifugiert, das Pellet anschlieBend in 2 ml W5

(gekuhlt) aufgenommen und durch vorsichtiges Invertieren geldst. AnschlieRend erfolgte
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eine Dunkel-Inkubation fiir 40 min auf Eis. Der Uberstand wurde abgenommen, erneut in
2 mL geklhlter W5 aufgenommen und wie zuvor fir 40 min im Dunkeln inkubiert.
Darauffolgend wurden die Zellen in kalter MMG-L6sung (Volumen entsprechend
Protoplastenmenge) aufgenommen. Die Intaktheit der Zellen wurde unter dem Mikroskop

kontrolliert.

Zur Transformation wurden pro 100 pL Protoplastensuspension 10-15 ng DNA eingesetzt
und das 1,1 fache Volumen an PEG-L6sung zugegeben und 3-4 min invertiert. Danach
erfolgte die Zugabe von 4,4fachem Volumen an W5-Losung, leichtes Schwenken der
Suspension und anschliefendes Abzentrifugieren (1 min, 200 g, 4°C) der Protoplasten. Das
Pellet wurde in einfachem Volumen W1 Lésung aufgenommen und tber Nacht bei RT in

horizontaler Lage inkubiert.

Tabelle 11: Verwendete Puffer zur Mesophyllprotoplastentransformation

Enzymldésung (2,5 mL) Endkonzentration
1,25 mL 0,8 M Mannitol 04M
0,5 mL 0,1 M KCI 0,02 M
0,25 mL 0,2 M MES (pH 5,7) 0,02 M
0,475 mL H20
27,5 mg Cellulase Onozuka R-10 (CAS | 1,5%
9012-54-8, SERVA)
10 mg Macerozyme R-10 (CAS 9032- | 0,4 %
75-1, SERVA)
0 min 55°C Inkubation zur Inaktivierung von Proteasen, anschlieRend abkuhlen auf Eis
0,025 mL 1 M CaCl 0,01 M
2,5 mg BSA 0,1%

PEG-L6sung (5 mL)

29 PEG 40 % (VIV)
1,25 mL 0,8 M Mannitol 0,2M
05mL 1M CaCl, 01 M
15mL H,0

W5-Loésung (50 mL)

1,54 mL 5 M NaCl 0,154 M
6,25 mL 1M CaCl, 0,125 M
2,5mL 0,1 MKCI 0,005 M
TmL 0,2 M MES (pH 5.7) 0,002 M
39,21 mL H20

MMG-L6sung (20 mL)

10 mL 0,8 M Mannitol 0,4M

2mL 0,15 M MgCl2 0,015 M
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0,4 mL 0,2 M MES (pH 5,7) 0,004 M

7,6 mL H20

W1-L6ésung (10 mL)

6,3 mL 0,8 M Mannitol 0,0005 M
1mL 0,1 M KCI 0,02 M
0,2mL 0,2 M MES (pH 5,7) 0,004 M
1,5 mL H20

2.3. Proteinchemische Methoden

2.3.1. Proteiniiberexpression in E.coli und Zellaufschluss mittels

French Press

Zur Proteinsynthese wurde das Lac-Operon Expressionssystem verwendet. Nach Zugabe
von IPTG wird die Expression des zu analysierenden Proteins induziert. Eine Vorkultur
(4 mL) wurde in 200 mL (analytisch) bis 5 L (praparativ) uberfuhrt und fur 3 h bei 37 °C und
150 rpm inkubiert. Danach erfolgte die Induktion durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration
1 mM). Nach 16 h Inkubation bei 20° C wurden die Zellen durch Zentrifugieren (10 min, 4° C,
4000 g) vom Medium abgetrennt, in Puffer A resuspendiert und bei -80°C gelagert
(Naumann et al. 2016).

Zum Aufschluss der Zellen und Proteinreinigung wurden zu 10 mL (40 mL) resuspendierten
Zellen 250 uL (1 mL) einer 40 mg/mL Lysozymlésung hinzugegeben und 1 h auf Eis
inkubiert. Der Zellaufschluss erfolgte am TS 0.75 der Firma Constant Systems Ltd. nach

folgendem Programm:

Tabelle 12: Vorgang des Zellaufschluss mittels French-Press, verwendete Puffer, entsprechender Druck

Schritt Puffer Druck
1. Waschen 50 - -100 mL dest. H,O 2 kbar
2. Waschen 50 - 100 mL 0,2 M NaOH 1 kbar
3. Waschen 50 - -100 mL dest. H,O 1 kbar
4. Equilibireren 50 - -100 mL Puffer A 1 kbar
5. Lyse 15 — 20 mL E.coli Kultur 1,3 kbar
6. Nachspulen 15 mL Puffer A 1,3 kbar
7. Saubern 50 — 100 mL 0,2 M NaOH 2 kbar
8. Saubern 50 - -100 mL dest. H,O 1 kbar

Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (30 min, 4 °C, 12000 g), der Uberstand mit dem

Protein abgenommen und zu weiteren Untersuchungen verwendet.
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Puffer A

20 mM Tris-Cl (pH7,4)
02M NaCl
1 mM EDTA

2.3.2. Proteinreinigung

23.21. Proteinreinigung mittels Nickel-Agarose
Die Saule (34964, Qiagen) wurde mit Ni-Puffer gespllt und alle Luftblasen entfernt. Als

Saulenmaterial wurde 1 mL Nickel-NTA-Agarose Lésung (30210, Qiagen) verwendet. Nach
Absenken der Agarose-Kugelchen wurde die zweite Fritte, welche zuvor im Vakuum mit Ni-
Puffer vorinkubiert wurde aufgesetzt, die Saule mit Ni-Puffer sowie anschlielend mit
20%igen EtOH gespult und bis zur Verwendung in 20% EtOH bei 4° C gelagert. Die
Herstellung einer Amylosesaule erfolgte analog, hierzu wurden Amylose-Harz (E8021S,
NEB) und Puffer A verwendet.

Zur Proteinreinigung wurde die Saule mit 10 mL Ni-Puffer equilbriert, nachdem dann die
Proteinldsung zugegeben wurde. Der Durchfluss wurde aufgefangen und zur Analyse bei -
20° C gelagert. Die Séaule wurde dann zweimal mit 10 mL Puffer gewaschen. Die
Proteinelution erfolgte mit 400 mM Imidazol in Ni-Puffer und funf Schritten zu 500 pL
Elutionsvolumen. Anschlielend wurde die Saule zweimal mit 10 mL Puffer und einmal mit
20% EtOH gereinigt.

Ni-Puffer

100 mM Tris-Cl pH 8,0

300 mM NaCl

0, 25% Tween 20

10% Glycerin

2.3.2.2. Proteinreinigung mittels Amylose-Harz

Zur Proteinreinigung wurde die Saule mit 10 mL Puffer A equilbriert und nachfolgend die
Proteinldsung zugegeben. Der Durchfluss wurde aufgefangen und zur Analyse bei -20° C
gelagert. Die Saule wurde dann zweimal mit 10 mL Puffer A gewaschen und die
Proteinelution erfolgte mit 10 mM Maltose im Saulenpuffer in finf Schritten zu 500 pL
Elutionsvolumen. Anschlielend wurde die Saule mit 3 mL HO, 3 mL 0,1% SDS-Lésung,
1 mL H20, 5 mL Saulenpuffer gesaubert. Die Lagerung erfolgte in 20% EtOH.

Das Protein wurde bei -20° C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.3.3. Spaltung rekombinant exprimierter Proteine mittels TEV-Protease
Rekombinant exprimierte Fusions-Proteine in dieser Arbeit sind nach folgender Struktur

aufgebaut (Naumann et al. 2016):
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Tev- : :
- MBP ol reifes Protein

Zur Verwendung der Proteine in den Versuchen war es noétig den N-terminalen
Reinigungstag mit Hilfe der Tobacco-etfch-virus (TEV)-Protease zu entfernen (Kapust und
Waugh 2000). Ein Protokoll der Reinigung und Expression der Protease ist in Naumann et
al. 2016 angegeben, das verwendete Plasmid ist RIL/pRK793 His:TEVS2'9V:Arg. Diese
Protease erkennt die Aminosauresequenz ENLYFQX und spaltet das Protein zwischen Q
und X. Die Reaktion erfolgte bei 4° C tGber Nacht.

Tabelle 13: Reaktionsansatz der TEV-Spaltung und entsprechende Endkonzentration

Reaktionsansatz (600 L) Endkonzentration
60 uL 10 x Puffer (500 mM Tris-Cl, pH 8; 5 mM | 1 x

EDTA)

1,2uL 0,5 M DTT 1 mM

5 UL TEV 1,7 yg/mL

533,8 L Proteinldsung

2.3.4. Gesamtproteinextraktion aus Pflanzenmaterial

2.3.4.1. TCA- basierte Proteomfillung

Drei Wochen alte, auf 0,5 MS (Langtagsbedingungen) angezogene Pflanzen wurden

geerntet und in flissigen Stickstoff gemdrsert. Nach Einwaage des Materials wurde das
2,5 fache Volumen an eiskaltem Aceton hinzugegeben, die Probe fiir 30 sek gevortext und
anschlieRend bei 4° C, 5000 g fiir 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und der erste Schritt wiederholt. AnschlieRend wurde das Pellet in 2,5 Volumen 10%
TCA/Acetonlésung (m/v) resuspendiert und fur 10 min im Ultraschallbad (max. Power)

aufgeschlossen. Danach erfolgte ein TCA-Reinigungsprotokoll: (2,5 faches Volumen)

a) 2x Waschen mit eiskalter 10% TCA/Acetonldsung (m/v) bis die Losung entfarbt ist
b) 1x Waschen mit eiskalter 20% TCA
c) 2x Waschen mit 80%igem eiskalten Aceton

Das Material wurde zwischen jedem Schritt wie oben beschrieben abzentrifugiert. Nach dem
letzten Waschschritt wurde die Probe fir 5 min bei 12000 g sedimentiert und bei RT
getrocknet. AnschlieRend wurde das Pellet in 4-fachem Volumen dense- SDS resuspendiert
und mit dem gleichen Volumen Phenol (50734, Biomol) versetzt. Nach erneutem vortexen
(30 sek) wurde die Probe bei 12000 g fur 5 min abzentrifugiert. Die obere phenolische Phase
wurde in ein neues Reaktionsgefall uberfihrt und mit dem 5-fachen Volumen an

Fallungsreagenz versetzt. Die Prazipitation erfolgte Uber Nacht bei -20° C.

Zur Sedimentation des Proteinpellets wurde der Fallungsansatz zentrifugiert (5 min, 4° C,

12000 g), das Proteinpellet wurde daraufhin zweimal mit eiskaltem frischem
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Fallungsreagenz und zweimal mit eiskalten 80%igen Aceton gewaschen und sedimentiert
(5 min, 4° C, 5000 g). Das Proteom wurde bis zur weiteren Verwendung in 80% Aceton bei -
20°C gelagert.

20% TCA dichtes-SDS
200 pL einer 10g TCA in 4,54 mL H>0O 100 mM Tris-ClI (pH8)
Add 1 mL steriles H.O 30% (w/v) Saccharose
2% (w/v) SDS
Fallungsreagenz 5% (v/v) B-Mercaptoethanol

100 mM NHsAc in MeOH

2.3.4.2. TCA-freie Proteomreinigung
Die TCA-freie Fallungsmethode wurde nach Lassowskat et al. (2014) durchgefuhrt. Drei

Wochen alte, auf 0,5 MS (Langtagbedingungen) angezogene Pflanzen wurden geerntet und
in flussigen Stickstoff gemorsert. Nach Einwaage des Materials wurde das 3-fache Volumen
an Extraktionspuffer hinzugegeben und die Probe zweimal fir 20 sek gevortext.
Anschlief’end wurde die Probe 20 min bei 4° C geschuttelt und danach fir 15 min bei 4° C
und 5000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein sauberes ReaktionsgefaR (berfiihrt
und erneut wie oben beschrieben zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann gefiltert (0,45 ym
Zellulosemischester, 6783-1304, Roth), um samtliche Blattreste zu entfernen. Nach Zugabe
an gleichem Volumen Phenol (Rotiphenol, A156.1, Roth) wurde der gesamte Ansatz 1 min
gevortext und anschlielend 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 4°C,
5000 g) wurde die untere (phenolische) Phase in ein neues Reaktionsgefall Uberfihrt, mit
gleichem Volumen Reextraktionspuffer versetzt, erneut fir 1 min gevortext und
abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Die untere Phase wurde dann in ein
neues Reaktionsgefall Uberfihrt und mit dem 5-fachen Volumen an Fallungsreagenz
versetzt. Die Fallung erfolgte tUber Nacht bei -20° C. Zur Sedimentation des Proteinpellets
wurde fur 12 min zentrifugiert (4°C, 5000 g). Das Pellet wurde einmal mit eiskaltem
Fallungsreagenz und zweimal mit eiskaltem 80%igen Aceton gewaschen und bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C in 80% Aceton gelagert.

Lysis-Puffer Extraktionspuffer Reextraktionspuffer

30 mM Tris-Cl pH 8,5 100mM HEPES-KOH pH 7,5 100 mM Tris-Cl pH 8,4

7 M Harnstoff 5% (v/v) Glycerin 20 mM KCI

2 M Thioharnstoff 5mM EDTA 10 mM EDTA

4% (w/v) CHAPS 0,1% (v/v) B-Mercaptoethanol 0,4% (v/v) B-Mercaptoethanol
1%(v/v) Proteinaseinhibitor (P9599,
Sigma)

2.3.43. Schnelltest zur Uberpriifung der Proteinexpression in

pflanzlichen Material
Zur Uberpriifung der Expression von Fusionsproteinen in Mesophyllprotoplasten bzw. stabil

transformierten Arabidopsis-Pflanzen wurde ein Schnellprotokoll verwendet. Hierzu wurden

46



300 pL Protoplasten/ ein gemorsertes Blatt mit 12 yL/ 200 pyL Lyse&Load Puffer versetzt,
10 min bei 96 °C gekocht und anschlieRend direkt auf ein SDS-Gel aufgetragen.

Lyse & Load

8M Harnstoff

30 % Glycerin

4 %(w/v) SDS

50 mM Tris-Cl (pH 6,8)
100 mM DTT (frisch)

2.3.5. Proteinkonzentrationsbestimmung

2.3.5.1. Bradford-Assay

Die Proteinkonzentrationsbestimmung fiir die 2D Gelelektrophorese erfolgte nach (Bradford

1976) (500-0006, BioRad). Das Proteinpellet wurde in Lysis-Buffer aufgenommen und es
wurden 1:10 und 1:100 Verdinnungsreihen angefertigt. 10 pL Proteinprobe wurden mit
200 uL einer 1:5 Farbstofflosung inkubiert. Die Messung der Extinktion bei 595 nm erfolgte
nach 8 min Inkubation. Die Konzetration wurde anhand einer parallel gemessenen

Kalibrierungsgerade ermittelt.

2.3.5.2. BCA-Assay

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Proteinaufreinigung wurde mit Hilfe des
BCA Assay Kits (23225, Thermo Scientific) entsprechend des Protokolls und einer erstellten
Kalibrierungsgeraden am Gerat Infinite F200 pro (Tecan) zusammen mit dem Programm

Tecan i-control durchgefihrt.

2.3.5.3. Direct Detect

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Pflanzenextrakt, wurde mit Hilfe des Gerates
Direct Detect (Merck) durchgefiihrt. Hierbei wurde Methode 3 der

Konzentrationsbestimmung angewendet.

2.3.6. 2D Gelelektrophorese

2.3.6.1. Markierung
50 pg Proteom in Lysis-Puffer wurde mit 400 pmol (in DMF) Farbstoff des Kits ,Refraction-

2D™* (PR0O8, NH DyeAGNOSTICS) in einem lichtundurchlassigen Reaktionsgefall gemischt
und fir 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Die Markierungsreaktion wurde durch Zugabe
von 1 pL Lysinldsung (10 mM, pH 9) abgestoppt. Nach erneuter Inkubation auf Eis im
Dunkeln (10 min) wurden die Proben bei -20° C gelagert oder in die lIsoelektrische

Fokussierung eingesetzt.
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2.3.6.2. Auftrennung nach Ladung (Isoelekktrische Fokussierung (IEF-

PAGE))

Proteine weisen in einem bestimmten pH-Milieu entsprechend ihres Anteils an basischen

und sauren AS eine definierte Ladung auf (positiv oder negativ). Die Summe aller Ladungen
eines Proteins und somit seine Beweglichkeit in einem elektrischen Feld ist gleich Null bei
einem bestimmten pH (Isoelektrischer Punkt pl). Dies wird in der IEF genutzt um auf einem
IPG-Streifen mit steigendem pH-Gradienten durch Anlegen eines elektrischen Feldes
Proteine an ihrem pl zu fixieren (Bannister und Wood 1970; Lewin 1970). Hierbei handelt es

sich um die erste Dimension der DIGE, Trennung nach Ladung.

Die Proteinproben wurden in gleichem Volumen 2X Probenpuffer aufgenommen und 10 min
auf Eis inkubiert. Es erfolgte die Vereinigung der Proben, welche auf ein Gel geladen wurden
(bei markierten Proteinproben: 3 Proben je Gel, G-Dye100 (IS), G-Dye200, G-Dye300).
Anschlief’end wurde die Probe auf ein Volumen von 450 uL mit Rehydrationspuffer aufgefillt
und dann in einem Keramikschiffchen gleichmaRig aufgetragen und mit der Gelseite nach
unten die IPG-Streifen (pH3-10, 17-6002-45, GE) aufgelegt. Zur Verhinderung der
Verdunstung wurden die Streifen mit Butanol Uberschichtet und die Reaktion im IPGphor3

(Amersham) nach folgendem Programm durchgefiihrt.

1. 500V 1 Stunde

2. 1000V 2 Stunden
3. 50V 12 Stunden
4. 200V 1 Stunde

5. 500V 1 Stunde

6. 1000V 1 Stunde

7. 8000 V (Gradient) 1,5 Stunden
8. 8000V 9 Stunden

Die Streifen wurden anschlieftend durch Schwenken in destilliertem H.O vom Butanol befreit

und bis zur weiteren Verwendung bei -20° C gelagert.

2x Probenpuffer Rehydrationspuffer
7™ Harnstoff ™M Harnstoff
2M Thioharnstoff 2M Thioharnstoff
130 mM DTT (frisch) 13 mM DTT(frisch)
4 %(w/v) CHAPS 4 %(wiv) CHAPS
2% IPG-Puffer (GE,17-6000-88) 1% IPG-Puffer
0,01 % Bromphenolblau

2.3.6.3. Auftrennung nach Masse (SDS-PAGE)

Die zweite Dimension der DIGE ist die Auftrennung nach Molekulargewicht. Hierzu wurden

die IPG-Streifen 15 min in Aquilibirerungspuffer mit 1% DTT und anschlieRend erneut 15 min
in Aquilibrierungspuffer mit 2,5 % lodacetamid unter Schiitteln inkubiert. Der Streifen wurde
dann mit 0,5% Agarose (w/v) auf einem 12,5 prozentigen SDS-Gel fixiert. Die Trennung der
Proteine erfolgte mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach folgendem Protokoll bei
15° C:
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2h 20V Aquilibrierungspuffer
18h 90V 50 mM Tris-Cl pH 8.8
6 M Harnstoff
30% (v/v) Glycerin
2% (w/v) SDS
0,002% (w/v) Bromphenolblau

2.3.6.4. Detektion
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele anschlieRend am Typhoon-Scanner

9410 (GE) mit entsprechenden Einstellungen gescannt:

Tabelle 14: Auflistung der Verwendeten G-Dyes, verwendete Laseranregung und Emissionsfilter sowie angelegte
Spannung

Farbstoff Laser Emissionsfilter Spannung in V
G-Dye100 488 nm 520 BP 40 600-650
G-Dye200 532 nm 580 BP 30 540-580
G-Dye300 366 nm 670 BP 30 510-545

Die Spannung wurde fiur jeden Kanal angepasst und auf die Intensitat der RuBisCO

normalisiert.

2.3.6.5. Isolation spezifischer Proteine aus 2D-Gel
Zur Analyse der identifizierten Proteine wurde eine praparative 2D-Gelelektrophorese

(650 ug Protein insgesamt, je ein Viertel der Menge aus jedem verwendeten Genotyp)
durchgeflihrt. Dieses wurde in Fixierlésung (50% EtOH, 10% Essigsaure) Uber Nacht
inkubiert und anschlieRend mit frischer Ammoniumsilbernitratldsung nach Tabelle 15 gefarbt.
Die identifizierten Proteine gepickt und zur weiteren MS-Analyse an Ines Lassowskat, Petra

Majovski und Wolfgang Hoehenwarter Ubergeben und wie folgt von ihnen weiter bearbeitet.

Tabelle 15: Protokoll der MS-kompatiblen Silberfarbung von SDS Gelen

Schritt Zeit Menge fiir 1 Gel (250 mL)

Fixierung 2 x 20 min 100 mL MeOH, 25 mL
Essigsaure, 125 mL H,O

Voinkubation 30 min 50 mg NaS;03, 17 g
Natriumacetat, 75 mL MeOH,
165 mL H,O

Waschen 3 x5 min 250 mL H,O

Silberfarbung 20 min 500 mg AgNQOs3, 250 mL H,O

Waschen 2 x 1 min 250 mL H,O

Entwicklung max. 5 min 6,25 g NaCO3, 100 yL HCHO,
250 mL H,O

Abstoppen 10 min 3,65 g EDTA, 250 mL H.O

Waschen 2 x 10 min 250 mL H,O

Konservierung Uber Nacht und langer 62,5 mL EtOH, 7,5 mL Glycerin,
180 mL H,O

2.3.6.6. Trypsin-Verdau
Die Proteinspots wurden im Gel mit Trypsin verdaut, anschlieBend 1 h reduziert (100 mM

DTT, 100 mM Tris-HCI, pH 7.8) und nachfolgend 1 h alkyliert (200 mM lodoacetamid,
100 mM Tris-HCI, pH 7.8. Die Peptide wurden auf einer C18-S&ule (PepCleanTM, Thermo

Scientific) unter Anwendung eines 30 min Gradienten von 5-40% ACN in 1% Ameisensaure.
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2.3.6.7. Massenspektrometrie und spektrale Datenanalyse
Die Peptide wurden ionisiert und direkt Uber Elektrospray (1,9 kV; Kapillarentemperatur

275 °C; S-lens RF Level 50%; Multipole offset 7 V) in das Orbitrap Velos Pro
Massenspektrometer (Thermo Fisher) Uberfuhrt. Die Messung erfolgte anhand einer

datenabhangigen Analyse-Scanstrategie (DDA) und das Vorstufenscanning wurde mit einer
Auflésung von 30000 im Orbitrap Massenanalysator durchgefihrt. Bis zu 20
datenabhangigen (DDA) MS/MS-Scans wurden zu den hdchstabundanten Vorstufenionen
durch CID Messung im Linear Trap Quadrupole Mass Analyzer (LTQ) angefertigt (Minimum
Signalintensitat 500), wobei Die dynamische Ausschlussdauer 10 sek mit einer
Ausschlussmasse von +/- 10 ppm (Kalibrierung m/z 445,120024) betrug. Ein Signal zu
Rauschen-Schwellenwert von 1,5 wurde genutzt um lonen-Signalpeaks aus den MS-Scans
zu filtern. Peptidspektrenmatches (PSM) wurden gegen eine Arabidopsis-Proteindatenbank
basierend auf TAIR10 (www.arabidopsis.org) unter Verwendung eines In-House-Mascot
Servers (Parameter: Vorstufen-Massetoleranz: 7 ppm, Fragment-Massetoleranz: 0.8 Da,
fehlende Spaltung: 2; mdgliche Carbamidomethylierung von Cystein) verlinkt zu Proteome
Discoverer v1.3 (PD) (Thermo Fisher) gesucht. Die PSM-Fehlerrate wurde Uber die False-
discovery-rate (FDR/g-Values) unter Verwendung des Target/Decoy Datenbankmodells fur
erwartete falsch positive PSM mit dem Targetdecoy PSM Validierungsmodul im PD
kontrolliert.

2.3.7. Shotqun-Analyse
Zur Untersuchung von Proteinen, welche in den Mutanten ate? ate2, prt6-3 und prt1-1 im

Vergleich zu Col-0 hoher- bzw. weniger abundant sind, wurde Pflanzenmaterial der
genannten Genotypen an Ines Lassowskat, Petra Majowski und Wolfgang Hoehenwarter
abgegeben und die Probenaufbereitung sowie die Auswertung der Daten wie folgt

beschrieben von ihnen durchgefihrt.

2.3.7.1. In-Lésung Verdau
Die Proteinkonzentration mittels 2-D Quant Kit nach Herstellerangaben ermittelt, die Proteine

wurden reduziert (100 mM DTT, 100 mM Tris-HCI, pH 7.8, fir 1 h) und alkyliert (200 mM
lodoacetamid, 100 mM Tris-HCI, pH 7.8, fur 1 h). Die LOsung wurde zu einer
Endkonzentration von 0,5 M Harnstoff mit 50 mM NH4HCO3 (pH 8) verdiinnt und tUber Nacht
bei 37 °C mit Trypsin (1:50). Die Peptide wurden auf einer C18-Saule (PepCleanTM, Thermo
Scientific) entsprechend den Herstellerangaben entsalzt und in 5% ACN, 0,1% TFA

rekonstitutiert.

2.3.7.2. Massenspektrometrie und spektrale Datenanalyse
Der Verdau wurde mittels LC-MS mit Nano-LC (Easy-nLC I, Thermo Scientific) gekoppelt an

ein Hybrid-FT-Massenspektrometer (LTQ Orbitrap Velos Pro, Thermo Scientific) analysiert.
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Die Peptidseparation fand auf einer C18 Saule (EASY column; 10 cm, ID 75 um,
Partikeldurchmesser 3 ym) bei einer Flussrate von 300 nL/min und einem linearen
Gradienten von 5-40% B in 300 min (A: 0.1% Ameisensaure in Wasser, B: 0.1%
Ameisensaure in ACN) statt. Eine Spannung von +1,9 kV wurde angelegt, um die Peptide
via Elektrospray zu ionisieren. Die Kapillarentemperatur von 275 °C und eine Lock-mass von
445,120024 m/z wurden fir den Peptidtransfer verwendet. Das Vorstufenscanning von 400-
1850 m/z wurde in der Orbitrap mit einer Aufldésung von 30000 durchgefihrt und die 20
héchstabundanten lonen zur CID-Fragmentation im Linear Trap Quadrupole Mass Analyzer
(LTQ) selektiert. Einfach geladene lonen wurden aus der Fragmentation ausgeschlossen
und die dynamische Selektion wurde durchgefiihrt (Repeat Count: 1, Repeat Duration:
30 sek, Exclusion List Size: 500, Exclusion Duration: 90 sek). Jede Probe (Genotyp) basiert
auf drei biologischen Replikaten. Die resultierenden MS Rohdaten wurden mit der
Progenesis LC-MS Software (Nonlinear Dynamics Limited) analysiert. Nach dem Alignment
und der Featuredetektion wurde die Normalisierung automatisch auf alle Features
entsprechend der Software angewandt. Die resultierenden Features wurden fir einen
ANOVA p-Wert von <0.05 und fold-change von >2.0 (zwischen den Genotypen) gefiltert.
Verfigbare MS-Spektren mit Rang 10 und besser wurden gegen eine Arabidopsis
Proteindatenbank basierend auf TAIR10 (www.arabidopsis.org) unter Verwendung eines In-
House-Mascot Servers (Parameter: Vorstufen-Massetoleranz: 7 ppm, Fragment-
Massetoleranz: 0.8 Da, fehlende Spaltung: 2) gesucht. Carbamidomethylierung von Cystein
wurde als statische Modifikation eingefligt sowie die variablen Modifikationen wie Oxidation,
Azetylierung von N-Termini, Deamidierung, und Phosphorylierung an den entsprechenden

Aminosauren berlcksichtigt. Peptide mit einem Mascotwert unter 20 wurden verworfen.

2.3.8. Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die SDS-Gelelektrophorese wurde nach (Laemmli 1970) durchgefihrt. 10-20 L

Proteinprobe wurden mit 5 X-SDS-Probenpuffer versetzt (Endkonzentration 1 X), 5 min bei

96 ° C gekocht und anschlieRend auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte
zuerst fur 15 min bei 85 V und danach 45 min bei 135 V. Die GrofRe der Proteinbanden
wurde anhand des Proteinmarkers PageRuler PLUS Prestained Protein Ladder (SM1811,

Thermo Scientific) ermittelt.

Tabelle 16: Zusammensetzung SDS-Gel und Konzentration

Sammelgel (5 %) (2 mL) Endkonzentration
1,4 mL H,0O

0, 31 mL Rotiphorese®Gel 30 (37,5:1) 5%

0,25 mL 1 M Tris-Cl (pH 6,5) 0,11 M

0,02 mL 10 % (w/v) SDS 0,1 %

0,02 mL 10 % (w/v) APS 0,1 %

0,002 mL TEMED

Trenngel (12%) (10 mL)

3,3 mL H,0

4 mL Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) 12 %
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2,5mL 1,5 M Tris-CI (pH 8,8) 0,375 M

0,1 mL 10 % (w/v) SDS 01 %

0,1 mL 10 % (w/v) APS 0,1%

0,004 mL TEMED

Towbin-Puffer (10x) 5 X-SDS-Probenpuffer
144 g/L Glycin 0,35 M Tris-Cl (pH 6,8)
30 g/L Tris 30 % (v/v) Glycerin
10 g/L SDS 10 % (W/v) SDS
0,6 M DTT

0,012 % (W/v) Bromphenolblau

2.3.9. Coomassie-Blue-Farbung und Geltrocknung
Zum Anfarben der Proteinbanden wurde das Gel zwei Stunden oder Uber Nacht in

Coomassie Blue Farbelésung (3074.1, Roth) inkubiert und so lange in Entfarber inkubiert bis

die Proteinbanden klar zu erkennen waren.

Entfarber
50% Methanol
10% Essigsaure

2.3.10. Westernblotanalyse
Zum Western Blot (Towbin et al. 1979) wurde Filterpapier (1703969, BIO-RAD) sowie eine

PVDF-Membran (IPVHO0010, Roth) entsprechend der GelmalRe zurechtgeschnitten. Die

Membran wurde in reinem Methanol fir 5 min, das Filterpapier sowie das Gel in Blot-Puffer

vorinkubiert. Der Aufbau war: Filterpapier, PVDF-Membran, Gel, Filterpapier. Geblottet
wurde eine Stunde im SD Semi-Dry Transfer Cell-Blotter (BioRad) bei 1 mA pro cm? PVDF-
Membran, danach wurde die Membran kurz mit destilliertem Wasser gespilt und eine
Stunde auf dem Schuttler (oder bei 4 °C Uber Nacht) in 10 mL Blocklésung inkubiert.
Anschlielend wurde die Membran dreimal 10 min in 10 mL 1x TBST Puffer gewaschen.
Danach erfolgte die Inkubation fur eine Stunde (oder bei 4 °C Uber Nacht) mit dem priméaren
Antikérper (Tabelle 4). Die Membran wurde erneut gewaschen und anschlieRend eine
Stunde mit dem sekundaren Antikdrper (entsprechend Tabelle 4) inkubiert. Um
ungebundenen Antikérper zu entfernen und ein moglichst spezifisches Signal zu erhalten,
wurde danach 5 x 10 min gewaschen. Zur Detektion wurde die Membran mit

Detektionsldésung behandelt.

Blot-Puffer 1x TBST-Losung

25 mM Tris 150 mM NaCl

192 mM Glycin 10 mM Tris-Cl (pH 8)
20% Methanol 1 %(viv) Tween-90
Blocklésung

1x TBST

3% Milchpulver
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Detektion mittels Chemolumineszenz

Die Detektion des Westernblots erfolgt mittels Chemolumineszenz. Hierzu wurde ECL-
Lésung (Pico oder Femto, Thermo Scientific) entsprechend den Herstellerangaben
vorbereitet und auf die Membran gegeben. Diese Lumineszenz wird mit Hilfe von Fuijifilm
Super RX-Film (RF12, Hartenstein) detektiert.

2.3.11. In vitro Proteinexpression und Stabilitdtsuntersuchung
Die  Untersuchung der Proteinstabilitit wurde mit Hilfe des TNT T7

Kaninchenretikulozytenlysatsystems (L4610, Promega) nach  Herstellerangaben
durchgefihrt (Naumann et al. 2016). Jedoch wurde die angegebene Reaktionsgrofie auf ein
Viertel reduziert: 2,25 pyL DNA (Vektor: pOLNETE), 0,25 upL Methionin und 10 pL
Retikulozytenlysat wurden fir 30 min zur Proteinsynthese bei 30° C inkubiert. Nach
Entnahme einer 5uL Probe (Zeitpunkt Null) erfolgte die Zugabe von Cycloheximid (CHX)
(1mM in Reaktion) und eine Inkubation von 90 min bei gleicher Temperatur. Die Probe
wurde mit SDS-Ladepuffer versetzt und in flissigem Stickstoff gelagert bis zur Entnahme der
zweiten Probe nach 90 min. Nach Denaturieren (15 min bei 65°C) wurde die

Proteinabundanz auf dem Western Blot Uberpriift.

2.3.12. In vitro Markierung von rekombinant exprimierten RD21a mit
MV151

Zur Validierung, dass es sich bei dem in E.coli exprimierten RD21a-Varianten um korrekt

gefaltetes Protein handelt, wurde das aktive Zentrum mittels MV151 markiert. Dieses bindet
kovalent an das katalytische Cystein der Protease und emittiert ein Signal bei 580 nm nach
Anregung bei 532 nm (Gu et al. 2010). 20 yg rekombinant exprimiertes Protein wurden mit
1 uL (100 mM) MV151 bzw. 1 yL DMSO fur 5 h im Dunkeln bei RT unter Rotation inkubiert
(50 mM Tris-Cl, pH 7,4; 1 mM DTT). Die Reaktion wurde durch Hinzufligen des doppelten
Volumens an eiskaltem Aceton gestoppt, das Protein pelletiert (5 min, 4° C, 20000 g), in
SDS-Ladepuffer aufgenommen und auf einem Gel separiert. Dieses wurde am Typhoon FLA
9500 bei einer Wellenlange von 532 nm angeregt und die Emission von 580 nm detektiert.

Anschlieflend erfolgte ein Western Blot.

2.3.13. In vitro Interaktion von rekombinant exprimierten Protein mit

endogenem RD21a
Die Proteine ATE1, ATE2 sowie die UBR-Doméane von PRT6 wurden wie oben beschrieben

als His-MBP-tev-POI-Fusionsproteine exprimiert und aufgeschlossen. Nach Reinigung
mittels Ni-NTA wurde die Elution direkt auf eine vor-aquilibirierte Amylosesaule geladen und

nicht gebundenes Protein Amylosepuffer (15 mL) heruntergewaschen. Unter Langtag-
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bedingungen auf 0,5x-MS-Platten angezogene Keimlinge von ate? ate2 (Interaktion mit den
ATEs) und prt6-1 (Interaktion mit der UBR-Domane) wurden nach 11 Tagen geerntet und
gemorsertes Pflanzenmaterial 1 h bei 4° C unter Rotation mit IP-Puffer extrahiert (Dissmeyer
und Schnittger 2011). Das Pflanzenmaterial wurde zentrifugiert (10 min bei 4° C, 12000 g)
und der Uberstand dreimal auf die beladene Amyloseséule gegeben. Nach dreimal Waschen
(15 mL Amylosepuffer) wurde das rekombinante Protein mit 3 mL Amylose-Elutionspuffer
(Amylosepuffer + 10mM Maltose) eluiert, mit Hilfe von AMICON-Saulen (AMICON-Ultra-0.5,
10 kDa AusschlussgroRRe) aufkonzentriert und mittels SDS-Page und Western Blot Gberpriift.
Die Detektion erfolgte zum einen mittels His-AK zur Detektion des rekombinanten Proteins
und zum anderen mittels RD21a-AK. Eine schematische Ubersicht ist des experimentellen
Verlaufs, ist im Anhang gezeigt (Abbildung A1).

IP-Puffer

25mM Tris-Cl pH7.6
15 mM MgCl.

85 M NaCl

2.5 mM NaF

15 mM EGTA

5mM DTT

1mM PMSF

0.1% (v/v) Nonidet P40

0.1% (v/v) Tween 20

15 mM Dinatriumnitrophenylphosphat
60 mM Dinatrium-f-glycerophosphat

2.3.14. In vitro Arginylierung
Zur Uberpriifung der Aktivitdt und Spezifitat der Arginyltransferasen ATE1 und 2 wurde ein

Arginylierungsassay durchgefuhrt (Wang et al. 2011). Nachdem alle Komponenten des
Versuches vorgelegt waren wurde die Reaktion durch Zugabe der beiden Enzyme RRS und
ATE bei 37° C gestartet und 60 min inkubiert. Nach Zugabe von SDS-Ladepuffer und
Erhitzen fur 5 min bei 96° C stoppte die Reaktion ab. Zur Analyse wurden anschliefiend eine
SDS-Gelelektrophorese und ein Westernblot durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte durch die
Auflage eines R&ntgenfiims und eine anschlielende Inkubation von drei Wochen bei
—-80°C.

Tabelle 17: Pipettierschema Arginylierungsversuch mit Konzentrationsangaben

Substanz Konzentration Eingesetzte pL Konzentration in
(Stammisg) Reaktion

Puffer 10x 5 1x

ATP (P0756S, NEB) 10mM 12,5 2,5mM

tRNA (R1753, Sigma) 2,55 mg/mL 11,76 0,6 mg/mL

DTT 2M 2,5 100 mM

RRS (A3646, Sigma) 2,7 yg/pL 0,72 2 ug

Substrat 12,5 pug/uL, X 5/x 62,5 ug

Ovolactalbumin/ X-

RIN4/ X-mRD21a

ATE Entspr. Reinigung entsprechend 9,43 ug

Reinigung
4C-Arg.(MC-1243, 0,1 pCi/uL 2 0,2uCi
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Hartmann Analytic)

H.O Add 50pL

10x Reaktionspuffer
500 mM Hepes pH 7,5
250 mM KCI

150 mM MgCl.

2.3.15. Ubiquitinylierungsversuch mit Pflanzenextrakt und

rekombinanten RD21a
Die Ubiquitinylierung von rekombinant exprimierten RD21a entsprechend des N-Terminus

erfolgte nach der Abspaltung des His-MBP-Tags durch die TEV-Protease. 11 Tage alte
Keimlinge von Col-0 und prt6-1 (Langtag, 0,5x MS-Agar) wurden in flissigem Stickstoff
geerntet und 3 min bei 30 Hz am Tissue Lyser aufgeschlossen und das Material 5 min bei
4° C und 21000 x g zentrifugiert. Die Konzentration wurde auf 1ug/uL eingestellt. 1 pg
rekombinatentes X-RD21a-HA (X=D,R,G) wurde zu 300 pL Pflanzenextrakt zugegeben und
3 h bei 30° C und 350 rpm inkubiert. Es wurde 50uM MG132 bzw. DMSO als Nullprobe zu
dem Ansatz hinzugegeben. AnschlieBend wurden 30 pL mit Puffer vorequilibrierte
(3x 300uL, 30s, 4° C, 4000 g) HA-Agarose (A2096, Sigma) dazugegeben und 2 h bei
Raumtemperatur unter Rotation inkubiert. Die HA-Agarose wurden wie zuvor abzentrifugiert
und dreimal mit Puffer (500uL) gewaschen. Die Elution des gebundenen Proteins erfolgte
durch Zugabe von 50 pL 3xSDS-Ladepuffer und Inkubation bei 96° C fiur 12 min. Nach
Zentrifugation (25° C, 5 min, 21000 g) wurde der Uberstand auf ein SDS-Gel aufgetragen
und auf dem Western Blot nach Inkubation mit den entsprechenden priméren und

sekundaren AKs detektiert.

Extraktionspuffer
25 mM Tris-Cl pH 7,5
10 mM MgCl,

5mM DTT

10 mM NaCl

0,1%  Triton-X

2.3.16. Tandem Ubiquitin Bindungseinheit (TUBE)

Zur Bindung von endogenem ubiquitinyliertem RD21A wurde das Tandem ubiquitin binding
entity 2 (TUBE2, UM402, LifeSensors) nach den Angaben des Herstellers verwendet.
Pflanzenmaterial (7 Tage, Kurztagsbedingungen, 0,5x-MS-Agar) wurde in flissigem
Stickstoff geerntet, am Tissue Lyser wie bereits beschrieben in Extraktionspuffer (siehe
2.3.17.) mit (Extraktionspuffer mit 50 yM MG132, 50uM PR-616, 5 mM 1,10 Phenanthrolin)
und ohne Proteasom- (MG132) und DUB-Inhibitor (PR-616, 1,10 Phenanthrolin)
aufgeschlossen und eine Proteinkonzentration von 1 pg/uL eingestellt (Empfehlung des
Herstellers). 20 yL TUBE2-Agarosebeads (vorequilibriert mit Puffer, 3 x 4° C, 2000 g,
30 sek) wurden zu einem mL Pflanzenextrakt hinzugegeben und eine Stunde bei 4° C unter
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Rotation inkubiert. AnschlieRend wurde das Material zentrifugiert (4° C, 2000 g, 30 sek),
dreimal mit Puffer gewaschen und die Proteine durch Zugabe von 20uL 2-fach SDS-
Ladepuffer und Ausheizen fiir 5 min bei 96 °C eluiert. Die Proben wurden auf einem SDS-

Gel separiert und die Detektion erfolgte mittels Western Blot.

2.3.17. In vitro Deamidierung
Zur Uberpriifung der Aktivitit und Spezifitit der Deamidasen NTAN1 und NTAQ1 wurde ein

Deamidierungsversuch durchgefihrt (Wang et al. 2009). Hierzu wurde das Ammonia

(Rapid)-Kit (K-AMIAR, Megazyme) verwendet. Bei diesem Test handelt es sich um einen
indirekten Enzymtest, bei dem die Umsetzung von NADPH zu NADP spektroskopisch bei
340 nm verfolgt wird. Die durch die Deamidierung frei gewordenen Ammonium-lonen
reagieren nach Abbildung 6 mit 2-Oxoglutarat und unter Katalyse der
Glutamatdehydrogenase (GDH) zu L-Glutamat und Wasser. Als Co-Faktor wird wahrend
dieser Reaktion NADPH zu NADP oxidiert. Da der im Kit enthaltene Puffer einen pH von 8
aufweist, handelt es sich hierbei um eine basenkatalysierte Reaktion. Alle Messungen
wurden in Greiner 96 Flat Bottom Transparent Polystyrol — Mikrotiterplatten mit dem Gerat

infinite F200 pro zusammen mit dem Programm Tecan i-control durchgefuhrt.

2] [=]
—_—
HO oH
H'.
Glutamin Glutaminsiure
+ HNH 2
Deprotonierung
(o} [a]
o o
H,,
+
+  NH,4
Ammonium-lon

Abbildung 6: Reaktionsmechanismus der basenkatalysierten Deamidierung. Entnommen aus (Kind 2013).

Die Menge an freigesetzten Ammonium-lonen ist stochimetrisch 1:1 der Menge an
gebildeten NADP*.

Der Reaktionsansatz wurde entsprechend Tabelle 18 und Tabelle 19 pipettiert Wobei
Tabelle 18 das Pipettierschema der Kalibrierungsgerade darstellt und Tabelle 19 den

Deamidierungsversuch.
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Tabelle 18: Pipettierschema Eichgerade, entnommen aus (Kind 2013)

gewiinschte blank 0,05 0,125 0,25 0,5 1 2
Ammoniakkonzentration

in pg/ml

H20 in pL 210 206,72 201,81 193,62 177,25 144,5 79
Losungspuffer (Flasche | 30 30 30 30 30 30 30
1) in pL

NH4*-Stock in pL 0 0,328 0,819 1,638 3,275 6,55 13,1
240 pl pro Well vorlegen, nun hintereinander das NADPH zugeben und die Zeit messen

NADPH in pL [ 20 [ 20 [ 20 | 20 [ 20 [ 20 [ 20
Inkubation bei RT, nach 25, 30, 35 min: A1 messen bei 340 nm

GDH in uL [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2
Inkubation bei RT, nach 3 h: A2 messen bei 340 nm

Tabelle 19: Pipettierschema Deamidierungsversuch NTAN1/NTAQ1 mit Peptidsubstrat, nach (Kind 2013)
Substratkonzentration blank NK mit NTAN QK mit NTAQ
0,1 mM

10 mM DTT in uL 26,2 26,2 26,2

NTAN (3,8 mg/mL)/ NTAQ ( 4,6 0 1,7 9,5

mg/mL) (1:100) in pL

Peptidsubstrat des 2,62 mM 10 10 10

Stocks in pL

Lésungspuffer (Flasche1) in uL 30 30 30

H20 in pL Add zu 240 Add zu 240 Add zu 240
NADPH zugeben und die Zeit messen

NADPH in pL | 20 | 20 | 20

Inkubation bei RT, nach 25, 30, 35 min: A1 messen bei 340 nm

GDH in pL [ 2 [ 2 [ 2

Inkubation bei RT, nach 3 h: A2 messen bei 340 nm

Auswertung

Anhand der Messwerte (AA = A2-A1) und den bekannten Konzentrationen aus Tabelle 18

wurde eine Kalibrierungsgerade der Formel y= mx erstellt. Die nun ermittelten AA-Werte des
Enzymtests wurden fiir y eingesetzt und so die Menge an gebildeten NH4* ermittelt.

2.3.18. Invivo Markierung von endogenem RD21a mittels DCG-04
Proteasenaktivitatsprofiling basiert meist auf biotinylierten oder anderweitig markierten

Inhibitoren, welche die Protease mechanistisch, jedoch nicht strukturell hemmen (Campbell
und Szardenings 2003). RD21a gehdrt zu den Papain-ahnlichen Cysteinproteasen, welche
mit DCG-04, einem biotinyliertem Derivat des Selbstmord-Inhibitors E64 (E3132, Sigma)
markiert werden koénnen (van der Hoorn et al. 2004; Gu et al. 2012). Eine aktive
Cysteinprotease spaltet ihr Substrat Gber einen kovalenten Zwischenschritt, vermittelt durch
das katalytische Cystein (Otto und Schirmeister 1997). Dieser Zustand wird durch DCG-04
aufrecht erhalten. Das biotinylierte Protein kann via Strepdavidin-HRP Antikdrper auf einem

Western Blot nachgewiesen werden.

Fur die Markierung mittels DCG-04 wurde Pflanzenextrakt aus 7 Tage alten Keimlingen
(Kurztagsbedingungen, %2 MS-Medium), wie bereits beschrieben, erstellt. 100 pg Protein
wurden mit 0,2 yM DCG-04 oder DMSO (Mock) im Reaktionspuffer versetzt. Proben, welche
mit E64 als Negativkontrolle behandelt wurden, wurden mit 100 yuM E64 fir 30 min unter

Rotation bei RT inkubiert, bevor die Sonde wie beschrieben zugegeben wurde. Nach 5 h
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Inkubation unter Rotation wurde die Reaktion durch Zugabe des Doppelten an
Reaktionsvolumen an eiskaltem Aceton abgestoppt und die Proteine 5 min bei 4° C und
21000 g prazipitiert. Das Pellet wurde anschlieend in 50 pL 2-fach SDS-Ladepuffer
aufgenommen. Es wurden 4 ug Gesamtprotein zur Analyse aufgetragen. Detektiert wurde
das biotinylierte Protein mittels Streptdavidin-HRP, die Detektion von Gesamt-RD21a
erfolgte mit a-RD21a- (Tabelle 4, Yamada et al. 2001).

Extraktionspuffer Reaktionspuffer
10 mM Tris-Cl pH 8 100 mM Na-Acetat pH 6
5mMDTT 1 mM DTT

2.4. Mikroskopische Methoden

2.4.1. Mikroskopische Detektion und Datenauswertung von

Protoplasten
Alle Bilder von transfizierten Protoplasten wurden mit dem LSM 710 (Zeiss) entsprechend

Tabelle 20 aufgenommen und mit der dazugehodrigen Software (LSM Imaging Browser)
bearbeitet und ausgewertet. Das Fluoreszenzsignal wurde anhand des A-Scans uberprift. In
diesem wird die Fluoreszenzintensitat bei verschiedenen Emmissionswellenlangen und das
resultierende  Fluoreszenzspektrum  bestimmt. Die  Transformationseffizienz  der
Mesophyllprotoplasten wurde durch die Anzahl mit mCherry transformierter Protoplasten im
Verhaltnis zur Gesamtprotoplastenanzahl ermittelt. Die Stabilitdt der Fusionskonstrukte

wurde anhand des Verhaltnisses YFP/mCherry ermittelt.

—
20 ym

Abbildung 7: Mit mCherry und YFP transformierte Mesophyllprotoplasten

Tabelle 20: Aufnahmeeinstellung am LSM 710

Variable Einstellung Protoplasten
Scan Zoom 0,6
Objektiv LD C-Apochromat 40x/1,1 W Korr M27
Pinhole 39 um
Beam Splitter MBS 458/514/594
DBS1: Mirror
FW1: Rear
Wellenlange 594 nm 62,1 %
514 nm 5 %
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Abbildung 8: Emissionsspektrum des markierten Protoplasten und Intensitatsbilder bei 534 und 610 nm.

Die Spektren zeigen ein Maximum bei 610 und 532 nm, dies ist charakteristisch fiir mCherry
und YFP.

2.4.2. Einbettung von Pflanzenmaterial in PEG 1500
Die Einbettung von Pflanzenmaterial wurde nach Hause et al. 1996 und Isayenkov et al.

2005 durchgefiuihrt. Hierbei wurden Blatter von Arabidopsis (6 Wochen, Kurztag) direkt in der
Fixierlésung zu 4 x 4 mm grofRen Sticken mit einer Rasierklinge geschnitten und In 5 mL
Lésung fir 3 x 5 min unter Vakuum mit der Fixierldsung infiltriert. Es folgte eine Inkubation
von zwei Stunden bei Raumtemperatur unter Rotation. Nach zwei aufeinanderfolgenden
Waschschritten fur 15 min in TBST erfolgte das Dehydrieren mittels einer EtOH-Reihe wie in
Tabelle 21 angegeben. AnschlieBend erfolgte die Infiltration mit PEG 1500 in vier Schritten
bei 55° C.

60 min 3:1 (EtOH: PEG)

60 min 1:1 (EtOH:PEG)

60 min 1:3 (EtOH:PEG)

60 min 100% PEG

Eine weitere Stunde wurden die Proben mit offenem Deckel inkubiert. Die nun vollstandig
mit PEG infiltrierten Blattsticken wurden eingebettet und Uber Nacht zum Ausharten bei
Raumtemperatur stehen gelassen.

Tabelle 21: EtOH-Reihe zur Dehydrierung von einzubettenden Pflanzenmaterial sowie Dauer und Temperatur

EtOH in % Zeit in min Temperaturin®° C
10 30 23
30 60 23
50 60 23
70 Uber Nacht 23
90 30 23
100 30 23
100 30 55
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PBS (Phosphate Buffered Saline): Fixierlésung:

135 mM NaCl PBS
3 mM KCI 4% (w/v) Paraformaldehyd
1.5 mM KH2PO4 0,1% (v/v) Triton-X 100
8 mM NazHPO4
pH 7.0-7.2

2.4.3. Immunmarkierung von PEG-Schnitten
Von den in PEG eingebetteten Blattproben wurden 4 pm dicke Schnitte angefertigt und

mittels hangendem Tropfen in 45%iger PEG 6000-Lésung auf einen Poly-Lysin-
beschichteten Objekttrager (eigene Herstellung, OT) aufgebracht. Zum Herauslésen des
PEG wurde der OT fir 10 min in PBS inkubiert und zur Blockierung der freien
Aldehydgruppen fir 5 min in PBS mit 0,1 M NH4CI eingestellt. Es erfolgte eine Inkubation fuir
30 min in 5% BSA in PBS, gefolgt von der Inkubation des ersten Antikdrpers (1:250 in PBS
mit 5% BSA) Uber Nacht in bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Nach mehrmaligem
Waschen (3x 10 min PBS mit 0,1% BSA; 1x 10 min PBS mit 1% BSA) erfolgte die Inkubation
des zweiten Antikdrpers (1:1000 in PBS mit 1% BSA) fiir 90 min bei 37° C in einer feuchten
Kammer. Die folgenden vier Waschschritte (10 min PBS) wurden in einer dunklen Kuvette
durchgefihrt. Zur Visualisierung der Zellkerne erfolgte eine 15 minutige Gegenfarbung
mittels DAPI (1pg/mL in PBS). Der OT wurde erneut zweimal fir 10 min in PBS gewaschen
und die Schnitte anschlieBend mit Citifluor eingeschlossen. Es erfolgte die Detektion am

Mikroskop (Axioplan 2 Imaging, Zeiss).

2.4.4. Mikroskopie von PEG eingebetteten Schnitten
Alle Bilder der Immunmarkierung von in PEG-eingebettetem Blattmaterial wurden am

JAxioplan 2 Imaging“ (Zeiss) aufgenommen. Hierbei wurde das 40 x Objektiv zur
Visualisierung verwendet. Die Detektion des Alexa 488 gekoppelten Antikdrpers erfolgte bei
einer Anregungswellenlange von 495 nm bei 519 nm, die Detektion von DAPI-gefarbten

Zellteilen erfolgte bei 470 nm nach der Anregung bei 358 nm.
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3. Ergebnisse

3.1. Rpm Interacting Protein (RIN4) als N-end rule Substrat
RIN4 ist ein mebranlokalisiertes Protein und bekannt dafiir, bei Pathogenbefall von

P. syringae die ETI zu aktivieren (Mackey et al. 2002; Chung et al. 2011). Es wird nach
Spaltung durch z.B. AvrRpt2 zum mobilen N-RIN44i.452 prozessiert und ins Zytosol
entlassen, wo es die Abwehrreaktion der Pflanzen auf das Pathogen P. syringae Uber
verschiedene Proteininteraktionen aktiviert (Day et al. 2005; Kim et al. 2005b; Kim et al.
2005a; Axtell et al. 2003; Takemoto und Jones 2005). Aufgrund von Untersuchungen in N.
benthamiana wurde RIN4 als Substrat des N-end rule pathways beschrieben, da der neu
generierte N-Terminus nach mit N einen tertiar destabilisierenden Rest darstellt (Takemoto
und Jones 2005), jedoch fehlt die biochemische Charakterisierung bis heute. Daher wurde
in einem ersten Ansatz RIN4 als bona fide Substrat des N-end rule ausgewahlt, um die

biochemische Prozessierung untersuchen zu kénnen.

Nach Spaltung durch die pathogene Protease AvrRpt2 zeigen das mobile Fragment RIN444.
152 sowie das an der Membran gebundene grofRere RIN411211 €ein N als neuen N-Terminus.
Dieser wirde im ersten Schritt des Abbauweges zu D deamidiert und im Anschluss durch
die ATE arginyliert werden. Die mdégliche Ubiquitinylierung durch PRT6 fiihrt das Protein
dem 26S-Proteasom zum Abbau zu (Abbildung 4). Im Folgenden sind die Untersuchungen
von RIN4 als N-end rule pathway-Substrat dargestellt.

3.1.1. Stabilitdt von X-RIN4 im zellfreien System

Die Stabilitat von RIN4 in Abhangigkeit von allen N-Termini, welche in der

Prozessierungskaskade des N-end rule auftreten (Abbildung 4), wurde in vitro unter
Verwendung des Kaninchenretikulozytenextrakts getestet. Alle Varianten des Proteins
wurden exprimiert und die Proteinabundanz 90 min nach Cycloheximidbehandlung (CHX)
auf dem Western Blot Uberprift. Hierbei wurde das X-RIN444.1s2-Fragment ausgewabhlt, da
dieses im naturlichen Kontext nach der Spaltung durch die Protease AvrRpt2 frei im Zytosol
vorhanden ist. Die Proteine wurden unter Verwendung der UFT (Bachmair et al. 1986;
Varshavsky 2000; Varshavsky 2005) als UBQK29RK48R:X-RIN411.152:Strepll Fusionsproteine
exprimiert (X = N, D, RD, G), sodass nach Abspaltung des UBQK2°RK48Rg durch DUBs X-
RIN411.152:Strepll vorlag. Das verwendete UBQ hat einen Doppelaustausch von K29R und
K48R. Diese Mutation wurde verwendet um zu verhindern, dass dieses UBQ selbst weiter im
System ubiquitinyliert werden kann und somit das eingebrachte Fusionsprotein so dem
Proteasom zufihrt.
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Zeit in min 0 90 Zeitin min 0 90

a-RIN4 a-RIN4

N-RIN4,5, RD-RIN4,s,
CBB CBB
a-RIN4 a-RIN4

D-RIN4,5, G-RIN4,5,
CBB CBB

Abbildung 9: Stabilitdt von X-RIN44.15; in vitro. Dargestellt sind Western Blots von X-RIN4 (X= N, D, R, G) vor
(0 min) und nach (90 min) CHX-Behandlung (200 uM). Detektiert wurde mittels a-RIN4-AK (1:200, sc-27369), Pico-
ECL, 90 sek. und die Ladekontrolle erfolgte durch Coomassiefarbung (CBB), n = 3.

Die N-Termini N, D und RD von X-RIN4+4.152 stellen hier die moglichen Prozessierungsstufen
des Proteins im Verlaufe des N-end rule pathways dar, wohingegen G keine destabile
Aminosaure des N-terminal abhangigen Abbauweges ist (Giglione et al. 2003). Es und
fungiert daher als Negativkontrolle. Es wurde erwartet, sollte RIN4 ein Substrat des N-end
rule sein, dass die Abundanz von N-, D- und RD-RIN4 90 min nach CHX-Behandlung
geringer ist als die des G-RIN4. Zu erkennen ist, dass alle vier Proteinvarianten zu Beginn
des Versuches im Lysat in annahernd gleichen Mengen vorhanden sind, wobei die Bande
des N-RIN444.152 schmaler ist als die der anderen Proteinvarianten zum Zeitpunkt 0. 90 min
nach CHX-Behandlung und damit Blockierung der Proteinbiosynthese ist zu erkennen, dass
N-, D- und RD-RIN411.152 weiterhin in gleichen Mengen wie vor der Behandlung vorhanden
sind. Lediglich die Bande von G-RIN441.45; ist schmaler geworden, was einen geringen
Abbau indiziert (Abbildung 9). Somit zeigen diese Daten dass N-, D- sowie RD-RIN4 im

Retikulozytenlysat nicht N-terminal destabilisiert sind.

3.1.2. Stabilitdt von N-RIN4 in Protoplasten verschiedener N-end rule

pathway-Mutanten
Das mobile Fragment RIN411.152 wurde hinsichtlich seiner Stablitat in Mesophyllprotoplasten

des Wildtyps Col-0 sowie der N-end rule-Mutanten ate1 ate2 (Kreuzung der beiden T-DNA-
Insertionslinien fir ATE1 und ATE2, demnach keine Arginylierung von sekundar destabilen
AS) und prt6-1 (T-DNA-Insertionslinie des N-Rekognins, welches N-terminal prasentierte
Typ-l Degrons erkennt) untersucht. Es wurde erneut mit Hilfe der UFT sichergestellt, dass
das Protein nach der Translation den gewunschten N-Terminus in den Zellen exponiert. Es
wurde als UBQK29RK48R:N-RIN411.152:Strepll Fusionsproteine exprimiert, sodass im System
nach Abspaltung des UBQX29RK46Rs durch die DUBs, N-RIN441.452:Strepll vorlag. Unter
Kontrolle des UBQ10-Promotors wurde dieses Fusionskonstrukt mit C-terminalen YFP in die

verschiedenen Genotypen mit mCherry als stabiles Transformationssignal kotransformiert.
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Es wurde erwartet, dass N-RIN4 in afe1 ate2 sowie prt6-1 stabiler ist, im Vergleich zum
Wildtyp.
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Abbildung 10: Stabilitit von N-RIN44:.452 in Protoplasten von Arabidopsis. Transformation von UBQ:N-RIN4;4.
152:Strepll:YFP im Verhaltnis zu mCherry. Die Ordinate zeigt das Verhaltnis transformierter Protoplasten mit YFP-
und mCherry-Signal zu allen mit mCherry transformierten Protoplasten an. Auf der Abszissen sind die firr dieses
Experiment verwendeten Genotypen Col-0 (blau), ate? ate2 (rot), prt6-1 (griin) aufgezeigt,n = 3, zweisetiger T-Test,
*<0.01.

Das Saulendiagramm in Abbildung 10 zeigt die Stabilitdt von N-RIN411.152 in den Genotypen
Col-0, atef ate2 und prt6-1. Es wurde dabei das Verhaltnis von Protoplasten, welche ein
YFP- und ein mCherry-Signal zeigen im Verhaltnis zu allen mit mCherry transfizierten
Protoplasten ermittelt. Die Signale von mCherry und YFP waren gut im Zytoplasma zu
erkennen. Das Protein N-RIN441.152 mit der tertidr destabilen AS N am N-Terminus ist in den
Mutanten des N-end rule pathways signifikant stabiler als im Wildtyp. In diesen Pflanzen gibt

es dreimal soviele YFP und mCherry kotransformierte Protoplasten wie in Col-0. Die Daten
konnten mit Hilfe von Western Blots bestétigt werden (siehe Anhang, Abbildung A2). Die

Erwartung, dass N-RIN4 im Wildtyp aufgrund seines N-Terminus destabilisiert ist, im

Verglaich zu ate1 ate2 und prt6-1, konnte bestatigt werden.

3.1.3. Interaktion von N-RIN4 und NTAQ1 in vitro

In Arabidopsis gibt es zwei putative Deamidasen des N-end rule pathways NATQ1 und

NTAN1. Hierbei wird postuliert, dass NTAN1 fir die Umwandlung von N zu D verantwortlich

ist, wohingegen NTAQ1 die Deamidierung von Q zu E katalysieren soll.

RIN4 prasentiert im natirlichen Kontext nach der Spaltung durch AvrRpt2 ein N als neuen N-
Terminus, welches im Zuge des N-end rule zu D deamidiert werden sollte. Im Zuge der

Bachelorarbeit von Frau Anne Kind wurden beide Proteine kloniert und exprimiert sowie
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hinsichtlich ihrer Funktionalitat in einem in vitro Deamidierungsversuch getestet (Wang et al.
2009; Kind 2013). Da nur die NTAQ1 als funktionelles Protein gereinigt werden konnte,
wurde eine mogliche Deamdierung von N-RIN441211 durch die NTAQ1 getestet, da die
genaue Spezifitdt von NTAQ1 und NTAN1 aus Arabidopsis hinsichtlich der Substrate noch

nicht genauer untersucht wurde.

120 -

100

80 -

60 -

40 -

Aktivitat NTAQ1 in %

e

GK N-RIN4

QK

Abbildung 11: Deamidierungsversuch der NTAQ mit den Peptiden XY-GSGAW (XY=QK, NK, GK, auf Abszisse
angegeben) und rekombinantem N-RIN441211:Strep. Die Ordinate zeigt die Aktivitdt der rekombinaten NTAQ in %
wobei die Deamidierung des Peptides QK-GSGAW auf 100 % gesetzt wurde. Auf der Abszisse sind die
eingesetzten Deamidierungssubstrate und deren Umsatz dargestellt, n = 3..

Die Aktivitat der NTAQ1 wurde mit dem Peptid QKGSGAW auf 100% festgelegt (Abbildung
11). Zu erkennen ist, dass das Enzym mit dem Peptid NKGSGAW eine Aktivitat von rund
10% aufweist, wohingegen bei dem Peptid GKGSGAW keine Enzymaktivitdt gemessen
werden konnte. Das gleiche gilt auch fir die Reaktion von N-RIN411.211 als Substrat der
NTAQ1. Demnach scheint die NTAQ1 spezifisch Q zu E umzusetzen, jedoch N und damit N-
RIN441.211 nicht als Substrat zu erkennen. Daher kann keine Deamidierung gemessen

werden.

3.1.4. In vitro Arginylierung von X-RIN4
Der nachste Schritt nach der Deamidierung von N-RIN4 zu D-RIN4 wére die N-terminale

Arginylierung zu RD-RIN4 (Abbildung 4). In einem in vitro Arginylierungsversuch mit C-
markiertem Arginin durch die rekombinant gereinigten ATEs wurde dies anhand des
rekombinant exprimierten D-RIN4 und G-RIN4 Uberprift (Wang et al. 2011). Erwartet wurde
eine Arginylierung von D- jedoch nicht fir G-RIN441211 durch mindestens eine der beiden

verwendeten ATEs.
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Abbildung 12: N-terminal abhéngige Arginylierung von X-RIN4 (X = D, G). Die Detektion des '“C-markierten
Proteins erfolgte mittels Autoradiographie (A) und WB (B). a-Lactalbumin wurde als Positivkontrolle verwendet, Anti-
Strep-HRP-AK, 1:3000, Pico-Detektion, Belichtung 30 sek, n = 3.

Als Positivkontrolle und zur Funktionsiiberprifung der ATEs wurde a-Lactalbumin (12 kDa)
(Abbildung 12) verwendet, da die Arginylierung durch die Maus-ATE1 bereits gezeigt
werden konnte (Wang et al. 2011). Es ist "*C-markiertes Protein nach der Reaktion mit ATE1
aber nicht nach der Reaktion mit ATE2 detektierbar. Dies zeigt, dass die eingesetzte ATE2
wahrscheinlich nicht funktionell ist. Nach der Reaktion von D-RIN441.211 mit ATE1 ist in der
Autoradiographie eine Bande bei 25 kDa zu erkennen (Abbildung 12). Hierbei handelt es
sich um 'C-markiertes Protein, welches eindeutig als RIN4 durch die Detektion mittels
Strep-AK identifiziert werden konnte. Keine Arginylierung ist bei der Reaktion von X-RIN4 .
211 mit der ATE2 sowie G-RIN411.211 mit der ATE1 zu detektieren. Somit kann gesagt werden,

dass RIN4 N-terminal spezifisch durch die ATE1 in vitro arginyliert werden kann.

3.2. Identifizierung neuer potentieller N-end rule Substrate mittels
vergleichender Proteomik

3.2.1. Vergleichende Proteomik mittels 2-Dimensionaler

Gelelektrophorese (DIGE)
Zum Vergleich der Proteome von Col-0, prt6-3, prt1-1 und ate1 ate2 wurde die DIGE-

Technik, unter Verwendung zweier unterschiedlicher Fallungsprotokolle angewendet (Unlu
et al. 1997; Lilley und Friedman 2004). Pflanzenmaterial jedes Genotyps wurde dreimal
unabhangig aufgearbeitet, das Proteom gefallt und auf einem 2D-Gel nach Ladung und
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Masse aufgetrennt. Die verschiedenen Fallugsprotokolle wurden hierbei getrennt
voneinander behandelt. Die 12 einzelnen Fluoreszenzscans der 12 Gele eines
Fallungsprotokolls (je Gel 2 verschiedene Genotypen, je Genotyp drei Replikate) wurden
anhand des internen Standards zu einem Fusionsgel zusammengelegt (Abbildung 13 und
Abbildung 14) und es erfolgte anschlieRend die Detektion hochregulierter Proteine in den
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp mittels Software. Die identifizierten Proteinspots wurden
dann von einem praparativen 2D-Gel gepickt und zur Identifizierung mittels
Massespektrometrie von Frau Petra Majovski analysiert. Die Zuordnung der erhaltenen
Daten erfolgte anhand der gefundenen Peptidsequenz und der Lokalisation des Proteins

entsprechend seines Molekulargewichtes im 2D-Gel.

3.21.1. Proteomanalyse nach TCA-Fillung
Insgesamt wurden Uber 1900 Proteine auf dem Gel identifiziert, welche in Abbildung 13 als

dinn-umrandete Spots markiert sind. Hierbei wurden Proteine, deren Abundanz im
Verhaltnis zum Wildtyp 1,5 (personliche Festlegung) mal und hoéher ist, als hochreguliert
angesehen. Die Varianz der Proteinabundanz betrégt weniger als 10%. Es konnten 54
Proteine als hdher abundant identifiziert und 46 davon aus dem Gel isoliert werden
(Abbildung 13,Tabelle A7). Die genaue Zuordnung zum Genotypen, die Spot-Nummer auf
dem Fusionsgel, die Menge gefundener Peptidfragmente in der Massenspektrometrie sowie
die Identitat nach Massespektrometrie der Proteine sind in Tabelle A7 im Anhang zu finden.
Das Fusionsbild in Abbildung 13 zeigt, dass 37 Proteine oberhalb der 55 kDa der grof3en
Untereinheit der RuBisCO lokalisiert sind und nur 17 im niedriger molekularen Bereich

(blaue Markierung).
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Abbildung 13: Fusioniertes Gelbild aller DIGE-Gele nach TCA-Fallung. Alle Proteinspots sind nummeriert und mit
einer duinnen Linie umrandet, hochregulierte Proteine in den Mutanten im Verhéltnis zum WT hochreguliert sind dick
umrandet. Blau hervorgehoben sind Proteine mit einem MW unterhalb von 55 kDa. Die verwendete Software ist
Delta2D, Varianz innerhalb der Proteinabundanz < 10%.

3.2.1.2. Proteomanalyse nach TCA-freier Proteinfallung
Insgesamt wurden Uber 1900 Einzelproteine identifiziert, welche auf der Abbildung 14 als

umrandete Spots dargestellt sind. Als hochreguliert wurden im TCA- freien Fallungsprotokoll
Proteine definiert, deren Auftreten mindestens das Doppelte in der Mutante im Verhaltnis zu
Col-0 betragt. Im Falle von ate1 ate 2 wurden Proteine deren Abundanz 1,5 im Verhaltnis
zum Wildtyp betrug als hochreguliert angesehen, da nur 2 Proteine doppelt so hoch
abundant waren. Alle 29 identifizierten Proteine in Abbildung 14 konnten aus dem Gel isoliert
werden. Eine Auflistung aller hochregulierten Proteine der TCA-freien Fallung ist in Tabelle
A6 im Anhang gezeigt. Ebenso wie die genaue Zuordnung zum Genotypen, die Spot-
Nummer auf dem Fusionsgel, die Menge gefundener Peptidfragmente in der
Massenspektrometrie sowie die Identitat nach Massespektrometrie der Proteine in dieser
Tabelle zu finden sind. Die Gesamtheit aller hochregulierten Proteine in Abbildung 14 verteilt
sich im gesamten Gel. Nach der TCA-freien Fallung sind zehn der hochregulierten Proteine
groler als die grofe Untereinheit der RuBisCO und 19 sind im niedrigmolekularen Bereich
angesiedelt (blaue Markierung).
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Abbildung 14: Fusioniertes Gelbild aller DIGE-Gele der TCA-freien Fallung. Alle Proteinspots sind nummeriert und
mit einer dunnen Linie umrandet, hochregulierte Proteine sind in den Mutanten im Verhaltnis zum WT sind dick
umrandet. Blau hervorgehoben sind Proteine mit einem MW unterhalb von 55 kDa. Die verwendete Software ist
Delta2D. Varianz innerhalb der Proteinabundanz < 10%.

3.2.2. Vergleichende Proteomik mittels Shotqun-Analyse
Mittels Shotgun sollten ebenfalls die Proteome von Col-0, prt6-3, prt1-1 und atef ate2

verglichen werden. Abbildung 15 zeigt ein Venn-Diagramm der hochregulierten Proteine im
Shotgun. Insgesamt sind in allen drei Genotypen 460 Proteine hochreguliert. In prt1-1 sind
252 individuelle Proteine hochreguliert, 35 Proteinen sind in prt1-1 und afte1 ate2
hochreguliert und es kénnen 11 Proteine identifiziert werden, welche in prt6-3 und prt1-1
gleichmalfien erhoht vorliegen. In ate1 ate2 sind 64 Einzelproteine erhoht und es gibt weitere
13 Proteine welche auch in prt6-3 erhoht vorliegen. In prt6-3 sind 51 Einzelproteine erhoht
im Verhaltnis zu Col-0. In allen drei Genotypen gibt es insgesamt 34 gemeinsam

hochregulierte Proteine.
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prt1-1 ate1 ate2

prt6-3

Abbildung 15: Unterschiede in der Proteinzusammensetzung der hochregulierten Proteine in den Mutanten des N-
end rule pathways im Vergleich zum Wildtyp. Das dreifach Venn-Diagramm spiegelte den Schnitt an Proteinen in
den verschiedenen verwendeten Genotypen wider. Die Anzahl an Proteinen stammt aus der Summe der
biologischen Replikate sowie der zwei Messungen pro Replikat. Als hochreguliert wurden alle Proteine gewertet
welche mindest zweifach erhoht im Vergleich zum WT waren, bei einem p-Wert < 0,05.

3.2.3. Vergleich der Proteomikdaten von DIGE und Shotgun
Durch eine vergleichende Analyse der Ergebnisse aus Shotgun und 2DIGE sollten Proteine

identifiziert werden, welche valide als hochregulierte Proteine angesehen werden konnten
und somit potentielle N-end rule pathway-Substrate darstellen. Hierzu wurden die Rohdaten
des Shotgun (497 hochregulierte Proteine) und DIGE (248 und 156 hochregulierte Proteine)
miteinander verglichen. Proteine, welche in beiden experimentellen Ansatzen als
hochreguliert erschienen sind wurden dahingehend Uberpruft, ob ihr molekulares Gewicht
ihrer Position auf dem 2D-Gel entspricht. Anschliefend wurden diese Proteine hinsichtlich
einer Proteaseschnittstelle oder eines mdglichen Transitsignals naher untersucht. Hierzu
wurde die Online-Datenbank Uniprot (www.uniprot.org) verwendet. In Tabelle A8 im Anhang
sind die Ergebnisse aufgelistet. Ein Jahr nach Erstellung dieser Liste wurde eine
Kooperation mit Frau Saskia Venne und Herrn Dr. Réne Zahedi am ISAS in Dortmund
geschlossen. In dieser Zusammenarbeit wurden Proteomproben von Col-0, prt1-1, ate1 ate2
und prt6-3 mit der dort entwickelten ChaFRADIC-Methode (Venne et al. 2013; Venne et al.
2015) untersucht. Hierbei handelt es sich um die gezielte Anreicherung von Proteinen

entsprechend ihres N-Terminus. Die Proteine RD21a und TGG2, welche bereits im Shotgun
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und DIGE als hochreguliert identifiziert wurden, konnten ebenfalls mit dieser Methode

gefunden und ihr N-Terminus validiert werden (Abbildung A14, Anhang).

3.3. Proteinstabilitdt von ausgewahlten potentiellen N-end rule
pathway Substraten in vitro

Nach Analyse der Daten aus Tabelle A (Abbildung A14 im Anhang) und der Validierung der

N-Termini wurden TGG2 (AT5G25980) und RD21a (AT1G47128) als Kandidaten zur

naheren Analyse hinsichtlich ihrer Stabilitat in Abhangigkeit des N-Terminus ausgewahlt.

TGG2 zeigt ein Lysin als neuen N-Terminus (Ueda et al. 2006), welches eine primar
destabilisierende AS im N-end rule pathway darstellt. Nach der Erkennung und
Ubiquitinylierung durch PRT6 sollte es dem 26S-Proteasom zugefuhrt werden. RD21a
hingegen exponiert ein D und somit einen sekundar destabilierenden N-Terminus. Im
Folgenden ist die Charakterisierung beider Proteine hinsichtlich ihrer Identitat als potentielle

N-end rule pathway-Substrate gezeigt.

IRD212135.462 (35,6 kDa)

\
( MRD218435.352 25 5 kDa) |
[
Prozessierungsstellen: V
Proprotein (48,8 kDa): Pro Protease Granulin stabl
1) Proteolyse: D - Protease Granulin destabilisiert
2) Arginylierung:  ate122 R - D - Protease Granulin instabil

3) Ubiquitinylierung: prre? .. . . . - - abgebaut

Abbildung 16: Schematische Darstellung von RD21a in den Prozessierungsschritten des N-end rule pathways. Die
angegebenen MW entsprechen den theoretisch errechneten MW (Gu et al. 2012). Das Propeptid von RD21a (griin)
wird durch bisher unbekannte Protease nach der Translokation in die Vakuole N-terminal prozessiert (1) und
prasentiert dann ein D als N-Terminus. Das unreife iRD21a (AS 135-462, MW [experimentell] ca 40 kDa) besitzt C-
terminal eine Granulin-dhnliche Doméne (Granulin) welche im reifen mRD21a (AS135-352, MW [experimentell] ca
35 kDa) fehlt. Sobald iRD21a bzw. mRD21a in das Zytoplasma freigesetzt werden, kénnte der N-Terminus durch
ATE arginyliert (2) und anschlieBend durch PRT6 (3) ubiquitinyliert und das Protein so dem 26S-Proteasom zum
Abbau zugefiihrt werden.

RD21a wird als Propeptid translatiert und zeigt nach dem Transport in die Vakuole durch die
Abspaltung der Signalsequenz die sekundér destabilisierende AS D als neuen N-Terminus.
Das Protein ist in der Vakuole hauptsachlich als iRD21a mit einer C-terminalen Granulin-
ahnlichen Doméane vorhanden (Yamada et al. 2001; Gu et al. 2012). Eine Abspaltung dieser
Domane fuhrt zum reifen mRD21a. Sobald dieses Protein im Zytoplasma prasent ist, wirde
nach einer Arginylierung durch eine Arginyltransferase ATE1/2 am prasentierten N-
Terminus, RD21a von PRT6 als Substrat erkannt und dem 26S-Proteasom zum Abbau

zugefuhrt werden.
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TGG2 ist ebenfalls in der Vakuole lokalisiert (Agee et al. 2010b) und prasentiert dort nach
Abspaltung der Signalsequenz (AS 1-28) ein K als neuen N-Terminus (sieche Tabelle A8 im
Anhang). Dieses ist eine primar destabilisierende AS im N-end rule pathway und das Protein
koénnte nach seiner Freisetzung in das Zytosol direkt von PRT6 erkannt, ubiquitinyliert und

durch das 26S-Proteasom abgebaut werden.

3.3.1. Proteinstabilitdat von TGG2 im zellfreien System
Mit Hilfe der UFT wurden K29-TGG2-Strepll und G29-TGG2-Strepll im

Kaninchenreticulozytenlysat exprimiert und ihre Abundanz 90 min nach CHX-Behandlung

auf dem Western Blot verfolgt. Erwartet wurde, sollte TGG2 ein Substrat des N-end rule
darstellen, dass K29-TGG2 durch die CHX-bedingte Inhibierung der Proteinbiosynthese
destabilisiert im Vergleich zu G29-TGG2 ist. Auch hier wurde das UBQK2°RK48R gus dem

bereits beschriebenen Grund verwendet.

Zeit in min 0 90

K29-TGG2

G29-TGG2

Abbildung 17: Stabilitdt von TGG2 in vitro. Dargestellt sind die Western Blots von X-TGG2 (X= K, G) vor (0) und
nach (90 min) CHX-Behandlung (200uM). Detektiert wurde mittels a-TGG2-AK (1:5000), Detektion mittels Pico-ECL
30 sek. Die Ladekontrolle erfolgte durch Coomassiefarbung (CBB), n = 3.

K29-TGG2 spiegelt den N-Terminus nach Abspaltung der Signalsequenz wider, G hingegen
ist keine destabilisierende AS im N-end rule und G29-TGG2 sollte somit Uber die Zeit stabil
bleiben. Beide Proteine sind zum Zeitpunkt 0 in gleichen Mengen vorhanden. Es ist keine
Veranderung der Bandenstarke 90 min nach CHX-Behandlung bei K-TGG2 zu erkennen.
Die Bandenintensitat von G-TGG2 scheint in geringem MalRe weniger zu sein (Abbildung
17). K-TGG2 scheint nicht destabilisiert zu sein, was seine Identitat als potentielles N-end

rule-Substrat in Frage stellt.

3.3.2. Proteinstabilitit von RD21a im zellfreien

Kaninchenretikulozytenlysat
Die Stabilitat von RD21a sollte ebenfalls sowohl in der unreifen (iRD21a) als auch in der

reifen (mRD21a) Version Uberprift werden. Dies geschah analog zu 3.3.1. Hierbei wird mit

Hilfe der UFT UBQX29RK48R:X-i/mRD21a (X= D, RD, G) exprimiert und die Abundanz 90 min

nach Inhibierung der Proteinbiosynthese durch CHX mittels Western Blot Gberprift. Erwartet
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wurde, dass die Varianten von RD21 mit destablisierenden N-Termini (X = D, RD) Uber das
26S-Proteasom abgebaut werden, wohingegen die Variante mit G als N-Terminus als

Negativkontrolle stabil bleiben sollte.

a-RD21a

X-mRD21a X-iRD21a
CHX - + - + - +
MG132 - - + + - -
Zeit in min 0 90 0 90 0 90
D
L o -
V| - | |

| ~ CBB

@

‘ |'=-m~=~ e ‘ cBB

Abbildung 18: Stabilitdt von X-mRD21a und X-iRD21a in vitro mit und ohne Proteasominhibitor MG132 (200 uM).
Dargestellt sind Western Blots von X-/mRD21a (X= D, RD, G) vor (0 min) und nach (90 min) CHX-Behandlung
(200 pM). Detektiert wurde mittels a-RD21a-AK (1:1000), Detektion 90 sek mittels Pico-ECL, Ladekontrolle erfolgte
durch Coomassiefarbung (CBB), n = 3 fiir alle gezeigten Anséatze.

Alle Proteine sind zum Zeitpunkt 0 in vergleichbaren Mengen vorhanden. Die Banden fiir D-
mRD21a und RD-mRD2a sind nach der CHX-Behandlung nahezu verschwunden. Bei D-
mRD21a ist noch eine sehr schwache Bande zu erkennen. Die Proteinbande fir G-mRD21a
ist 90 min nach der Blockierung der Proteinbiosynthese schwacher ausgepragt als vor der
Behandlung. Bei Addition des Proteasominhibitors MG132 ist zu erkennen, dass sowohl D-
als auch R-mRD21a stabilisiert werden, wohingegen es bei G-mRD21a keine Veranderung
in der Bandenstarke im Vergleich zur Behandlung ohne MG132 gibt (Abbildung 18). Die
Proteine X-iRD21a (X = D, RD, G) sind zum Zeitpunkt 0 in grofleren Mengen vorhanden als
X-mRD21a. 90 min nach Blockierung der Proteinbiosynthese durch CHX ist jedoch ebenfalls
eine starke Abnahme der Bande flr D-iRD21a zu erkennen. RD-iRD21a ist wie RD-mRD21a
verschwunden, wohingegen nur eine leichte Abnahme der Bandenintensitat fir G-iRD21a zu
beobachten ist (Abbildung 18). Somit kann gesagt werden, dass sowohl iRD21a als auch
mRD21a in vitro entsprechend des N-end rule pathways N-terminal abhangig destabilisiert

sind.

3.3.3. Interaktion von RD21a und ATE1 in vitro und in vivo
Nachdem ein Abbau von X-iRD21a sowie X-mRD21a im Kaninchenretikulozytenextrakt

beobachtet werden konnte, sollte nun die Prozessierung von RD21a als N-end rule pathway-
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Substrat biochemisch verfolgt werden. Hierbei ist der erste Schritt die Arginylierung von D-
m/iRD21a zu RD-m/iRD21a durch eine oder beide Arginyltransferasen ATE1/2 (Abbildung
16).

3.3.3.1. Interaktion von rekombinanter ATE1 mit endogenem RD21a
Zur Uberpriifung der Hypothese, ob endogenes RD21a mit ATE interagieren kann, wurde

ein in vitro Versuch etabliert, in welchem ATE1 und ATE2 als N-terminales His-MBP-
Fusionsprotein (mit einer TEV-Spaltungsstelle nach dem MBP-Tag) an Amylose-Harz
gekoppelt und mit Pflanzenextrakt aus ate? ate2-Mutanten (siehe Material und Methoden
2.3.13) inkubiert wurde. Zur Uberpriifung auf endogenes RD21a wurde die Elutionsfraktion
auf zwei getrennte Gele aufgetragen und diese zum Einen mit His-AK (Detektion des
Fusionsproteins) und zum Anderen mit RD21a-AK (Detektion RD21a) untersucht. Eine
schematische Ubersicht des Experiments ist im Anhang gezeigt (Abbildung A1).

40 kDa
Elution
. 40 kDa a-RD21
Uberstand
Elution 100 kDa G-H|S

Abbildung 19: Interaktion von rekombinanter His-MBP-tev-ATE1 und His-MBP-tev-ATE2 mit endogenem RD21a.
Zu sehen sind die Western Blots nach Kopplung von rekombinant exprimerter ATE1/2 an Amylose-Harz und
nachfolgender Inkubation mit Pflanzenextrakt. Detektiert wurde mit a-RD21a-AK (1:1000) sowie a-His-AK (1:3000),
Pico-ECL, 30 sek, n = 3. Die erste Spalte entspricht den Proben der ATE1-Saule, die Zweite Spalte entspricht den
Proben der ATE2-Saule. Erste und dritte Reihe: Eluat, zweite Reihe ungebundene Uberstand Pflanzenextrakt
(ungebundenes Protein).

Mit dem Antikorper gegen RD21a kann in der Elutionsfraktion der ATE1-Saule ein Signal
knapp unterhalb der 40 kDa Markerbande detektiert werden. Dieses fehlt im Eluat der ATE2-
Saule. Im Uberstand nach der Inkubation kann mit dem RD21a-AK eine Doppelbande in
beiden Experimenten (ATE1/ATE2) wahrgenommen werden. Die obere Bande entspricht der
Hohe des Signals im ATE1 Eluat mit dem gleichen Antikorper, die Bande darunter ist ca.
10 kDa kleiner. Hierbei handelt es sich um die endogenen mRD21a- und iRD21a-Proteine.
Der Western Blot der Elutionsfraktion mit dem His-AK zeigt ein starkes Signal auf Hohe der
100 kDa Bande, welches zeigt, dass das Saulenmaterial mit rekombinantem His-getaggten
Protein beladen ist (Abbildung 19). Mit diesem Experiment kann gezeigt werden, dass
endogenes iRD21a mit der ATE1, jedoch nicht mit der ATE2 interagieren kann. Die Identitat
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von ATE1/2 wurde mittels MS-Analysen Uberprift und Darstellungen der identifizierten
Peptide sind in Abbildung A3 und Abbildung A4 im Anhang gezeigt.

3.3.3.2. In vitro Arginylierung von mRD21a durch ATE1
Nachdem eine Interaktion mit rekombinanter ATE1 und endogenem RD21a gezeigt werden

konnte, sollte in einem in vitro Arginylierungsversuch die Reaktion zwischen ATE1 und
rekombinantem X-mRD21a:HA (X = D, RD, G) untersucht werden (Wang et al. 2011).

& X X g&‘
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35kDa
25 kDa Autoradiographie
15 kDa

36kDa —] 4

25kDa — CBB

15kDa —

Abbildung 20: Arginylierung von rekombinantem mRD21a mit "C-markiertem L-Arginin durch ATE1. Dargestellt
sind das Autoradiogramm der Arginylierung von a-Lactalbumin und X-mRD21a-HA (X = D, RD, G) durch die ATE1
mittels  "C-markiertem L-Arginin. Gezeigt ist das Autoradiogramm, die Ladekontrolle erfolgte mittels
Coomassiefarbung (CBB), n = 3. Zur besseren AUflésung wurde zwischen D-mRD21a und RD-mRD21a eine Spur
freigelassen, welche in der Darstellung entfernt wurde.

Das 12 kDa grofRe a-Lactalbumin ist als Substrat der ATE1 aus der Maus bekannt (Wang et
al. 2011) und wurde als Positivkontrolle verwendet. Man erkennt eine Bande in der
Autoradiographie knapp unterhalb der 15 kDa Markerbande fiir diese Kontrollreaktion. Dies
bedeutet, dass “C-markiertes Arginin auf a-Lactalbumin durch die ATE1 Ubertragen wurde.
Die Ladekontrolle mittels CBB zeigt die Bande fiir das Protein knapp unterhalb der 15 kDa
Markerbande. Die Proteinvarianten von X-mRD21a:HA (X = D, RD, G) sind in dieser
Reihenfolge in den folgenden Spuren aufgetragen. Klar zu erkennen ist eine Bande bei ca.
35 kDa fiur D-mRD21a:HA, wohingegen die Spuren von RD-mRD21a:HA und G-
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mRD21a:HA leer sind. Alle Proteinvarianten sind jedoch auf der CBB-Farbung auf Hohe der
35 kDa Markerbande klar zu erkennen (Abbildung 20). Dieses Experiment zeigt, dass D-
mRD21a nicht nur mit der ATE1 interagiert, sondern dass die ATE1 N-terminal spezifisch D-

mRD21a in vitro arginyliert.

3.3.3.3. Interaktion von ATE1 und RD21a in vivo mittels Bimolekularer

Fluoreszenzkomplementation
Zur Uberpriifung der Interaktion von RD21a mit den Arginyltransferasen ATE1 und ATE2

invivo wurde die Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation  (Split-YFP) in
Mesophyllprotoplasten von Col-0 angewendet (Bracha-Drori et al. 2004). Dabei werden die
Zielproteine jeweils mit dem N- bzw. C-Terminus (n/cYFP) des YFP fusioniert und in die
Protoplasten eingebracht. Wenn die Proteine miteinander interagieren kommen die beiden
YFP-Halften in raumliche Nahe zueinander und bilden ein intaktes YFP, welches bei einer
Anregungswellenlange von 514 nm Licht bei 532 nm emittiert. Zur Gewahrleistung, dass der
prasentierte N-Terminus im Zytosol dem gewilinschten entspricht, wurden alle Varianten des
zu untersuchenden Zielproteins (m/iRD21a) als UFT-Fusionsproteine wie bereits
beschrieben, exprimiert. Erneut wurde UBQX29RK48R verwendet, sodass das N-terminal
fusionierte UBQ das zu untersuchenden Protein nicht durch mdégliche Polyubiquitinylierung

dem Proteasom zum Abbau zuflihrt.
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Abbildung 21: Interaktion von ATE1 und X-/mRD21a in vivo mittels Split-YFP. Col-0 Protoplasten transformiert mit
pUBC::ATE1:cYFP und pUBC::UBQX?*R/K4R:x.i/mRD21a:nYFP (X = D, G).Betrachtet wurden der YFP-Kanal bei
518-562 nm, der Chlorophyll-Kanal bei 651-677 nm sowie das Hellfeld, MaRstab =5 uym, n = 3.

Die Uberpriifung der Interaktion in vivo zwischen der ATE1 und X-i/mRD21 (X = D, G) ergab
folgendes Bild: Ein Protoplast transformiert mit ATE1:cYFP und D-iRD21a:nYFP zeigt ein
eindeutiges YFP-Signal im Zytoplasma, welches sich von der Autofluoreszenz des
Chlorophylls abgrenzt (Abbildung 21). Die Zeile darunter zeigt exemplarisch einen
Protoplasten der Ko-Transformation von ATE1:cYFP und G-iRD21a:nYFP. Hierbei ist die
prasentierte N-terminale AS von RD21a nach kotranslationaler Abspaltung des UBQs durch
deubiquitinylierende Enzyme (DUBs) ein G. Es ist kein Signal im YFP-Kanal zu erkennen,

trotzdem sind die Chloroplasten gut erkennbar.

In der dritten Zeile von Abbildung 21 ist der gezeigte Protoplast mit ATE1:cYFP und D-
mRD21a:nYFP transformiert worden. Auch hier wird als N-Terminus des mit n-YFP
fusionierten RD21a D prasentiert. Es kann kein YFP-Signal detektiert werden, jedoch ist hier
ist die Autofluoreszenz der Chloroplasten gut zu erkennen. In der letzten Zeile ist die
Transformation von ATE1:cYFP und G-mRD21a:nYFP gezeigt. Das Erscheinungsbild der
vier verschiedenen Kanéle entspricht dem der zweiten Zeile der Abbildung. Der Unterschied
der beiden RD21a-Proteine ist hierbei das Fehlen der C-terminalen Granulin-&hnlichen

Domane des Konstruktes in Zeile 2. Erneut kann man kein Signal fur YFP detektieren. Es
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konnte somit nur eine Interaktion zwischen der ATE1 und D-iRD21a mittels Split-YFP

detektiert werden.

ATE2:cYFP + UBQK29R/K48R:X.m/iRD21a:nYFP
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Abbildung 22: Interaktion von ATE2 und X-i/mRD21a in vivo mittels Split-YFP. Col-0 Protoplasten transformiert mit
pUC::ATE2:HA:cYFP und pUC::UBQK®RK4R: X i/mRD21a:HA:nYFP (X = D, G).Betrachtet wurden der YFP-Kanal
bei 518-562 nm, der Chlorophyll-Kanal bei 651-677 nm sowie das Hellfeld, MaRstab = 5 ym, n = 3.

Die Interaktion zwischen ATE2 und X-i/mRD21a (X = D, G) in Mesophyllprotoplasten von
Col-0 ist in Abbildung 22 gezeigt. In den vier experimentellen Ansatzen wurde jedes Mal
ATE2:cYFP mit UBQK2RK48R:X_i/mRD21a:nYFP transformiert. In 1 wurde DiRD21a:nYFP
kotransformiert. Gut zu erkennen ist die Autofluoreszenz des Chlorophylls, welche in allen
vier Zeilen auf die Chloroplasten verteilt ist. Es konnte kein Singal fiir YFP detektiert werden.
Ebenso verhalt es sich in der zweiten Zeile in welcher die Transformation von ATE2:cYFP
und GiRD21a:nYFP zu sehen ist. Hierbei wird G als N-Terminus des iRD21a nach
Abspaltung des UBQK29RK48R exponiert. Im dritten Ansatz wurde ATE2 zusammen mit D-
mRD21a:nYFP transformiert. Auch hier konnte kein Protoplast gefunden werden, welcher
ein YFP-Signal zeigt. Wie bereits in Zeile zwei, konnte auch bei der Kotransformation von
ATE2: cYFP und G-mRD21a:nYFP kein YFP-Fluoreszenzsignal detektiert werden. Die
Chlorophylifluoreszenz ist jedoch bei 651-677 nm gut zu erkennen. Somit kann abschlieRend
gesagt werden, dass weder X-iRD21a noch X-mRD21a (X = D, G) mit der ATE2 in
Mesophyllprotoplasten von Col-0 interagieren konnen.
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Abbildung 23: Interaktion von ATE1/2 und X-i/mRD21a in vivo mittels Split-YFP. Transformation von Col-0
Mesophyllprotoplasten mit pUC::ATE1/2-cYFP und pUBC::UBQX#RK4R:X.i/mRD21a-nYFP (X = D, G). Die
Detektion erfolgte mittels a-HA-AK (1:1000), Pico-ECL 2 min und mittels a-RD21a-AK (1:1000), Femto-ECL 30 sek,
n=2.

Die Prasenz aller Fusionsproteine der in Abbildung 21 und Abbildung 22 gezeigten
Fluoreszenzbildern wurde mittels Western Blot Uberprift. Die ATE-Proteine sowie die
verschiedenen mRD21a-nYFP Proteine exponieren C-terminal einen HA-Tag, wohingegen
die iRD21a-nYFP Proteine mittels des RD21a-Antikorpers detektiert wurden. In allen acht
Ansatzen kann man eine Bande auf Hohe der 100 kDa Markerbande mittels des HA-AK
detektieren, welche der GroRe der ATE1/2-Fusionsproteinen entspricht sowie einer Bande
bei ca. 55 kDa, welche dem X-mRD21a-Fusionsprotein zugeordnet werden kann. Die
Detektion mit dem RD21a-Antikérper zeigt diese Bande ebenfalls und zudem eine Bande
kurz UGberhalb der 70 kDa Markerbande, welche die erwartete GroRe von X-iRD21a-nYFP
aufweist. Obwohl die Banden in den acht experimentellen Ansatzen die Anwesenheit aller zu
untersuchenden Proteine zeigt, konnten keine Fluoreszenzsignale fur diese Experimente
detektiert werden. Die fehlende Interaktion von ATE2 mit X-i/mRD21a-nYFP (X = D, G)
scheint daher nicht auf mangelnde Proteinexpression eines der beiden Fusionsproteine

zurtckzufihren zu sein.

3.3.4. Proteinabundanz von RD21a in den verschiedenen N-end rule-

Mutanten
Die Proteinabundanz von RD21a wurde in den N-end rule-Mutanten ate ate2, prt6-1, prt6-2

sowie prt6-3 mittels des Antikdrpers gegen RD21a auf einem Western Blot Uberprift. Bei
dem Pflanzenmaterial handelt es sich um 7 Tage alte Keimlinge, welche unter Kurz-oder
Langtagsbedingungen steril aufgezogen wurden. Erwartet wurde, sollte RD21a ein Substrat

des Abbauweges darstellen, dass es in den Mutanten héher abundant als im Wildtyp ist
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Abbildung 24: Abundanz von RD21a in Pflanzen unter Kurz-und Langtagbedingungen. Dargestellt sind die
Western Blots von Pflanzenextrakt aus Keimlinge (7 Tage alt, 10 ug Gesamtprotein geladen) von Col-0, ate ate2,
prt6-1, prt6-2, prt6-3 sowie rd21-1, welche auf 2 MS-Medium unter Kurz-oder Langtagsbedingungen aufgezogen
wurden. Detektiert wurde mittels a-RD21-AK (1:1000), Pico-ECL 2 min, die Ladekontrolle erfolgte durch
Coomassiefarbung (CBB), n = 3.

Alle Genotypen, ausgenommen rd21-1 zeigen bei gleicher Proteinladungsmenge eine
Bande auf Hohe der 35 kDa Markerbande (mRD21a) sowie eine zweite Bande auf Hohe der
40 kDa Markerbande (iRD21a). Unter Kurztagsbedingungen ist die obere Bande bei Col-0
im Vergleich zu den N-end rule-Mutanten am schwachsten ausgepragt. Die leichtere

Proteinbande ist in den prt6-Allelen sehr viel starker als bei Col-0 und ate? ate?2.

Im zweiten Teil der Abbildung 24 sind die Western Blots der Keimlinge gezeigt, welche
sieben Tage unter Langtags-Wachstumsbedingungen angezogen wurden. Erneut kann mit
dem Antikorper gegen endogenes RD21a keine Bande in der Linie rd217-1 detektiert werden,
jedoch ist die Bande fir mRD21a in ate1 ate2 starker als in Col-0. Die iRD21a Bande ist in
diesen beiden Genotypen gleich stark vorhanden. Gut zu erkennen ist, dass beide Banden
in allen drei PRT6-Linien starker ausgepragt sind, was auf eine erhdhte Abundanz schlieflen

lasst. Die Transkriptmengen von RD21a wurden mittels einer quantitativen Realtime PCR

Uberprift (Abbildung 25, Abbildung 26).
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Abbildung 25: Uberpriifung der relativen Transkriptmenge von RD21a in Pflanzenmaterial von Col-0, ate? ate2,
prt6-1, prt6-2, prt6-3, rd21-1 nach Anzucht 7 Tage Langtag. Dargestellt ist das Ergebnis der qRT-PCR fiir RD21a-
Transkript des in Abbildung 24 gezeigten Western Blots.
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Abbildung 26: Uberpriifung der relativen Transkriptmenge von RD21a in Pflanzenmaterial von Col-0, ate? ate2,
prt6-1, prt6-2, prt6-3, rd21-1 nach Anzucht 7 Tage Kurztag. Dargestellt ist das Ergebnis der gqRT-PCR fiir RD21a-
Transkript des in Abbildung 24 gezeigten Western Blots.

Es kann keine Hochregulation des Gens in den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
gemessen werden. In der Anzucht unter Langtagsbedingungen ist ein Trend zur
transkriptionellen Herabregulation von RD21a in den N-end rule pathway-Mutanten im
Vergleich zu Col-0 zu erkennen (Abbildung 25). In den Keimlingen, welche sieben Tage
unter Kurztagsbedingungen angezogen wurden ist die transkriptionelle Regulation in den
PRT6-Mutanten und ate? ate2 genauso wie im Wildtyp (Abbildung 26). Als Referenzgen
wurde die Phosphatase 2A (PP2A) verwendet (Zhu et al. 2013). Auch im verwendeten
Pflanzenmaterial der Proteomik wurde die transkriptionelle Regulation von RD21a mittels

gRT-PCR Uberpriift (Abbildung A5 im Anhang) und es konnte ebenfalls keine Hochregulation
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detektiert werden. Somit konnte gezeigt werden, dass bei gleicher transkriptioneller
Regulation die Proteinmenge von RD21a in den Mutanten des N-end rule pathways erhoht

im Vergleich zum Wildtyp ist.

3.3.5. Aktivitatsprofiling von RD21a in N-end rule pathway-Mutanten
Nach dem erfolgreichen Nachweis, dass RD21a in den N-end rule-Mutanten héher abundant

ist, sollte Uberpruft werden, ob es sich hierbei um aktives Protein handelt. Zur Bestimmung
dessen eignete sich ein Aktivitatsprofiling (Gu et al. 2012). Hierbei wurde DCG-04, eine
biotinylierte Variante des Proteaseninhibitors E-64, zur Markierung verwendet. E-64 weist in
seiner Struktur einen Epoxidring auf, welcher an das Cystein im aktiven Zentrum der
Protease kovalent bindet und diese somit inhibiert. Dadurch ist gewahrleistet, dass nur
aktives Protein markiert wird, welches Uber den Biotinanker des DCG-04 mittels Strepavidin-
Antikérper nachgewiesen werden kann (Gu et al. 2012).

Col-0 atef ate2 prt6-1 prt6-3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
DCG-04 - + + - + + - + + - + +
E-64 - - + - - + - - + - - +
40kDa ' L Ro21a
2 3 a-Strepavidin

35kDa — mRD21a
25 kDa
40 kDa

— iRD21a

a-RD21a

35 kDa

— mRD21a
25 kDa

i G : ’ cBB

Abbildung 27: Aktivitatsmarkierung und Abundanz von endogenem RD21a in Col-0, ate1 ate2, prt6-1 und prt6-3.
Pflanzenextrakt der verschiedenen Genotypen wurde 4 h mit 0,2 yM DCG-04 inkubiert. Gezeigt sind 2 unabhangige
Western Blotsder Experimente mit Pflanzenextrakt von Col-0 (Spur1-3), ateate2 (Spur 4-6), prt6-1 (Spur 7-9) und
prt6-3 (Spur 10-12) ohne Sonde (Spur 1, 4, 7, 10), des mit DCG-04 markierten Pflanzenextraktes (Spur 2, 5, 8, 11),
sowie mit E-64 und DCG-04 inkubierten Materials (Spur 3, 6, 9, 12), Ladungsmenge 10 pug Gesamtprotein.
Detektiert wurde mittels Strepavidin-HRP (1:3000, oberer WB) Pico-ECL 90 sek und RD21a-rabbit-AK (1:1000),
Femto-ECL 30 sek, die Ladekontrolle erfolgte mittels CBB, n = 5.

Im oberen Teil der Abbildung sind bei Col-0 in Spur 2 drei Banden zu erkennen. Eine auf
Hohe der 25 kDa Markerbande, eine entsprechend der 35 kDa Markerbande (mRD21a) und
die starkste Bande ist bei ca. 40 kDa (iRD21a) zu erkennen. In Spur 3 ist eine schwache

Bande, ebenfalls bei 40 kDa zu sehen, des Weiteren erkennt man noch eine Bande oberhalb
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dieser Bande. Die drei Banden aus Spur 2 finden sich ebenfalls in den Spuren 5, 8 und 11
wieder, wobei in Spur 5 die Starke der iRD21a-Bande aquivalent zu der Bande in Spur 2 ist,
die beiden kleineren Proteinbanden sind starker ausgepragt. Das gleiche ist in den Spuren 8
und 11 zu erkennen, wobei hier die Intensitat der 25 kDa Bande am stérksten ist. Hierbei
handelt es sich um die AALP (Aleuron-Like Protease, Gu et al. 2012), welche ebenfalls
durch E-64 inhibierbar und somit durch DCG-04 markierbar ist. Es ist zusatzlich zu Spur 2
noch eine weitere Bande knapp unterhalb der 40 kDa Markerbande in den Proben von
ate1 ate2, prt6-1 und prt6-3 zu erkennen. Keine Banden sind in den Spuren 4, 6, 7, 9, 10, 12
detektierbar (Abbildung 27). Betrachtet man den unteren Teil der Abbildung, wo die Proben
mittels RD21a-AK (Yamada et al. 2001) detektiert wurden, sieht man bei Col-0 in jeder Spur
zwei schwache Banden jeweils auf Hohe der 35 kDa Markerbande sowie der 40 kDa
Markerbande. Diese beiden Proteinbanden sind auch in den Genotypen von ate1 ate2, prt6-
1 und prt6-3 zu sehen, jedoch ist die Intensitat beider Banden dort starker als in Col-0.
Sowohl in der Doppelmutante als auch in den Mutanten von PRTG6 ist die obere Bande etwas
starker als die mRD21a-Bande. Das schwache Signal fur RD21a in Spur 4 wird auf ECL-
Substratverbrauch zurtickgefuhrt. Dieses Experiment konnte zeigen, dass durch die héhere

Abundanz von RD21a auch mehr aktives Protein vorhanden ist.

3.3.6. Proteinstabilitidt im Protoplastensystem

3.3.6.1. N-terminale Abhédngigkeit der Proteinstabilitdt von RD21a in
vivo
Die Stabilitdt von RD21a wurde in vivo in Mesophyllprotoplasten untersucht. Hierzu wurde

das Vollangenprotein unter Kontrolle des UBQ10-Promotors mit C-terminalen YFP in die
verschiedenen Genotypen mit mCherry als stabiles Transformationssignal kotransformiert.
Ein weiterer Ansatz bestand darin, die verschiedenen Etappen und somit die mdgliche
Prozessierung von RD21a (Abbildung 16) im Verlaufe des N-end rule pathways zu
simulieren. Hierzu wurden die Proteinvarianten X-iRD21a und X-mRD21a (reifen Proteine
nach Abspaltung der Signalsequenzen und ensprechend ihres N-Terminus im N-end rule, X
=D, RD, G) mit einem C-terminalen YFP und mit Hilfe der UBQ-Fusionstechnik kloniert und
ebenfalls mit mCherry als interne Kontrolle zusammen transformiert. Als Kontrolle diente das
Protein mit einem G am N-Terminus, da diese Aminosaure als stabil im Sinne des N-end
rule diskutiert wird (Giglione et al. 2003). Erwartet wurde, dass D-i/mRD21a-YFP und das
Vollangenprotein in ate1 ate2 und prt6-1 stabilisiert ist im Vergleich zum Wildtyp. RD-
i/mRD21a-YFP wiederum sollte in Col-0 und ate? ate2 destabilisiert im Vergleich zu prt6-1
sein. G-i/mRD21a-YFP sollte durch die stabilisierende AS am N-Terminus in allen drei

Genotypen die gleiche Abundanz aufweisen.
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Abbildung 28: Stabilitdt von VL-RD21a-YFP in Mesophyllprotoplasten von WT und N-end rule pathway-Mutanten.
Transformation von Col-0, ate1 ate2 und prt6-1 mit pUBC::RD21a:YFP und mCherry. Fluoreszenzbild, . YFP-Kanal
(518-562 nm), mCherry-Kanal (598-646 nm), Chlorophyll-Kanal (651-677 nm), sowie Hellfeld und Uberlagerung.Der
Mafstabsbalken = 5 ym. Weill umrandet sind jeweils Protoplasten welche ein Signal im entsprechenden Kanal
aufweisen, rot umrandete sind solche die neben einem mCherry-Signal ebenfalls ein YFP-Signal aufweisen, n = 3.

Die Stabilitatsuntersuchungen des Volldngen-RD21a-YFP sind in Abbildung 28 gezeigt. Das
YFP-Signal ist zusammen mit dem mCherry-Signal im Zytoplasma gut zu erkennen, da es
sich von der Autofluoreszenz des Chlorophylls abhebt. Im WT kann man zwei von vier
mCherry exprimierende Protoplasten detektieren, welche zuséatzlich ein Signal bei 518-
562 nm zeigen (rot markiert). Betrachtet man den experimentellen Ansatz in ate? ate2, so
sind hier ebenfalls zwei Protoplasten welche ein Signal fur beide Fluoreszenzproteine
zeigen, wohingegen noch ein dritter nur mit einem mCherry-Signal zu sehen ist. Auch in
prt6-1 sieht man einen Protoplasten, welcher nur ein Signal bei 598-646 nm zeigt,

wohingegen drei mit einem zusatzlichen YFP-Signal zu erkennen sind (Abbildung 28).
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Abbildung 29: Stabilitdt von D-i/mRD21a-YFP in Mesophyllprotoplasten von WT und N-end rule pathway-
Mutanten. Transformation von Col-0, ate? ate2 und prt6-1 mit pUBC::UBQK?RK4R:D-m/iRD21a:YFP und mCherry.
Fluoreszenzbild, . YFP-Kanal (518-562 nm), mCherry-Kanal (598-646 nm), Chlorophyll-Kanal (651-677 nm), sowie
Hellfeld und Uberlagerung.Der MaRstabsbalken = 5 ym. Weil? umrandet sind jeweils Protoplasten welche ein Signal

im entsprechenden Kanal aufweisen, rot umrandete sind solche die neben einem mCherry-Signal ebenfalls ein
YFP-Signal aufweisen, n = 3.

Fir das Experiment mit D-i/mRD21a-YFP kotransformiert mit mCherry in den Genotypen
von Col-0, ate1 ate2 und prt6-1 (Abbildung 29) zeigt sich, dass im Falle von Col-0 bei vier
mit mCherry transformierte Protoplasten sowohl fir D-iRD21a (mit Granulin-ahnlicher
Doméne) als auch fiir D-mRD21a-YFP nur ein Protoplast in dem Ubersichtsbild ein Signal
fir YFP im Zytoplasma aufweist (rot markiert). Nach der Abspaltung des UBQK29RK48R
prasentiert das YFP-Fusionsprotein ein D als neuen N-Terminus. Im Vergleich dazu zeigen
im Genotyp der Doppelmutante ate? ate2 funf mit mCherry transformierten Protoplasten vier
(iRD21a) bzw. drei (iRD21a) Protoplasten zusatzlich ein Signal fir YFP. In der Mutante prt6-
1 zeigen im Experiment mit D-mRD21a alle mCherry-transfomierten Protoplasten ebenfalls
ein Signal bei 532 nm und in dem Versuch mit D-iRD21a, von sechs mit dem
Kontrollkonstrukt transformierten Protoplasten, die Halfte ebenfalls ein Signal fir YFP. Die

Autofluoreszenz des Chlorophylls hebt sich gut von den zytoplasmatischen Signalen ab.
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Abbildung 30: Stabilitit von RD-i/mRD21a-YFP in Mesophyllprotoplasten von WT und N-end rule pathway-
Mutanten. Transformation von Col-0, ate? ate2 und prt6-1 mit pUBC::UBQX?*RK4R:RD-m/iRD21a:YFP und mCherry.
Fluoreszenzbild, . YFP-Kanal (518-562 nm), mCherry-Kanal (598-646 nm), Chlorophyll-Kanal (651-677 nm), sowie
Hellfeld und Uberlagerung.Der MaRstabsbalken = 5 pm. Weifl umrandet sind jeweils Protoplasten welche ein Signal

im entsprechenden Kanal aufweisen, rot umrandete sind solche die neben einem mCherry-Signal ebenfalls ein
YFP-Signal aufweisen, n = 3.

Sollte RD21a ein Substrat des N-end rule pathways darstellen, miusste es nach der
Abspaltung der N-terminalen Signalsequenz durch ATE1/2 in vivo arginyliert werden. Die
Stabilitdt der potentiell arginylierten i/mRD21a-Varianten wurde durch die Transformation
von UBQK?29RK48R_RD-i/mRD21a-YFP Fusionsproteinen in Mesophyllprotoplasten des
entsprechenden Genotypen untersucht (Abbildung 30). Gut zu sehen ist, dass in Col-0
unabhangig von der transformierten RD21a-Variante nur ein Drittel der mit mCherry
transformierten Protoplasten ebenfalls ein Signal bei 532 nm im Zytoplasma zeigt. Auch in
der Doppelmutante ate? ate2 ist dies flr das Konstrukt RD-iRD21a-YFP der Fall. In der
gezeigten Abbildung 30 fur die Kotransformation von mCherry zusammen mit RD-mRD21a-
YFP weist, von acht Protoplasten mit einem Signal bei 598-646 nm, nur einer ebenfalls ein
YFP-Signal auf (rot markiert). Die Experimente mit den Konstrukten fir RD-ifmRD21a-YFP
in Protoplasten von prt6-1 zeigen ein anderes Bild. Im Falle von RD-mRDRD21a zeigen
50 % der Protoplasten, welche eine mCherry-Signal aufweisen, ebenfalls ein Signal fur YFP
und in dem Versuch mit RD-iRD21a-YFP kann man sogar in zwei von drei Protoplasten ein

Fluoreszenzsignal sowohl bei 518-562 nm als auch bei 598-646 nm detektieren. Erneut sind
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die Chloroplasten durch die Autofluoreszenz des Chlorophylls bei 651-677 nm gut zu

erkennen.
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Abbildung 31: Stabilitdt von G-i/mRD21a-YFP in Mesophyllprotoplasten von WT und N-end rule pathway-
Mutanten. Transformation von Col-0, ate? ate2 und prt6-1 mit pUBC::UBQX#®RK4R:G-m/iRD21a:YFP und mCherry.
Fluoreszenzbild, . YFP-Kanal (518-562 nm), mCherry-Kanal (598-646 nm), Chlorophyll-Kanal (651-677 nm), sowie
Hellfeld und Uberlagerung.Der MaRstabsbalken = 5 ym. Weilt umrandet sind jeweils Protoplasten welche ein Signal
im entsprechenden Kanal aufweisen, rot umrandete sind solche die neben einem mCherry-Signal ebenfalls ein
YFP-Signal aufweisen, n = 3.

Die intakten Protoplasten sind durch ihre runde Form und Abgegrenztheit zum umliegenden
Milieu gut erkennbar und die Chloroplasten sind durch die Autofluoreszenz des Chlorophylls
ebenfalls gut zu sehen. Abbildung 31 zeigt die Experimente der Kotransformation von
mCherry zusammen mit G-i/fmRD21a-YFP. Von vier Protoplasten des Wildtyps transformiert
mit G-if/mRD21a-YFP, welche ein Signal bei 598-646 nm zeigen, weisen ebenfalls zwei ein
Signal im YFP-Kanal auf (rot markiert). Ein &hnliches Bild zeigt sich fir die Transformation
von G-mRD21a-YFP in Protoplasten von ate? ate2 (dritte Spalte). Im Experiment mit der C-
terminal langeren iRD21a-Variante zeigen zwei von fiinf Protoplasten mit einem mCherry-
Signal zusatzlich ein Fluoreszenzsignal fir YFP. In den Protoplasten von prt6-1 zeigen fir
G-mRD21a alle Protoplasten im YFP-Kanal ebenfalls ein Signal bei 598-646 nm, welches im
Zytoplasma lokalisiert ist. Auch bei der Kotransformation von mCherry und G-iRD21a in
diesem Genotyp zeigen von finf Protoplasten mit mCherry-Signal vier ebenfalls ein

Fluoreszenzsignal bei 518-562 nm.
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Abbildung 32: Saulendiagramm zur Auswertung der Transformation von UBQ:X-iRD21a:Strepll:YFP und UBQ:X-
mRD21a:3HA:YFP (X = D, RD, G) im Verhéltnis zu mCherry. Die Ordinate zeigt das Verhéltnis transformierter
Protoplasten mit YFP- und mCherry-Signal zu allen mit mCherry transformierten Protoplasten an. Auf der Abszissen
sind die fir dieses Experiment verwendeten RD21a-Varianten in den entsprechend verwendeten Genotypen
aufgezeigt (Col-0 (blau), ate? ate2 (rot), prt6-1 (griin)). In den Balken ist jeweils die Anzahl der Protoplasten mit
mCherry Signal (x) zur Anzahl der Protoplasten mit beiden Fluoreszenzsignalen(y) angegeben (x/y), die Daten
ergeben sich aus jeweils drei unabhangigen Transformationsexperimenten. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels zweiseitigem Students-TTest: *t<0,02; **t<0,002;***t<0,0002.

In allen Experimenten wurde kein Protoplast gefunden, welcher nur ein YFP-Signal ohne
mCherry zeigte. Fir die Experimente mit X-mRD21a:HA:YFP konnte das Ergebnis der
statistischen Auswertung ebenfalls auf dem Western Blot gezeigt werden (siehe Abbildung
A8 im Anhang). Es wurden insgesamt pro Ansatz tiber 1000 Protoplasten ausgezahlt. Die in
den Balken angegebenen Zahlen (X/y) beziehen sich auf die Protoplasten mit mCherry- und
YFP-Signal (y) im Verhaltnis zu den Protoplasten, welche nur ein Signal fir mCherry gezeigt

haben.

Die ersten drei Balken in Abbildung 32 zeigen die Zusammenfassung der Transformation
von pUBC::RD21A:Strepll:YFP in Col-0, ate1 ate2 und prt6-1. Zu erkennen ist eine leichte
Tendenz zur Stabilisierung dieses Proteins in den N-end rule-Mutanten, jedoch ist diese
nicht statistisch signifikant. Die Ergebnisse der Transformationen von D-i/mRD21a-YFP
zeigen ein anderes Bild. Im zweiten Block der Abbildung 32 ist die unreife RD21a (iRD21a)
dargestellt. In diesem Falle besitzt das eingebrachte Protein noch seine Granulin-dhnliche
Domane und entspricht dem Status, in welchem das native RD21a in der Vakuole gelagert
wird. D-mRD21a ist 106 AS kurzer und stellt das reife RD21a dar. In beiden Konstrukten
fehlt die Vakuolenlokalisationssequenz. Gut zu erkennen ist (Abbildung 32), dass beide
Fusionsproteine die gleiche Stabilitat in Col-0 zeigen. In ate? ate2 und prt6-1 sind sowohl D-
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iRD21a als auch D-mRD21a sehr viel stabiler als im Wildtyp. Zu bemerken ist, dass die
Stabilitdt von D-mRD21a:YFP in den beiden Mutanten nahezu identisch ist, wohingegen D-
iRD21a in ate1 ate2 wesentlich stabiler ist als in prt6-1. Die Fluoreszenzbilder zu diesen
Experimenten sind in Abbildung 29 gezeigt. Als nachstes zeigt Abbildung 32 die dem N-end
rule pathway entsprechenden nachsten Prozessierungsschritt von RD21a (Abbildung 16)
nach Arginylierung durch eine der beiden ATEs. Erneut ist als ersten iRD21a gefolgt von
mRD21a dargestellt. Die Fusionsproteine UBQX29R/K48R:R34-RD21a134-462:Strepll:YFP und
UBQK29R/K48R: R 134,-RD21a134-356:HA:YFP zeigen nach UBQK2RK48R_Apspaltung ein R am N-
Terminus. Zu sehen ist, dass diese Proteine in Col-0 und ate?1 afe2 anndhernd gleich
abundant sind, wohingegen es in prt6-1 signifikant stabiler im Vergleich dazu ist. Diese
Balken entsprechen den statistischen Auswertungen der Abbildung 30. Die letzten beiden
Dreierblocke zeigen die Konstrukte, welche in Abbildung 31 dargestellt sind. Die
Fusionsproteine prasentieren hier ein G am N-Terminus. Der vorletzte Dreierblock entspricht
erneut dem 106 AS-langeren iRD21a. In Col-0 zeigt G-iRD21a eine Stabilitdt von
0,3 relativen Einheiten, wohingegen es im Genotyp ate! ate 2 eine Stabilitat von
0,5 Einheiten hat. Auch in prt6-1 ist G-iRD21a stabiler als im WT, wobei hier eine hohe
Standardabweichung zu erkennen ist. G-mRD21a zeigt in allen drei Genotypen in etwa eine
relative Stabilitat von 0,6-0,7 und ist damit genauso stabil wie das Protein UBQK29R/K48R: D 55-
RD21a135.356:HA:YFP in den Genotypen ate? ate2 und prt6-1. Somit konnte durch die
statistische Auswertung der Daten gezeigt werden, dass RD21a entsprechend des N-end

rule pathways N-terminal-abhangig stabilisiert bzw. destabilisiert ist.

3.3.6.2. N-terminale Abhangigkeit der Proteinstabilitidt von TGG2 in
vivo
Auch die Stabilitat von TGG2 wurde in vivo in Mesophyllprotoplasten untersucht. Hierzu

wurde erneut das Vollangenprotein TGG2 unter Kontrolle des UBQ10-Promotors mit C-
terminalen YFP in die Genotypen Col-0 und prt6-7 mit mCherry als stabiles
Transformationssignal kotransformiert. Es wurde untersucht, ob nach der Prozessierung des
Proteins eine Stabilitdtsanderung entsprechend des N-end rule pathways stattfindet. TGG2
prasentiert nach Abspaltung einer Signalsequenz K29 als neuen N-Terminus. Dieses konnte
mittels ChaFRADIC (siehe Tabelle A im Anhang) in Pflanzenmaterial von prt1-1 erneut
nachgewiesen werden. Die Proteinvarianten K29-TGG2 sowie G29-TGG2 wurden
dahingehend unter zu Hilfenahme der UFT untersucht. Sollte TGG2 ein Substrat des N-
terminal-abhangigen Degradationsweg darstellen, misste K29-TGG2 in Col-0 destabilisiert

sein im Vergleich zu prt6-1.
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Abbildung 33: Stabilitdt von X-TGG2 (X = K, G) in Col-0. Transformation von Col-0 mit pUBC::UBQK2RK 4R X
TGG2:YFP und mCherry. Fluoreszenzbild, Spalte 1: YFP-Kanal (518-562 nm), Spalte 2: mCherry-Kanal (598-
646 nm), Spalte 3: Chlorophyll-Kanal (651-677 nm), Spalte 4: Hellfeld, Spalte 5: Uberlagerung. I: Vollldngen (VL)-
TGG2; II: K-TGG2:YFP; lll: G-TGG2:YFP. Der Mafistabsbalken = 5 ym. Weil3 umrandet sind jeweils Protoplasten

welche ein Signal im entsprechenden Kanal aufweisen, rot umrandete sind solche die neben einem mCherry-Signal
ebenfalls ein YFP-Signal aufweisen.

Die erste Reihe zeigt die Transformation von mCherry und pUBC:: TGG2:Strepll:YFP. Von
den insgesamt 16 intakten Protoplasten, welche im Hellfeld zu erkennen sind, zeigen zwei
fur beide Fluoreszenzproteine ein Signal (Abbildung 33, rot markiert). Wohingegen von den
insgesamt 31 Protoplasten in der zweiten Reihe, vier ein Signal im mCherry-Kanal
aufweisen und zwei von diesen ein zusatzliches Signal bei 518-562 nm zeigen. Hier wurde
das Konstrukt K-TGG2:YFP eingebracht, in welchem K als N-Terminus exponiert wird. Gut
zu erkennen ist, dass das YFP-Signal im Zytoplasma lokalisiert ist. In der dritten Reihe
wurde G-TGG2:YFP zusammen mit mCherry in die Protoplasten eingebracht. Es ist ein
Protoplast zu sehen, welcher sowohl im YFP-als auch im mCherry-Kanal zu erkennen ist
(Abbildung 33).
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Abbildung 34: Stabilitdt von X-TGG2 (X = K, G) in prt6-1. Transformation von prt6-1 mit pUBC::UBQK2R/K4®8R X
TGG2:YFP und mCherry. Fluoreszenzbild, Spalte 1: YFP-Kanal (518-562 nm), Spalte 2: mCherry-Kanal (598-
646 nm), Spalte 3: Chlorophyll-Kanal (651-677 nm), Spalte 4: Hellfeld, Spalte 5: Uberlagerung. I: Volllangen (VL)-
TGG2; II: K-TGG2:YFP; lll: G-TGG2:YFP. Der Mafstabsbalken = 5 ym. Weilt umrandet sind jeweils Protoplasten
welche ein Signal im entsprechenden Kanal aufweisen, rot umrandete sind solche die neben einem mCherry-Signal
ebenfalls ein YFP-Signal aufweisen.

Die Experimente von Abbildung 33 wurden ebenfalls im Genotyp prt6-1 durchgefihrt. Die
Ergebnisse sind als Ubersichtsbilder exemplarisch fiir jeden Ansatz in Abbildung 34 gezeigt.
In der ersten Reihe sieht man die Bilder fiir die Transformation von Vollangen-TGG2:YFP
zusammen mit mCherry. Beide mit mCherry transformierten Protoplasten zeigen zudem ein
YFP-Signal (rot markiert). In der zweiten Zeile ist die Transformation von K-TGG2:YFP
dargestellt. Von insgesamt 35 Protoplasten zeigen sieben ein Signal bei 598-646 nm und in
zwei dieser Protoplasten ist im YFP-Kanal ebenfalls ein Signal zu erkennen. Die letzte Zeile
zeigt die Kotransformation von mCherry und G-TGG2:YFP. Alle mit mCherry transformierten
Protoplasten zeigen ebenfalls ein Signal bei 518-562 nm. Die Autofluoreszenz des
Chlorophylls ist in allen Zeilen gut erkennbar (Abbildung 34) und das YFP-Signal ist in allen

Experimenten zusammen mit dem mCherry-Signal im Zytoplasma lokalisiert.
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Abbildung 35: Saulendiagramm zur Auswertung der Transformation von pUBC::TGG2:YFP, K29-TGG2:YFP und
G-TGG2:YFP im Verhaltnis zu mCherry. Die Ordinate zeigt das Verhaltnis transformierter Protoplasten mit YFP-
und mCherry-Signal zu allen mit mCherry transformierten Protoplasten an. Auf der Abszissen sind die fir dieses
Experiment verwendeten Genotypen aufgezeigt (Col-0 (blau), prt6-1 (rot)). In den Balken ist jeweils die Anzahl der
Protoplasten mit mCherry Signal zur Anzahl der Protoplasten mit beiden Fluoreszenzsignalen angegeben, die
Daten ergeben sich aus jeweils drei unabhangigen Transformationsexperimenten. Die erste Zahl im Balken (x) ist
die Anzahl der Protoplasten mit mCherry-Signal, die Zahl nach dem Bruchstrich (y) ist die Anzahl an Protoplasten
mit beiden Fluoreszenzsignalen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem Students-TTest: *t<0,02;
**t<0,002;***t<0,0002.

In Abbildung 35 ist die Zusammenfassung der Daten aus den Transformationen von
mCherry zusammen mit pUBC::UBQK29R/K48R: TGG2:Strepll:YFP, pUBC::UBQK29R/K48R:K29-
TGG229.547:Strepll:YFP sowie pUBC::UBQK29RK48R:G29-TGG229.547:Strepll:YFP zu sehen. Es
wurden fiir jeden experimentellen Ansatz Gber 1000 Protoplasten ausgezahlt. In den Balken
ist jeweils das Verhaltnis (x/y) von Protoplasten mit beiden Fluoreszenzsignalen (y) zu
Protoplasten mit mCherry-Signal (x) dargestellt. Ein Western Blot dieser Experimente ist in
Abbildung A9 im Anhang gezeigt. Die statistische Auswertung zeigt, dass im Falle von
TGG2-YFP und K-TGG2-YFP kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen Col-0 und
prt6-1 festzustellen ist. Die Fusionsproteine sind unabhangig vom Genotyp der Protoplasten
gleich stabil. G-TGG2-YFP ist in Col-0 um 0,2 Einheiten stabiler als in prt6-1. Jedoch ist
dieser Unterschied nicht statistisch signifikant. Die Abbildung zeigt, dass kein signifikanter
Unterschied zwischen den Konstrukten in unterschiedlichen genotypischen Hintergriinden
besteht.

3.3.7. Interaktion von endogenem RD21a mit der rekombinanten UBR-

Doméne von PRT6
Entsprechend Abbildung 16 folgt nach der mdglichen Arginylierung von RD21a, die

Ubiquitinylierung durch eine E3-Ligase. In Arabidopsis ist PRT6 (Garzoén et al. 2007) als N-
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Rekognin bekannt, da in Mutanten arginylierte Proteine stabilisiert sind im Vergleich zum
Wildtyp. Die annotierte UBR-Domane (TAIR, www.arabidopsis.org) von PRT6 wurde daher
rekombinant als His-MBP-Fusionsprotein exprimiert, an eine Amylose-Saule gekoppelt und
mit Pflanzenextrakt von prt6-1 inkubiert. Das gebundene Protein wurde eluiert und diese
Fraktion nach Aufkonzentration auf endogenes RD21a mittels des spezifischen Antikdrpers
Uberprift (Abbildung 36). Eine schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus ist im
Anhang enthalten (Abbildung A1).

& &

40 kDa
Ungebundenes
Protein
. 70 kDa
Elution W 1— 40kDa a-His

Abbildung 36: Interaktion von rekombinanter His-MBP-UBR-Domane (PRT6) mit endogenem RD21a. Zu sehen ist
die Darstellung der Western Blots nach Kopplung von rekombinant exprimerter UBR-Doméane bzw. freiem MBP an
Amylose-Harz und folgender Inkubation mit Pflanzenextrakt von prt6-1. Detektiert wurde mit a-RD21a-AK (1:1000,
Pico-ECL, 1 min) sowie a-His-AK (1:3000, chromogenes Substrat, 5 min). Die erste Spalte entspricht den Proben
der UBR-Saule, die Zweite Spalte entspricht den Proben der MBP-Saule. Erste und dritte Reihe: Eluat, zweite
Reihe ungebundene Uberstand Pflanzenextrakt (ungebundenes Protein), n = 3.

a-RD21

Nach Inkubation des beladenen S&aulenmaterials mit Pflanzenextrakt von prt6-1 kann weder
von der immobilisierten UBR-Domane, noch von der Negativkontrolle (MBP) RD21a eluiert
werden (Elutionsfraktion mit RD21a-AK). Im Uberstand des verwendeten Extraktes sind
jedoch die Banden fiir iRD21a und mRD21a sehr gut zu erkennen und auch die Kontrolle auf
das rekombinante Fusionsprotein zeigt klar eine Bande fir das jeweils immobilisierte
Protein. Der His-AK detektiert im Falle des Fusionsproteins His-MBP-UBR eine Bande
knapp unterhalb der 70 kDa Markerbande, im Falle des Proteins His-MBP ist eine klare
Bande auf Hohe der 40 kDa Markerbande zu erkennen (Abbildung 36). Es konnte somit
keine Interaktion der rekombinanten UBR-Domane von PRT6 mit endogenem RD21a

nachgewiesen werden.

3.3.8. Ubiquitinylierung von rekombinantem RD21a in Pflanzenextrakt
Zur weiteren Uberpriifung ob RD21a in Abhéngigkeit seines prasentierten N-Terminus von

PRT6 erkannt und ubiquitinyliert werden kann, wurde rekombinant exprimiertes X-
mRD21a:HA (X = D, RD, G) an HA-Agarose gekoppelt, mit Pflanzenextrakt von Col-0 oder
prt6-1 inkubiert und die Ubiquitinylierung via UBQ-AK untersucht.
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Abbildung 37: Ubiquitinylierung von X-mRD21a:HA in Pflanzenextrakt von Col-0 und prt6-1. Gezeigt sind die
Western Blots, nach UBQ-AK-Detektion (1:3000, Femto-ECL 30 sek, oben) bzw. HA-AK Detektion (1:1000, Pico-
ECL, 1 min, unten) als Ladekontrolle der Experimente mit PE von Col-0 (A) und prt6-1 (B). 1 zeigt jeweils die
Pflanzenextrake nach Inkubation mit HA-Agarose, 2 den Pflanzenextrakt vor der Reaktion, Spur 3-6, 7-10 und 11-
14 zeigen die Proteine X-mRD21a:HA (X = D, RD, G) nach Inkubation im Puffer (Spur 3, 7, 11), Input (Spur 4, 8,
12) Elution nach 3 h Inkubation in Pflanzenextrakt (Spur 5, 9, 13) sowie Inkubation in Pflanzenextrakt mit MG132
(Spur 6, 10, 14), n = 3. Der hellrote Pfeil zeigt die Lage des X-mRD21a:HA Proteins an (ca. 35 kDa), der dunkelrote
Pfeil die Lage des ungespaltenen His-MBP-tev-X-mRD21a:HA (ca. 70 kDa). 1ug rekombinantes Protein je Ansatz
eingesetzt.

Der eingesetzte Pflanzenextrakt nach Inkubation mit der HA-Agarose ohne rekombinant
gekoppeltes Protein (1 pg) von Col-0 bzw. prt6-1 ist in der ersten Spur von A und B in
Abbildung 37 zu sehen. Es ist kein Unterschied im Bandenmuster zwischen den beiden
Genotypen zu erkennen. Mit dem UBQ-AK koénnen jeweils vier Banden detektiert werden.
Eine unterhalb der 35 kDa Markerbande, eine Doppelbande zwischen 35 kDa und 50 kDa
sowie eine Bande knapp unterhalb der 70 kDa Markerbande. Diese Banden sind auch in
allen Ansatzen des Experiments zu erkennen. Bei der groften und der kleinsten Bande
handelt es sich wahrscheinlich um die schwere und die leichte Kette des an die Agarose-
gekoppelten HA-AKs, da diese Banden ebenfalls mit dem HA-AK in beiden Genotypen zu
detektieren sind (Pecot und Malhotra 2004). Auch die Doppelbande ist im HA-WB in beiden
Genotypen zu erkennen. Der Pflanzenextrakt vor der Zugabe der HA-Agarose ist in Spur 2
fur den entsprechenden Genotyp gezeigt. Mit dem UBQ-AK ist eine Schwarzung oberhalb
von der 70 kDa Markerbande zu erkennen, welche im Col-0 WB (Abbildung 37 A) starker
ausgepragt ist. Mittels des HA-AKs ist in diesem Ansatz nichts zu detektieren. D-
mRD21a:HA welches an HA-Agarose gekoppelt und fir die Dauer des Experiments im
Puffer des PEs inkubiert wurde ist in der Spur daneben gezeigt (3). Die siebte Spur zeigt
dies fur den Ansatz mit dem Protein RD-mRD21a:HA und die elfte Spur mit dem Protein G-
mRD21a:HA. In beiden Western Blots, detektiert mit UBQ-AK ist keine Bande zu erkennen,

wohingegen beide HA-WBs jeweils in Spur 3 und 7 zwei Banden, in Spur 11 drei Banden
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zeigen. In allen drei Ansatzen ist die unterste Bande auf Hohe der 35 kDa Markerbande (X-
mRD21a-HA) und die hochste Spur knapp Uberhalb der 70 kDa-Markerbande. Hierbei
handelt es sich um ungespaltenes His-MBP-tev-X-mRD21a:HA Protein. Die Generierung der
Substrate ist im Material- und Methodenteil sowie in Naumann et al. 2016 beschrieben. Das
Fehlen von His-MBP-tev-GmRD21a:HA ist darauf zurlickzufihren, dass G als neuer N-
Terminus die ideale Spaltsequenz der TEV-Protease widerspiegelt und daher nur noch ein
geringer Anteil an N-terminalen Fusionsprotein vorlag. In Spur 11 in beiden WBs ist jeweils
noch eine Bande unterhalb der 70 kDa Markerbande zu erkennen, welche ebenfalls in den
Spuren 12-14 zu erkennen ist. Diese entspricht der bereits beschriebenen Bande aus der
Inkubation der HA-Agarose mit Pflanzenextrakt von Col-0 bzw. prt6-1. In der vierten, achten
und zwolften Spur ist die Input Fraktion fur die entsprechenden Proteine zu sehen (4: D-
mRD21a:HA, 8: RD-mRD21a:HA, 12: G-mRD21a:HA). Im Bild des HA-AKSs sind die gleichen
Banden zu sehen wie in dem Ansatz, in welchem das rekombinante Protein mit Puffer
inkubiert wurde. Der UBQ-AK detektiert erneut ein héhermolekulares Signal. In Spur 5 und 6
ist die Elution der HA-Agarose beladen mit D-mRD21a:HA nach dreistlindiger Inkubation mit
dem entsprechenden Pflanzenextrakt mit (Spur 6) und ohne (Spur 5) Proteasominhibitor
(Abbildung 37) gezeigt. Im Falle von DmRD21a:HA in Pflanzenextrakt von Col-0 erkennt
man, sowohl mit UBQ-AK als auch mit HA-AK ein Signal in der Spur, beginnend auf Hohe
der 35 kDa Markerbande. Nach Inkubation von DmRD21a:HA in prt6-1-Pflanzenextrakt ist
mittels des UBQ-AKs ein Signal von ca. 35 kDa bis ca. 50 kDa zu erkennen, danach zeigt
der UBQ-AK eine Bandenleiter, deren Intensitat in Gegenwart von MG132 zunimmt. Dieses
Signal ist jedoch nicht im HA-AK erkennbar. Hier sieht man jeweils eine Bande auf Hohe der
35 kDa Markerbande, gefolgt von einer Bande bei ca. 50 kDa und einer kurz Uberhalb der
70 kDa Markerbande. Die Elutionsfraktion des Experimentes von rekombinant exprimierten
RD-mRD21a:HA nach Inkubation mit PE mit (Spur 10) und ohne (Spur 9) MG132 sind in den
Spuren 9 und 10 gezeigt. Die Ansatze zeigen auf dem Western Blot von Col-0 (A) das
gleiche Bild und sind in diesem Falle identisch zu den Spuren 5 und 6 fur beide Antikodrper-
Detektionen. Die HA-markierten Proteine unterscheiden sich darin, dass RD-mRD21a:HA N-
terminal eine AS (R) mehr besitzt. Ein hnliches Bild zeigt sich nach der Inkubation in prt6-1-
Pflanzenextrakt. Auch hier unterscheiden sich die Ansatze Fiinf und Sechs optisch nicht von
den Ansatzen in den Spuren 9 und 10. In Spur 10 ist nach Detektion mittels UBQ-AK eine
Verstarkung des héhermolekularen Signals zu erkennen. Auch ist nach der Detektion mittels
HA-AK eine Leiterbildung der Banden erkennbar. Nach der Inkubation von RD-mRD21a-HA
sieht man dort die bereits erwahnten Banden bei 35 kDa, 50 kDa und oberhalb von 70 kDa,
danach ist jedoch im Gegensatz zur Inkubation von DmRD21a-HA in prt6-1 ein Signal des
WBs im hohermolekularen Bereich zu erkennen, ahnlich wie bei den Spuren 9 und 10 nach
Inkubation in Pflanzenextrakt von Col-0, wobei diese eine sehr viel starkere Intensitat
aufweisen. Die Elutionsfraktion des Proteins G-mRD21a:HA nach Inkubation in
Pflanzenextrakt von WT bzw. prt6-1 ist in den letzten beiden Spuren der WBs gezeigt
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(13,14). Im Ansatz des Wildtyps ist ein Signal von 35 kDa bis ca 50 kDa mit Hilfe des UBQ-
AKs zu erkennen, ahnlich den Ansatzen mit DmD21a-HA (Abbildung 37B: 5,6) und RD-
mRD21a-HA (Abbildung 37B: 9,10) des prt6-1-Extraktes. Oberhalb von 70 kDa ist eine
schwache Bandenleiter zu erkennen, wobei die Anwesenheit von MG132 keinen sichtbaren
Effekt hat. In diesen Spuren sind mittels HA-AK drei Banden sichtbar. Die erste ist auf Hohe
der 35 kDa Markerbande, die zweite kurz dariiber und die dritte kurz oberhalb der 70 kDa
Markerbande. Im Ansatz ohne Inhibitor ist zudem ein kontinuierliches Signal zwischen der
ersten und der letzten Bande zu sehen. Im Experiment nach Inkubation von G-mRD21a:HA
in Pflanzenextrakt von prt6-1 sind unabhangig von MG132-Zugabe mittels UBQ-AK drei
Banden zu erkennen. Eine Doppelbande bei ca. 35 kDa und eine Bande bei ca. 50 kDa.
Zwei Banden der Grofle 35 kDa und 50 kDa sind ebenfalls unter Verwendung des HA-AKs
detektierbar. Auch hier hat der Einsatz von Proteasominhibitor keinen sichtbaren Effekt.
Insgesamt entspricht der Ansatz von G-mRD21a-HA in beiden Genotypen dem Bild des
entsprechenden Pflanzenextraktes ohne rekombinantes Protein (Spur 1). Durch dieses
Experiment konnte gezeigt werden, dass rekombinantes D-mRD21a-HA als auch RD-
mRD21a-HA im Pflanzenextrakt von Col-0 ubiquitinyliert wird. Im Gegensatz dazu ist dies
nicht fir G-mRD21a-HA sowohl in Col-0 als auch in prt6-1 zu beobachten. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass lediglich RD-mRD21a-HA in Pflanzenextrakt von prt6-1 in geringerem

Malfe als in Col-0 ubiquitinyliert wird.

3.3.9. Ubiquitinylierung von endogenem RD21a
Nachdem gezeigt werden konnte, dass rekombinantes RD21a in Col-0 N-terminal spezifisch

ubiquitinyliert wird, sollte die Ubiquitinylierung von endogenem RD21a in Col-0 sowie den N-
end rule pathway-Mutanten ate! ate2 und prt6-1 untersucht werden. Endogen
ubiquitinylierte Proteine kénnen mit Hilfe von Tandem Ubiquitin Binding Entities (TUBE) aus
Pflanzenextrakt isoliert und auf einem Western Blot visualisiert werden (Hjerpe et al. 2009;
Lopitz-Otsoa et al. 2012; Aillet et al. 2012).

Col-0 ate1 ate2 prt6-1

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

MG132
PR-616
1,10-Phenanthrolin

4
¥
¥
+

+ 4+ + o

40 kDa

a-RD21
35kDa

o e - e ‘ ‘ ‘ ‘ cBB

Abbildung 38: Ubiquitinylierung von endogenem RD21a in Pflanzenextrakt von Col-0, ate1 ate2 und prt6-1.
Dargestellt sind die Western Blots der TUBE-Versuche in Col-0 ohne (Spur 1-3) und mit MG132 und DUB-
Inhibitoren (Spur 4-6), in ate1 ate2 ohne (Spur 7-9) und mit MG132 und DUB-Inhibitoren (Spur 10-12) und in prt6-1
ohne (Spur 13-15) und mit MG 132 und DUB-Inhibitoren (Spur 16-18). WB a-RD21a (1:1000, Pico-ECL, 90 sek),
WB a-UBQ (1:3000, Femto-ECL, 30 sek) Die Ladekontrolle erfolgte mittels Coomassiefarbung (CBB), n (je
Genotyp) = 3.
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Die Experimente zum Pull-down von ubiquitinylietem endogenen RD21a wurden in
Pflanzenextrakt ohne Inhibitoren und in Anwesenheit von MG132, sowie den DUB-
Inhibitoren PR-619 und 1,10-Phenanthrolin zur Anreicherung polyubiquitinylierter Proteine
parallel durchgefiihrt (Abbildung 38). Die Input Fraktionen des Col-0-Pflanzenextrakts zeigen
zwei Banden auf Hohe der 35 kDa Markerbande sowie der 40 kDa Markerbande. Hierbei
handelt es sich um die Banden fir mRD21a und iRD21a. Die Fraktion der ungebundenen
Proteine nach der Inkubation mit TUBE ist in Spur zwei und finf zu sehen. Erneut sind die
beiden Banden fir die endogenen RD21a-Varainten sichtbar. Die Elutionsfraktionen
hingegen zeigen fiir Col-0 beide eine Bande auf Hohe der 40 kDa Markerbande (entspricht

iRD21a) unabhangig von Ab-und Anwesenheit der Inhibitoren.

Im Genotyp der ate1 ate2 Doppelmutanten zeigt der Western Blot ein anderes Bild. Erneut
zeigt der WB des Pflanzenextrakts die beiden spezifischen Banden fur iRD21a und mRD21a
( Spur 7 und 10). Hierbei ist zu sehen, dass die Intensitat von iRD21a starker ist im Vergleich
zu mRD21a, ein experiementeller Fehler (Verbrauch ECL-Substrat) kann hier nicht
ausgeschlossen werden. Dies zeigt sich auch in der Fraktion der ungebundenen Proteine
(Spur 8 und 11). Es sind keine Banden fir RD21a in der Elutionsfraktion ohne Inhibitoren zu
sehen (Spur 9), die Spur ist leer, wohingegegen eine Bande bei ca. 40 kDa in der
Elutionsfraktion des Pflanzenextraktes zu sehen ist, welcher mit Proteasom- und DUB-
Inhibitoren behandelt wurde (Abbildung 38, Spur 12).

Auch im Pflanzenextrakt von prt6-1 sieht man im Input zwei Banden entsprechend der zuvor
erwahnten GroRe (Spur 13 und 16). Auch hier ist iRD21a (40 kDa) im Verhaltnis zu mRD21a
(35 kDa) hoher abundant. Die Fraktion der ungebundenen Proteine (Spur 14 und 17 in
Abbildung 38) zeigt nach Detektion mittels RD21a-AK diese beiden Proteinbanden. Wie
bereits im Genotyp der ate! ate2 Doppelmutanten, kann in der Elutionsfraktion ohne
Inhibitoren keine Proteinbande detektiert werden (Spur 15). In Anwesenheit von MG132, PR-
619 und 1,10-Phenanthrolin ist nach Elution des TUBE-Materials eine schwache Bande auf
Hohe der 40 kDa Markerbande detektierbar (Spur 18). So konnte gezeigt werden, dass
RD21a in allen drei Genotypen in vivo ubiquitinyliert wird, dies jedoch in den Mutanten des
N-end rule pathways stark reduziert ist, im Vergleich zum Wildtyp. Exemplarisch wurde ein
Versuch mit dem Genotyp der Mutante rd27-1 durchgefihrt (Abbildung A10, sieche Anhang).

Es konnte keine Bande in der Elutionsfraktion mittels des RD21a-AKs detektiert werden.
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4. Diskussion

Mittels Literaturrecherchen und komparativer Proteomik war es moglich eine Liste neuer,
potentieller Substrate des N-end rule pathways in Arabidopsis zu erstellen und durch
Etablierung neuer innovativer Enzymassays, diese biochemisch ndher zu charakerisieren.
Im Folgenden findet die Diskussion der Ergebnisse zu den Proteinen RIN4, TGG2 und
RD21a hinsichtlich ihrer méglichen Rolle als N-end rule-Substrat, sowie die Einordnung der

Methodik und die biologische Relevanz der erhaltenen Ergebnisse statt.

4.1. RIN4 als bona fide Substrat des N-end rule pathways
Aus Literaturrecherchen ergab sich RIN4 als erstes potentielles Substrat des N-end rule

pathways (Chisholm et al. 2005; Day et al. 2005; Kim et al. 2005a; Kim et al. 2005b;
Takemoto und Jones 2005; Varshavsky 2011; Gibbs et al. 2016). Dieses Protein ist mit

seinem C-Terminus an der Zellmembran verankert und mit der Abwehrreaktion nach

Pathogenbefall von P. syringae assoziiert (Kim et al. 2005b). Unter anderem wird es durch
die Protease AvrRpt2 von P. syringae an zwei konservierten Schnittstellen (PX1FGX2W)
gespalten, wobei X1 variabel ist und X2 den N-end rule relevanten N-Terminus widerspiegelt
(Chisholm et al. 2005; Takemoto und Jones 2005). Die Spaltung des Proteins N-und C-
terminal flhrt zum einen zur Generation eines neuen N-Terminus (AS11 = Xz der ersten
Schnittstelle), zum anderen, durch die Abspaltung des Membranankers (zweite Spaltstelle
nach AS152), zur Freisetzung des Proteins von der Membran in das Zytosol der Zelle.
Dieses mobile Fragment RIN411.152 aktiviert anschlieRend die ETI (Kim et al. 2005a; Day et
al. 2005). Verschiedene Studien an Peptiden sowie dem Vollangenprotein RIN4 in Blattern
von N. benthamiana legten die Vermutung nahe, dass RIN4 ein Substrat des N-end rule
pathways darstellen kdnnte (Chisholm et al. 2005), wohingegen Studien an diesem Protein
in Arabidopsis dagegen argumentieren, da hier keine Stabilisierung bzw. Destabilisierung in
Abhangigkeit des N-end rule pathways gezeigt werden konnte (Kim et al. 2005a; Day et al.
2005). Trotz dieser widersprichlichen Ergebnisse wird RIN4 als N-end rule pathway
Substrat angesehen (Varshavsky 2011; Gibbs et al. 2016, TAIR, www.arabidopsis.org). Die
Ergebnisse dieser Arbeit und einer 2013 betreuten Masterarbeit (Mai 2013) zeigen den
Versuch der biochemischen Charakterisierung von RIN4 als N-end rule Substrat und somit

die mdgliche Einordnung als solches.

Nach Prozessierung durch AvrRpt2 prasentiert das mobile Fragment von RIN4 (AS11-152)
ein N als neuen N-Terminus im Zytosol. Diese AS ist tertiar destabilisierend im N-end rule
pathway, was bedeutet, dass das Protein in einem ersten Schritt N-terminal zu D deamidiert

werden misste. So konnte anschliefend durch die N-terminale Arginylierung, katalysiert
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durch ATE1/2, die primar destabile AS R in der Zelle prasentiert werden. Diese wirde durch
die potentielle E3-Ligase PRT6 in Arabidopsis erkannt und das Protein nach
Ubiquitinylierung dem 26S-Proteasom zugefiihrt werden (Garzén et al. 2007; Gibbs et al.
2014a). Abbildung 4 =zeigt diese mogliche Prozessierung des Fragments RIN411.15
schematisch. Die Stabilitdt des naturlich auftretenden Fragments N-RIN411.152 wurde sowohl
in vivo in Protoplasten als auch in vitro im zellfreien Kanincheretikulozytenlysat untersucht.
Hierbei traten entgegengesetzte Ergebnisse auf. Zum einen kann eindeutig eine
Stabilisierung von N-RIN411.152:YFP in Protoplasten von ate1 ate2 sowie prt6-1 im Vergleich
zu Col-0 Protoplasten gezeigt werden (Abbildung 10). Dies legt die Vermutung nahe, dass
es sich bei RIN4 um ein Substrat des N-end rule pathways handeln kénnte und auch die
WBs (Abbildung A2, Anhang) zeigen die Stabilisierung des Fragments in den Mutanten im
Vergleich zu Col-0. Im Wildtyp kdnnte das eingebrachte Protein entsprechend Abbildung 4
prozessiert werden, wohingegen es in der afe1 ate2-Mutante nach der Deamidierung nicht
arginyliert werden kann. In der prt6-1 Mutante sollte keine Ubiquitinylierung stattfinden
(Graciet und Wellmer 2010). Zum anderen konnte jedoch keine Destabilisierung von X-
RIN411.152 (X = N, D, RD, G) in Abhangigkeit des N-Terminus in vitro observiert werden
(Abbildung 9). Die Stabilisierung bzw. Destabilisierung pflanzlicher Proteine kann im Lysat
von Kaninchenretikulozyten gezeigt werden, da der N-end rule pathway in Pflanzen und
Tieren hochkonserviert ist (Gibbs et al. 2014a) und bereits die N-end rule pathway-Substrate
der ERFVII-Gruppe erfolgreich hinsichtlich ihrer Stabilitdt in diesem System untersucht
wurden (Gibbs et al. 2011). Der kommerziell erhaltliche Weizenkeimextrakt ist nicht
anwendbar, da hier kein aktives Proteasom vorhanden ist (Anderson et al. 1983). Die
Proteine X-RIN411.452 (X = N, D, RD, G) wurden vor der Behandlung mit CHX in gleichen
Mengen im Kaninchenretikulozytenlysat exprimiert. 90 min nach Blockierung der
Proteinbiosynthese durch Zugabe von CHX ist die Abundanz aller Proteinvarianten nahezu
unverandert. Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass das Protein unabhangig seines
prasentierten N-Terminus stabil zu sein scheint und nicht abgebaut werden kann. In der
Masterarbeit von Frau Carolin Mai wurde das gleiche Experiment einmalig mit 3°S-
markiertem Methionin durchgefiihrt. Hierbei wurde der Abbau mittels Autoradiographie
verfolgt, welche durch die Intensitatsmessungen sensitiver als die Western Blot Analyse ist.
Die Ergebnisse aus dieser Arbeit zeigen eine Tendenz zur Degradation von X-RIN411.211 in
Abhangigkeit seines prasentierten N-Terminus. Jedoch unterliegen die Messungen starken
Schwankungen und sind aufgrund der Einmaligkeit des Experiments vorsichtig zu
betrachten. Auch sollte bericksichtigt werden, dass das betrachtete Fragment der
Masterarbeit RIN411.211 nicht dem nativ vorkommenden Fragment RIN441.152 entspricht. Die
Einordnung von RIN4 als N-end rule-Substrat basiert auf Stabilitadtsuntersuchungen einer
nicht-natdrlich vorkommenden 30 AS langen Proteinsequenz (21 AS nach Spaltung durch
AvrRpt2) in N. benthamiana (Takemoto und Jones 2005). Unabhangige Untersuchungen

zeigten zudem, dass die Membranlokalisation von RIN4 ebenfalls eine wichtige Funktion
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hinsichtlich seiner Stabilitat spielt (Kim et al. 2005b). Dies legt die Vermutung nahe, dass
RIN4 unabhangig seines prasentierten N-Terminus abgebaut werden kann. Daher ist die
Betrachtung des nativ im Zytoplasma vorkommenden RIN441.45; wichtig fur dessen

Einordnung hinsichtlich der N-terminal abhangigen Degradation.

Die erste biochemische Reaktion gemall der N-end rule ware die Deamidierung von N-
RIN411.152 zu D-RIN411.452. In Arabidopsis wurden mittels Homologierecherche zu den
bekannten Sauger-NTAs zwei putative Deamidasen NTAN1 und NTAQ1 identifiziert und
hinsichtlich ihrer Substratspezifitat im Zuge einer Bachelorarbeit charakterisiert (Graciet et al.
2010; Kind 2013). Die Ergebnisse der Bachelorarbeit von Frau Anne Kind zeigen, dass
NTAQ1 spezifisch Q-Peptide als Substrate erkennt und somit die Deamidierung von Q zu E
katalysiert. Dennoch konnte ebenfalls ein geringer Umsatz von N zu D durch dieses Enzym
gemessen werden (Kind 2013). Da eine Expression und Reinigung einer katalytisch aktiven
NTAN1 in verschiedenen Organismen nicht moglich war, wurde untersucht, ob NTAQ1 in
der Lage ist N-RIN4 zu D-RIN4 umzusetzen. In Abbildung 11 ist klar zu erkennen, dass dies
nicht zutrifft. Sollte N-RIN411.152 ein Substrat des N-end rule pathways darstellen, wird es
moglicherweise durch NTAN1 deamidiert (Graciet et al. 2010). Es konnte bisher jedoch nicht
gezeigt werden, dass NTAN1 die einzige Deamidase in Arabidopsis fur N darstellt. Es ist
daher ebenfalls denkbar, dass RIN4 durch eine bisher unbekannte Deamidase umgesetzt

wird.

Der zweite Schritt der Prozessierung von RIN411.152 ist die Arginylierung von D-RIN4 zu RD-
RIN4 entsprechend Abbildung 4. Abbildung 12 zeigt die Arginylierung von D-RIN4 zu RD-
RIN4, katalysiert durch ATE1 aber nicht durch ATE2. Die Reaktion ist N-terminal spezifisch,
da das Protein G-RIN4 ebenfalls nicht von ATE1 arginyliert wurde. Daher kann vermutet
werden, dass bei natirlichem Vorkommen von D-RIN414.152 dieses durch ATE1 zu RD-RIN4
arginyliert werden kann. Die rekombinante ATE2 scheint enzymatisch inaktiv zu sein, da
auch keine Arginylierung der Positivkontrolle beobachtet werden konnte. Es ist daher nicht

auszuschlieRen, dass RIN4 in vivo nicht auch durch dieses Enzym arginyliert werden kann.

Fasst man alle Ergebnisse der Untersuchungen von RIN4 als N-end rule Substratkandidaten
zusammen, ergibt sich kein klares Bild. Die Stabilisierung von N-RIN441452 in den
Protoplasten der N-end rule-Mutanten legt einen N-terminal abhangigen Abbauweg nahe,
gestltzt wird dies durch die eindeutige Arginylierung von D-RIN4 zu RD-RIN4 in vitro und
den bereits publizierten Untersuchungen (Takemoto und Jones 2005). Jedoch war es nicht
moglich, die Deamidierung des nativ auftretenden Fragments N-RIN4 zu zeigen, da das
dafir vermutlich nétige Enzym nicht funktionell exprimiert werden konnte (Kind 2013). Dies
ware ein Schlisselexperiment, denn nur die Umsetzung von N-RIN4 zu D-RIN4 wiirde diese
auftretende Variante des RIN4 in vivo generieren. Die Arginylierung von D-RIN4 in vitro
durch die ATE1 zeigt, dass es ein Substrat des Abbauweges sein konnte. Sollte D-RIN4
in vivo nicht vorkommen, so kann vermutet werden, dass ATE1 die N-terminal prasentierte
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sekundar destabile AS unabhangig von der Proteinidentitdt arginyliert. Auch die
Untersuchungen von Frau Carolin Mai hinsichtlich der Stabilitat verschiedener X-RIN444.
211:YFP Fusionsproteine im Wildtyp (X = N, D, RD, G) und in den Mutanten des N-end rule
(ate1 ate2, prt6-1) lassen keinen eindeutigen Schluss zu (Mai 2013). Es gibt Hinweise
darauf, dass RIN4 ein Substrat des N-end rule pathways darstellt. Hierzu z&hlen die
Destabilisierung von N-RIN411.152 in Wildtypprotoplasten im Vergleich zu ate1 ate2 und prt6-1
(Abbildung 10), die Arginylierung von D-RIN4 durch ATE1 in vitro (Abbildung 12), sowie die
Tendenz zur Destabilisierung im Retikulozytenlysat. Dagegen sprechen die Beobachtungen
von Chisholm et al. 2005, sowie der fehlende Nachweis von D-RIN4 und RD-RIN4 in vivo
und die fehlende Destabilisierung von X-RIN441452 im Kaninchenretikulozytenlysat
(Abbildung 9). Auch ist es nicht mdglich die beiden anderen wichtigen Parameter, neben der
destabilen N-terminalen AS, eines N-end rule-Substrates in einer Struktur von RIN4 zu
validieren. Daher kann keine eindeutige Aussage Uber die Flexibilitdt des N-Terminus sowie
die strukturelle Nahe ubiquitinylierbarer Lysinseitenketten getroffen werden. Die verfiigbare
Kristallstruktur (PDB-Code: 2NUD) umfasst lediglich das mit AvrB kokristallisierte Peptid von
AS 142-176 und das Modell in der Protein Model Datenbank
(http://www.proteinmodelportal.org) ist unzureichend validiert. RIN4 ist ein intrinsisch
ungeordnetes Protein und diese Flexibilitdt wird durch Phosphorylierung noch erhoht. Im
Gegensatz dazu fihrt die Interaktion mit einem anderen Protein zur Stabilisierung (Lee et al.
2015a). Untersuchungen in vivo zeigen eine N-end rule-unabhangige Destabilisierung von
RIN4 (Dr. Emmanuelle Graciet, personliche Mitteilung). Zudem wurde RIN4 nicht in den
Proteomikexperimenten (Shotgun und DIGE) als hochreguliert in den Mutanten ate? ate2
und prt6-3 detektiert (siehe Tabellen A6, A7, A8 im Anhang). Dies kdnnte an der zu geringen
Abundanz liegen, jedoch ist auch zu beachten, dass, sollte RIN4 nur Uber diesen
Proteindegradationsweg abgebaut werden, es in den N-end rule-Mutanten zu einem
Uberschuss an RIN4 kommen miisste. RIN4 interagiert mit verschiedenen Proteinen der
Pathogenabwehr wie zum Beispiel RPM1, RPS2, HopF2 und RIPK (Deslandes und Rivas
2012). Sollte RIN4 nur tUber den N-end rule pathway abgebaut werden, wirde es bei dessen
Ausfall zu einer Verschiebung des durch RIN4 mediierten Gleichgewichts fihren und die
Pflanzen durch Aktivierung der PTI energetisch negativ beeinflussen. Die N-end rule
pathway-Pflanzen sollten dann einen ahnlichen, wenn auch abgeschwachten Phanotyp wie
die RIN4-Uberexpressionslinien zeigen (Kim et al. 2005a). Daher ist durchaus denkbar, dass
RIN4 auch Uber weitere Degradationswege erkannt und abgebaut wird (Kim et al. 2005a).
Eine héhere Abundanz von RIN4 in der Zelle wirde zum Einen zu einer verbesserten PTI
fihren, da diese erhéht bzw. reduziert in RIN4-Uberexpressionen bzw. Nullmutanten ist (Kim
et al. 2005b). Des Weiteren ware ein erhdhter Pool an phosphoryliertem RIN4 im Zytosol zu
finden (durch RPK), was eine schnellere bzw. bessere Aktivierung der ETI zu Folge haben

musste (Liu et al. 2011b; Deslandes und Rivas 2012). Dies ist jedoch nicht der Fall, im
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Gegensatz dazu konnte bisher kein veranderter Phanotyp in den Mutanten nach Infektion

mit P. syringae beobachtet werden (Dr. Emmanuelle Graciet, persénliche Kommunikation).

4.2. ldentifizierung von potentiellen N-end rule pathway Substraten

durch komparative Proteomik
In dieser Arbeit wurden drei verschiedene proteomische Ansatze gewahlt, um neue

potentielle Substrate des N-end rule pathways zu identifizieren. Der Grundgedanke war hier,
dass Proteine, welche Uber diesen Degradationsweg abgebaut werden, in den Mutanten, in
welchen Schlisselkomponenten deletiert sind, im Vergleich zum Wildtyp angereichert sein
sollten. In der Doppelmutante ate? ate2 sind die beiden potentiellen Arginyltransferasen
ATE1 und ATE2 deletiert (Yoshida et al. 2002; Graciet et al. 2009), was zu einer
Anreicherung von Proteinen mit sekundar und tertiar destabilen N-Termini (N, Q, C, D, E,
COx) fiihren koénnte, da diese nicht weiter prozessiert werden sollten. In der Mutante prt6-3 ist
das Gen der potentiellen Ubiquitin E3-Ligase PRT6 durch eine T-DNA-Insertion
unterbrochen. Es wird diskutiert, dass PRT6 R als primar destabilisierende AS erkennt
(Garzon et al. 2007) und dem Abbau zufiihrt. In der prt1-1 Mutante ist die mdogliche E3-
Ubiquitin Ligase, welche F als primar destabile AS erkennen sollte, durch ein vorzeitiges
Stopcodon mutiert, sodass Proteine mit einem Typ 2-Degron am N-Terminus stabilisiert sein
sollten (Potuschak et al. 1998; Stary et al. 2003). In prt6-3 sollten daher Proteine mit tertiar,
sekundar und mit R und K als priméar destabilen N-Terminus angereichert sein und in prt1-1

Typ 2-Degron-prasentierende Proteine (F, W, Y).

Die DIGE ist von den angewendeten Methoden die insensitivste, da hier zumeist nur ca.
1000 Proteine auf einem Gel visualisiert werden kdnnen, wobei es sich um die am hdchsten
abundanten handelt (Petrak et al. 2008). Sie ist relativ schnell und kostenguinstig, zudem
erlaubt sie nach Detektion die Korrelation von Molekulargewicht (MW) und pl der
identifizierten Proteine (Unli et al. 1997; Lilley und Friedman 2004). In dieser Arbeit wurden
zwei verschiedene Proteinfallungsprotokolle angewendet und die resultierenden Proteome
mittels DIGE untersucht, da in einem Vorversuch gezeigt wurde, dass unter Verwendung
beider Protokolle unterschiedliche Proteine gefallt werden konnten. Somit sollte ein groRerer
Uberblick (ber das Gesamtproteom erhalten werden. Insgesamt sind in beiden
experimentellen Ansatzen Uber 1900 Proteine auf dem Gel detektiert worden (Abbildung 13,
Abbildung 14). Bei der TCA-abhangigen Fallung wurden insgesamt 49 Proteinspots als
hochreguliert im Vergleich zum Wildtyp entdeckt (Tabelle A7 im Anhang) und 27 Spots in der
TCA-freien Fallung (Tabelle A6, Anhang). Nur zwei dieser Proteinspots waren identisch auf
beiden Gelen (CN30/CN142 sowie CN36/CN149). Dies bestatigt den Einsatz der
unterschiedlichen Fallungsprotokolle. Die TCA-Fallung wird als sehr effizient und gut zur
Visualisierung hochmolekularer Proteine beschrieben (Wongpia et al. 2015), besitzt aber
den Nachteil, dass die Proteine mit Beginn der Fallung denaturiert vorliegen und nicht alle

Proteine prazipitiert werden (Koontz 2014). Die Fallung ohne Verwendung von TCA erhalt
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den nativen Zustand der Proteine bis zur Phenolextraktion und ist somit geeignet, Proteine
mit geringerem Molekulargewicht zu prazipitieren (Koontz 2014). Dies kann man auf den
beiden Abbildungen 13 und 14 sehr gut erkennen (Fulgentini et al. 2008; Wang et al. 2008a;
Wongpia et al. 2015). So befindet sich Uber die Halfte der als hochreguliert identifizierten
Proteine nach TCA-abhangiger Prazipitation (Abbildung 13) oberhalb der grofien
Untereinheit der RuBisCO mit 55 kDa (Andersson und Backlund 2008), wohingegen in der
TCA-freien Fallung die Verteilung der Proteine Uber das gesamte Gel erfolgt (Abbildung 14).
Hier ist die Proteinanzahl jedoch wesentlich geringer. Drei Proteine, welche als hochreguliert
in den fluoreszenzgescannten Gelen identifiziert werden konnten (nach TCA-Fallung), waren
auf dem anschlieRend silbergfarbten Gel nicht visualisierbar und konnten daher nicht isoliert
und identifiziert werden. Dies zeigt die Diskrepanz zwischen der hochsensitiven Markierung
durch die verwendeten G-Dyes (NH DyeAGNOSTICS) und dem menschlichen Auge.
Proteine wurden als hochreguliert angesehen, wenn sie 1,5 fach erhéht zu ihrer Abundanz
im Wildtyp waren. Daher konnten diese drei Proteine nicht gepickt werden, da ihre
Gesamtabundanz wahrscheinlich so gering war, dass sie nicht mit der Silberfarbung
detektierbar waren. Nach der MS-Analyse der extrahierten Proteine, ergab sich eine Summe
von insgesamt 248 identifizierten Peptidfragmenten aus den Spots der TCA-Fallung und 156
identifizierte Proteine aus der TCA-freien Fallung. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die
gefundenen Peptide in den einzelnen Spots verschiedenen Proteinen zugeordnet werden
kénnen, bzw. dass in einem Spot durchaus mehr als ein Protein vertreten sein kann. In den
Tabellen A6 und A7 im Anhang sind diejenigen Proteine aufgefihrt, welche die héchste
Peptidkorrelation im Spot aufwiesen. So ist zum Beispiel die RuBisCO in mehreren Proben
detektierbar, dies ist bereits bekannt und wird als Nebeneffekt der DIGE diskutiert
(Bindschedler und Cramer 2011).

Die Detektion von hochregulierten Proteinen in den N-end rule pathway Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp mittels Shotgun ist im Vergleich zur DIGE eine sensitivere Methode,
welche es ebenfalls erlaubt stark hydrophobe sowie sehr kleine bzw. sehr grof3e Proteine zu
quantifizieren (Mathy und Sluse 2008). In ate? ate2 sind insgesamt 146 hochregulierte
Proteine identifiziert worden, in prt6-3 sind es insgesamt 109 und 332 in prt7-1. Somit
konnten mittels Shotgun wesentlich mehr Proteine detektiert werden, als mittels DIGE. 64
Einzelproteine waren allein in der ate1 ate2 Doppelmutante angereichert (Abbildung 15).
Hier kdnnte es sich um Proteine handeln, welche eine tertiar oder sekundar destabile AS
nach Prozessierung prasentieren (Gibbs et al. 2014a). 51 Proteine waren ausschlieRlich in
der prt6-3-Mutante erhoht. Hierbei konnte es sich um Substrate des N-end rule pathways
handeln, welche ein R, H oder ein K als N-Terminus prasentieren (Gibbs et al. 2014a). 13
Proteine waren in beiden ate1 ate2 und prt6-3 verglichen zum Wildtyp hochreguliert
(Abbildung 15). Hierbei konnte es sich um Proteine handeln, welche erst arginyliert und
anschlieBend durch PRT6 ubiquitinyliert werden. In Tabelle A8 im Anhang sind einige dieser

Proteine aufgelistet. Nach Recherchen in den Datenbanken UniProt (www.uniprot.org) und
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TAIR (www.arabidopsis.org) konnten fir die Kandidaten jedoch keine bestatigten N-Termini
in dieser Richtung identifiziert werden. Mit 252 hochregulierten Einzelproteinen stellt prt1-1
den grofdten Pool dar. PRT1 bindet als N-Recognin AS des Typ 2-Degron (F, W, Y)
(Potuschak et al. 1998; Stary et al. 2003; Gibbs et al. 2014a). In dieser Linie waren zudem
35 Proteine hochreguliert, welche ebenfalls in ate1 ate2 gefunden wurden und 11, welche
ebenfalls in prt6-3 identifiziert werden konnten (Abbildung 15). Bei diesen kann es sich um
Proteine handeln, welche indirekt durch den Knockout der N-end rule pathway Komponenten
betroffen sind, da klar gezeigt werden konnte, dass PRT1 keine Typ 1-Degrons erkennt und
PRT6 als N-Rekognin fur eben diese beschrieben wurde (Garzon et al. 2007; Stary et al.
2003). Dies ware auch eine Erklarung fur die 34 Proteine, welche in allen drei Mutanten
hochreguliert waren. Hierbei handelt es sich zum Beispiel um Proteine des allgemeinen
Stoffwechsels wie die Gluthathion-S-transferasen 6, 7 und 8, die Glutamatsynthase 2, die
Phenylalaninammoniumlyase, die Phosphoenolpyruvatcarboxylase 3, sowie bisher
uncharakterisierte Proteine. Denkbar ware, dass zum Beispiel ein Transkriptionsfaktor (TF),
Uber den N-end rule pathway abgebaut wird. Wirde die Transkription nicht mehr negativ
durch den Abbau des TFs reguliert werden, ware das Genprodukt, welches in seiner
Abundanz erhoht, was eine erhdhte Proteintranslation zur Folge haben wirde. Dadurch
waren alle nachfolgenden Prozesse ebenfalls beeinflusst, wie es zum Beispiel anhand der
TFs AfCBF1-3 und MYB96 mittels Uberexpressionslinien gezeigt wurde (Yamasaki und
Randall 2016; Lee et al. 2015b). So sind in MYB96-Uberexpressionslinien alle getesteten
Gene starker exprimiert als im Wildtyp. Somit kann es durch die Stabilisierung eines Proteins
Uber einen Arm des N-end rule pathways (PRT6 oder PRT1) zur Hochregulation von

Proteinen kommen, welche selbst keine Substrate des Abbauweges darstellen.

Vergleicht man die Rohdaten beider experimenteller Ansatze und validiert die gefundenen
Proteine lber das MW anhand der 2D-Gelelektrophorese, kdénnen 53 Proteine als
hochreguliert identifiziert werden (Tabelle A8, Anhang). Nach Uberpriifung der bereits
erwahnten Datenbanken, sowie www.webexpasy.org hinsichtlich einer N-terminalen
Prozessierung, wurden sechs Kandidaten als potentielle N-end rule pathway-Substrate
ausgewahlt. Hierbei handelt es sich um das mitochondriale NAD-abhangige Malatenzym 2
(NAD_MEZ2) welches nach Abspaltung einer Signalsequenz ein Cystein als neuen N-
Terminus prasentieren kénnte (Tronconi et al. 2010b; Tronconi et al. 2010a; Tronconi et al.
2012). Dieser ist jedoch nicht durch MS-Messungen validiert. Die Untereinheit der in den
Chloroplasten lokalisierten Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (Chan et al. 2001)
und TGG2 (Barth und Jander 2006; Islam et al. 2009; Liebminger et al. 2012; Kim et al.
2013c) prasentieren beide ein K als neuen N-Terminus nach Abspaltung der N-terminalen
Sequenz. Des Weiteren wurde im Genotyp prt6-3 die Methylesterase PCR A (Bethke et al.
2014) identifiziert, diese prasentiert nach Abspaltung eines Signalpeptides ein F als neuen
N-Terminus. Da F als Typ 2-Degron von PRT6 vermutlich nicht erkannt wird, wurde dieses

Protein aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Zwei Proteine prasentieren nach
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Prozessierung ein D als neuen N-Terminus. Zum Einen handelt es sich um die ER-
lokalisierte B-Glukosidase 23 (Siemens et al. 2011), welche jedoch in allen drei Mutanten
hochreguliert ist (Tabelle A8, Abbildung A14 Anhang). Zum Anderen um die apoplastische
Cystein-Protease RD21a (Gu et al. 2012). Zusammenfassend betrachtet war es durch die
Kombination zweier unterschiedlicher proteomischen Ansatze (DIGE und Shotgun) moglich
mehrere  potentielle  Substratkandidaten zu identifizieren. Der Vorteil dieser
Herangehensweise ist die Validierung der gefundenen Proteine durch die jeweils andere
Methode. Die Ergebnisse der Studien zu TGG2 und RD21a als N-end rule Substrate werden

im Folgenden diskutiert.

4.3. TGG2 als N-end rule pathway Substrat

Wie bereits unter 4.2. erwahnt, wurde die Myrosinase TGG2 in den vergleichenden

Proteomikexperimenten in den N-end rule pathway-Mutanten als hochreguliert identifiziert. In
Arabidopsis ist der Begriff ,Myrosinase“ ein Synonym fir Thioglukosid-Glukohydrolase
(TGG) (Xue et al. 1992; Chadchawan et al. 1993) und das Glucosinolat-Myrosinase System
ist die Hauptkomponente der chemischen Abwehr gegen Pilze, Insekten und Bakterien.
Glucosinolate sind sekundare Metabolite, die durch Spaltung von AS durch Myrosinasen
entstehen (Bones et al. 2001). Da die Aktivitdt der Myrosinasen bei geringer
Substratspezifitat (Barth und Jander 2006) sehr hoch ist, sind Substrat und Enzym entweder
in unterschiedlichen Zellen oder Zellkompartimenten lokalisiert. (Koroleva et al. 2000;
Thangstad et al. 2004). Bei Zerstérung der Kompartimente durch z. B. Frassbefall kommen
Enzym und Substrat zueinander und fihren die Entstehung toxischer Nebenprodukte wie
Isothyocyanaten, Nitrilen und Thiocyanaten (Wittstock und Halkier 2002) herbei. In
Arabidopsis kodiert eine Genfamilie, die sechs Gene verzeichnet, fir verschiedene
Myrosinasen (TGG1-6) (Xu et al. 2004). TGG 1 (At5g26000) und TGG 2 (At5g25980)
konnten hierbei als Hauptbestandteil der Myrosinaseaktivitat identifiziert werden (Barth und
Jander 2006) und sind im ER, in den ER-Kdrperchen als auch in der Vakuole lokalisiert
(Agee et al. 2010b). Besonders abundant sind sie in den sogenannten Myrosinzellen, die an
der Epidermis und in Phloemnahe lokalisiert sind. Es konnte gezeigt werden, dass TGG1
und 2 stabil im pH-Bereich von 3-8 und eine erhdhte Aktivitat in Anwesenheit von Askorbat
als Kofaktor zeigen. Dies ist einzigartig fur pflanzliche Myrosinasen. Beide Enzyme arbeiten
redundant wobei TGG1 aktiver ist (Zhou et al. 2012). In der Mutante tgg? tgg2 ist die
Gesamtmyrosinaseaktivitdt auf 1% reduziert (Barth und Jander 2006). Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Spaltung von Indolglukosinolaten durch TGG wichtig in der
Abwehrreaktion von nekrotrophen Organismen ist. Der durch das Pathogen induzierte
Zelltod kann durch die Produkte der TGG-abhangigen Indolglukosinolatspaltung inhibiert und
so das Wachstum des Eindringlings reduziert werden. Es konnte nur TGG2 nach der TCA-
abhangigen Fallung in Spot CN 134 im Genotyp prt6-3 entdeckt werden (Tabelle A7 im
Anhang) und war im Shotgun in den Mutanten ate? ate2 und prt1-1 im Vergleich zum

104



Wildtyp hochreguliert (Tabelle A8 im Anhang). Mit einem Molekulargewicht von 63 kDa liegt
es oberhalb der groRen Untereinheit der RuBisCO. Schwer erklarbar ist das Auftauchen von
hochreguliertem TGG2 in der prt1-1 Mutante. Moglich ware, dass es in diesem Falle durch
einen sekundaren Effekt in dieser Mutante vermehrt auftritt. Das Inaktivieren einzelner
Komponenten des N-end rule pathways scheint sich auf die Gesamthomdostase der Pflanze
auszuwirken (Tabellen A6, A7, A8 im Anhang). TGG2 ist eine im ER und im Tonoplasten
lokalisierte Glukosidase, deren Aktivitat durch die Bildung von Glukosinolaten unter anderem
das SchlielRen der Stomatazelle (Islam et al. 2009) und eine Pathogenabwehrantwort (Barth
und Jander 2006) bewirkt. Die Stérung der Zellhomdstase konnte daher eine erhdhte
Expression von TGG2 zur Folge haben (Barth und Jander 2006). Um in die Vakuole
transportiert zu werden, zeigt TGG2 nach der Translation ein N-terminales Signalpeptid,
welches AS1-28 (www.uniprot.org) umfasst. Nach dessen Abspaltung wirde dies zur
Generierung eines Lysins als neuen N-Terminus fuhren. Dieses Peptid wurde in vivo bereits
identifiziert (Ueda et al. 2006). In einer Kooperation mit Dr. René Zahedi und Frau Saskia
Venne am ISAS in Dortmund wurde ebenfalls eine vergleichende Proteomik mit den bereits
erwahnten Genotypen durchgefihrt. Mit Hilfe der ChaFRADIC-Methode (Venne et al. 2013;
Venne et al. 2015), sollten spezifisch die N-Termini aller Proteine in den Pflanzen von Col-0,
ate1 ate2, prt6-3 und prt1-1 angereichert und dann hinsichtlich ihrer Abundanz in den
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp untersucht werden. Die Menge an angereicherten
Proteinen war sehr gering, sodass diese Methode nicht in die qualitative Auswertung der
vergleichenden Proteomik aufgenommen wurde. Jedoch war es in dieser Kooperation
moglich, den N-Terminus von TGG2 in dem Material von prt1-1 und atef ate2 erneut
nachzuweisen (Tabelle A8, Anhang) In beiden Proben wurde das N-terminale Peptid
KPEEEITCEENVPFTCSQTDR identifiziert. Da es im Genotyp prt6-3 als hochreguliert
entdeckt wurde, kann die Glukosinodase TGG2 durchaus ein N-end rule-Substrat darstellen.
In dieser Mutante sind mit K, als primar destabile AS, beginnende Peptide stabiler als im
Wildtyp (Garzon et al. 2007), was einen fehlenden Abbau und damit eine Hochregulation auf

Proteinebene zur Folge haben wiirde.

Die in vitro Stabilitatsuntersuchungen im Kanincheretikulozytenlysat zeigen keine N-terminal
abhangige Destabilisierung von X29-TGG2 (Abbildung 17). Da bereits unter Punkt 4.1. die
mogliche Limitierung dieses Systems diskutiert wurde, wurde die Stabiliat des
Volllangenproteins sowie der moglicherweise nativ vorkommenden N-terminal prozessierten
Variante K-TGG2 im Vergleich zu einer N-end rule pathway-abhangig stabilisierten Version
G-TGG2 (Giglione et al. 2003), unter erneuter Verwendung der UFT, als C-terminale YFP-
Fusionsproteine in vivo in Mesophyllprotoplasten von Arabidopsis untersucht (Abbildung 33,
Abbildung 34, Abbildung 35). Es wurde erwartet, sollte TGG2 nach der Abspaltung dieser
Signalsequenz ein Substrat des N-end rule pathways darstellen, dass K-TGG2 im Wildtyp
destabilisert ist im Vergleich zu G-TGG2. Dieser Effekt sollte nicht in der Mutante prt6-1

auftreten. Das Volllangenprotein, welches noch die native Signalsequenz besitzt, war
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zytosolisch detektierbar, was vorherigen Untersuchungen in stabil transformierten Pflanzen
entspricht (Agee et al. 2010a). Jedoch ist keines der drei Fusionsproteine in prt6-1, bezogen
auf den Wildtyp, stabilisiert (Abbildung 35). Sowohl das Volllangenprotein als auch die
beiden N-terminal prozessierten Varianten sind in beiden Genotypen nahezu exakt in
gleichen Mengen vorhanden. Dieses Ergebnis lasst mehrere Schlussfolgerungen zu. Bisher
ist keine Kristallstruktur des Proteins bekannt, jedoch ist ein Modell von AS33-522 in der
Protein Model Datenbank (http://www.proteinmodelportal.org) vorhanden. Dort ist erkennbar,
dass der N-Terminus an der Proteinoberfliche und damit gut zuganglich fur die
Komponenten des N-end rule pathways ist. In direkter Nachbarschaft sind drei
Lysinseitenketten lokalisiert, welche durch PRT6 ubiquitinyliert werden kdnnten (K465, K470,
K512; rot markiert in der AS-Sequenz, siehe Anhang). TGG2 hat somit durchaus das
Potential ein N-end rule-Substrat darzustellen, da samtliche strukturell notwendigen
Anhaltspunkte (destabile AS an einem flexiblen N-Terminus, Lysin in sterischer Nahe)
gegeben sind. Unter Berlcksichtigung der Ergebnisse aus Abbildung 17 besteht die
Maoglichkeit, dass TGG2 kein Substrat des N-end rule pathways darstellt. Es konnte keine
Stabilisierung des Volllangenproteins im Genotyp prt6-1 im Vergleich zum Wildtyp in vivo
beobachtet werden. Hier sollte der native N-Terminus korrekt prozessiert werden, unbhangig
jeder Annotation, und dennoch ist die Stabilitit des Fusionsproteins in den beiden
Genotypen nahezu gleich (Abbildung 35). Auch der Western Blot in Abbildung A9 (Anhang)
zeigte keine Stabilisierung von VL-TGG2 in prt6-1. Das Protein wurde zudem in der
vergleichenden Proteomik in allen drei Genotypen als angereichert gefunden, was einen
Hinweis darauf gibt, dass die Hochregulation eventuell nur ein nachfolgender Effekt in den
Mutanten ist. Auch Western Blot Analysen auf Pflanzenmaterial von Col-0, ate1 ate2 und
prt6-3 Mutanten mit dem Antikérper gegen das endogene Protein konnten keinen
Unterschied vom Wildtyp zu den Mutanten zeigen (Daten nicht gezeigt). Dies legt die
Vermutung nahe, dass es sich bei diesem Protein nicht um ein direktes Substrat des N-end

rule pathways handelt.

4.4. RD21a als N-end rule pathway Substrat

Das zweite potentielle Substrat, welches sich aus der vergleichenden Proteomik ergab, war

die Papain-ahnliche Cysteinprotease RD21a. Hierbei handelt es sich um ein
vakuolenlokalisiertes Protein, welches nach der Translation sowohl N- als auch C-terminal
prozessiert wird (Shindo et al. 2012). Die schematische Darstellung ist in Abbildung 5
gezeigt. Homologe Proteine wurden ebenfalls in Mais und Tomate identifiziert (siehe
Abbildung A16, Anhang). Es wurde in der TCA-freien Fallung im Genotyp prt1-1 als
hochreguliert im Vergleich zum Wildtyp detektiert (Tabelle A6, Anhang) und im Shotgun in
der Doppelmutante ate 1 ate2. Wie bereits im Falle von TGG2 ist das Auftauchen von RD21a
im Genotyp von prt1-1 schwer erklarbar. Wenn man die Tabellen A6 und A7 im Anhang,

sowie das Venn-Diagramm in Abbildung 15 genauer betrachtet, fallt jedoch auf, dass der
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Grofteil der hochregulierten Proteine in diesem Genotyp zu finden war. PRT1 erkennt N-
Degrons vom Typ 2 (Stary et al. 2003), zu denen insgesamt drei verschiedene AS gehdren.
Durch den Aktivitatsverlust dieses Proteins kann es demnach zur Akkumulation
verschiedenster Proteine kommen, was wiederum zu den bereits in 4.2. diskutierten
vermehrten sekundaren Effekten, beispielsweise durch Missregulation von TFs, fiihren kann.
Daher ist es durchaus mdglich, dass RD21a, welches mit Pathogenabwehr und der Antwort
auf Salzstress assoziiert ist (Koizumi et al. 1993; Shindo et al. 2012; Kim und Kim 2013;
Misas-Villamil et al. 2016), durch eben solch einen sekundaren Effekt in prt7-1 erhoht
vorliegt. Die Tatsache dass RD2a im Genotyp ate? ate2 hochreguliert ist, ist dadurch
erklarbar, dass es, sollte es ein Substrat des N-end rule pathways darstellen, in diesen
Pflanzen nicht N-terminal arginyliert werden kénnte und somit in der Doppelmutante héher
abundant sein musste. Die beiden N-terminal prozessierten Varianten sind zum einen
iRD21a mit einem MW von 35 kDa und zum anderen mRD21a mit einem MW von 22 kDa.
Die Identitat des N-Terminus beider Proteinvarianten ist bekannt, wobei hier drei potentielle
N-Termini detektiert wurden (D135, G134, L136) (Gu et al. 2012). In der Kooperation mit Dr.
René Zahedi und Frau Saskia Venne konnte das N-terminale Peptid DELPESIDWR in dem
Genotyp von ate1 ate2 identifiziet und damit der N-Terminus D135 von i/mRD21a
unabhangig validiert werden (Abbildung A14 im Anhang). Bisher ist noch keine
Kristallstruktur des Proteins bekannt, jedoch gibt es ein Modell von RD21a42.357 im Protein
Model Portal. Strukturell betrachtet ist der N-Terminus leicht zuganglich und die Lysine
K260/K261 (Abbildung A14, rot markiert) liegen an der Proteinoberflache direkt in rdumlicher
Nahe dazu, sodass durchaus alle notwendigen Bedingungen eines N-end rule-Substrates
gegeben sind. Durch eine gRT-PCR auf der DNA des eingesetzten Pflanzenmaterials wurde
zudem bestatigt, dass RD21a transkriptionell nicht erhoht war und somit die hoéhere
Proteinabundanz auf eine Stabilisierung dessen (Abbildung A5, Anhang) in den Mutanten

zurlUckzuflhren ist.

Unter Verwendung des Kaninchenretikulozyotenlysats wurde als erstes die Stabilitat von X-
if/mRD21a in Abhangigkeit der N-terminal prasentierten AS Uberprift. Zum Zeitpunkt 0 sind
alle Proteine in nahezu gleichen Leveln vertreten, wobei die Bande fur D-mRD21a recht
schwach ist. Die Intensitat der Banden fir die iRD21a-Proteinvarianten ist zudem sehr viel
starker, als die Banden der korrespondierenden mRD21a-Proteine, mit Ausnahme von RD-
if/mRD21a (Abbildung 18). 90 min nach Blockierung der Proteinsynthese war keine Bande
mehr fir RD-mRD21a und nur noch eine sehr schwache fir D-mRD21a zu detektieren,
wohingegen die Bande fiir G-mRD21a nur leicht an Intensitat verloren hat. Ein ahnliches Bild
zeichnet sich fiir die iRD21a-Proteine ab (Abbildung 18). In vivo ist der GroRteil von RD21a
als iRD21a in der Vakuole lokalisiert, in welcher es sich wahrscheinlich durch Aggregation
Uber die Granulin-dhnliche Domane stabilisiert. Nur ein geringer Anteil an 16slichem mRD21a
kann dort gefunden werden (Yamada et al. 2001; Gu et al. 2012). Diese Lokalisation konnte

mittels Immunolokalisation in Schnitten von Col-0, ate1 ate2 und prt6-1 auf zellularer Ebene
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bestatigt werden (Abb A13, siehe Anhang). Gelangt es durch die Zerstérung der Vakuole
oder einen bisher unbekannten Mechanismus in das Zytoplasma, findet wahrscheinlich
durch die Abspaltung der Granulin-ahnlichen Domane durch eine bisher unbekannte
Protease die Konvertierung vom unreifen zum reifen Protein statt, sodass das monomere
mRD21a als aktives Protein vorhanden ist (Yamada et al. 2001). Proteine mit primar
destabilisierenden N-Termini werden sehr schnell abgebaut (Varshavsky 2005; Garzon et al.
2007; Piatkov et al. 2014)). Da D-RD21a bevor es abgebaut werden kann, noch arginyliert
werden muss, dauert der Abbau von dieser Proteinvariante wahrscheinlich l1anger (Brower et
al. 2013). G wiederum ist eine stabilisierende AS in der N-end rule (Giglione et al. 2003), und
sollte daher keinen Abbau des Proteins vermitteln. Zur Uberpriifung der Frage, ob der Abbau
der X-mRD21a-Proteinvarianten abhangig vom 26S-Proteasom ist, wurde ein Versuch mit
gleichzeitiger Zugabe von CHX und MG132 durchgeflhrt. Hierbei ist der Abbau durch das
Proteasom nicht mehr mdglich, da MG132 mit der katalytischen 20S-Untereinheit des
Proteasoms interagiert und so dessen Aktivitat inhibiert (Yu et al. 2003; Guo und Peng
2013). Klar zu erkennen ist die Stabilisierung von D-und RD-mRD21a unter der Verwendung
des Inhibitors, wohingegen die Bande fir G-mRD21a erneut ein wenig an Intensitat verliert
(Abbildung 18). Daraus ist zu schlieRen, dass der Abbau von G-mRD21a nicht Uber das
26S-Proteasom erfolgt, sondern beispielsweise Uber Autophagie durchgefiihrt werden
konnte (Appelqvist et al. 2013). Die Daten aus Abbildung 18 legen die Vermutung nahe,
dass RD21a Proteasom-unabhangig im verwendeten Kanincheretikulozytenlysat abgebaut
werden kann. Es ist mdglich, dass es sich hierbei um ein Artefakt durch das Einbringen
eines pflanzlichen Proteins in das tierische System handelt. Die Tatsache, dass die Banden
nach 90 min CHX-Behandlung nicht die gleiche Starke aufweisen wie zuvor, kann zwei
Griinde haben. Zum einen ist es moglich, dass auch die D-und RD-RD21a-Proteine, wie im
Falle von G-RD21a, nicht nur Uber das 26S-Proteasom degradiert werden. Zum anderen
kann es sein, dass die Wirkung von MG132 nicht schnell genug ist und die Inhibierung des
Proteasoms nicht sofort beginnt. So besteht durchaus die Moglichkeit, dass sehr instabile
Proteine anfangs noch degradiert werden. Dieses Experiment unterstreicht, dass RD21a ein
potentielles N-end rule-Substrat darstellen konnte, da es in Abhangigkeit seines N-Terminus
abgebaut, bzw. stabilisiert wird, wobei die C-terminale Granulin-ahnliche Domane darauf
keinen Einfluss zu haben scheint. Jedoch kann der stabilisierende Effekt dieser Domane
(Yamada et al. 2001; Gu et al. 2012) anhand der Mengen an Protein durchaus bestatigt

werden, da die Intensitat der Banden fir iRD21a sehr viel starker sind als fir mRD21a.

Nachdem die N-terminale Signalsequenz abgespalten wurde, prasentiert RD21a ein D als
neuen N-Terminus, welcher nach Freisetzung ins Zytosol in einem ersten Schritt von ATE1
oder ATE2 erkannt und arginyliert werden kdénnte, um anschlieRend als Substrat der
putativen E3-Ligase PRT6 nach der Bindung ubiquitinyliert und dem 26S-Proteasom
zugefuhrt werden wirde (Abbildung 16). Der erste biochemisch wichtige Schritt ware

demnach die Erkennung und anschliefende Arginylierung durch eine oder beide ATEs in
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Arabidopsis. Zur Uberpriifung, ob und welche ATE mit RD21a interagieren kann, wurden
zunachst in vitro exprimierte His:MBP:tev:ATE1 und His:MBP:tev:ATE2 an Amylose-Harz
gekoppelt und anschlielfend mit Pflanzenextrakt von ate? ate2-Pflanzen inkubiert, da hier
keine endogenen ATEs vorhanden sind (Graciet et al. 2009). Proteine, welche mit ATE
interagieren, sollten dort angereichert sein (Abbildung 19). Beide Proteinvarianten von
RD21a sind im Pflanzenextrakt detektierbar, was anhand der Banden im Uberstand deutlich
zu erkennen ist. Nach der Elution konnte in der Fraktion der ATE1, jedoch nicht in der ATE2-
Fraktion, eine Bande fir iRD21a, aber nicht fir mRD21a detektiert werden. Dies kénnte
daran liegen, dass mRD21a in sehr viel geringeren Konzentrationen im Vergleich zu iRD21a
vorhanden ist (Wang et al. 2008b). Zudem findet die Konvertierung von iRD21a zu mRD21a
wahrscheinlich hauptsachlich im Zytosol statt, da nur ein geringer Teil von l&slichem
mRD21a in der Vakuole detektiert werden kann (Yamada et al. 2001). In diesem Experiment
wurde Pflanzenextrakt aus Keimlingen verwendet, daher stammt der Hauptteil des zu
sehenden RD21a aus der Vakuole und es kann sein, dass nach Aufschluss des Materials
die physiologisch notwendigen Bedingungen zur Prozessierung der unreifen Version zum
reifen Protein nicht gegeben sind. Zudem ist bereits bekannt, dass mRD21a nach
Freisetzung in das Zytoplasma durch die Interaktion von SERPIN1 inhibiert wird (Lampl et al.
2010; Lampl et al. 2013). Durch den Aufschluss des Pflanzenmaterials wurden die
Kompartimente der Zelle zerstort und SERPIN1 kann mit dem bereits in der Vakuole
vorliegenden mRD21a interagieren. Es besteht durchaus die Moglichkeit, dass dieser
Komplex anschlielend nicht mehr mit ATE1 interagieren kann, was darauf schlielen lassen
wirde, dass nicht nur der N-end rule allein die Degradation von RD21a mediiert. Eine
weitere Option besteht darin, dass die Interaktion von RD21a und ATE1 der einer Enzym-
Substrat-Interaktion entspricht. Hierbei wirde das Substrat (RD21a) nach der Reaktion von
der ATE1 dissoziieren. Eventuell ist diese Dissoziation durch die Aggregation von iRD21a
verlangsamt und daher nur diese Variante an der rekombinanten ATE1 gebunden. Es
scheint auch, dass die ATE2 nicht mit RD21a interagiert. Es konnte daran liegen, dass
eventuell fehlende eukaryotische posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung
und Glykosylierung zur Generierung eines aktiven Enzyms notwendig sind (Voet et al. 2002;
Alberts 2011; Strasser 2016), um Substrate zu erkennen und umzusetzen. Bereits in
Abbildung 12 wurde gezeigt, dass das in Bakterien exprimierte Protein keine
Arginylierungsaktivitat besitzt. Es wéare auch denkbar, dass RD21a kein Substrat der ATE2
darstellt. Dieses Enzym ist zu 80% homolog zur ATE1 und katalysiert 20 % der
Arginylierungen in vivo (Graciet et al. 2009). Daher ware es moglich, dass ATE1 und ATE2
unterschiedliche Substrate arginylieren. Unterstitzt wird diese These durch die
Interaktionsversuche in vivo mittels BiFC in Protoplasten von Arabidopsis (Abbildung 21,
Abbildung 22). Abbildung 21 zeigt die Ergebnisse der Interaktion von ATE1 mit den
Varianten D-i/mRD21a sowie den Negativkontrollen G-i/mRD21a in Col-0. Das

Fusionsprotein wird durch die fehlende Lokalisationsequenz im Zytosol exprimiert. In
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Abbildung 22 sind die gleichen Versuche mit ATE2 gezeigt. Nur bei der Kombination von
ATE1 und D-iRD21a kann ein YFP-Signal im Zytoplasma detektiert werden (Abbildung 21),
obwohl in allen Proben die eingebrachten Proteine in gleichen Mengen vorhanden waren
(Western Blot, siehe Abbildung 23). Dies validiert die Beobachtung aus Abbildung 19
hinsichtlich zweier Fakten. Zum Einen scheint ATE2 RD21a nicht als Substrat zu erkennen
und zum Anderen kann anhand der Ergebnisse in Abbildung 21 gezeigt werden, dass ATE1
scheinbar spezifisch mit iRD21a und nicht mit mRD21a interagiert. Ein YFP-Signal bei der
Expression von ATE1 und D-mRD21a konnte nicht detektiert werden, obwohl die Menge an
Fusionsprotein in beiden Fallen anndhernd identisch war (Abbildung 23). Die mdgliche
Interaktion mit endogenem SERPIN1 sollte auf diese Ergebnisse keinen Einfluss haben, da
durch die Uberexpression des Proteins im Zytosol SERPIN1 herausverdiinnt werden

misste.

Um ein N-end rule-Substrat darstellen zu kénnen, muss RD21a jedoch nicht nur von ATE1
erkannt, sondern auch zu RD-RD21a umgesetzt werden. In einem in vitro Experiment wurde
dies anhand von X-mRD21a (X = D, RD, G) und der rekombinanten ATE1
autoradiographisch Uberpruft. Die Ergebnisse der Interaktion zeigen zwar eine Spezifitat von
ATE1 fur iRD21a, jedoch war es nicht moglich das Protein X-iRD21a rekombinant zu
reinigen. Um den gewilinschten N-Terminus sicherzustellen, wurden die Proteine wie unter
2.3.11 gezeigt als His:MBP:tev:X-i/mRD21a-Fusionsproteine exprimiert. Wie in Naumann et
al. 2016 beschrieben, kann unter Abspaltung des N-terminalen Tags durch die TEV-
Protease der jeweils gewlnschte N-Terminus an einem rekombinanten Protein generiert
werden (Kapust et al. 2001; Phan et al. 2002). Im Falle von His:MBP:tev:X-mRD21a:HA war
die Abspaltung des Reinigungstags maoglich, jedoch nicht fur die Fusionsproteine
His:MBP:tev:X-iRD21a:Strepll. Ein Grund hierfiir ware die auch schon zuvor beobachtete
Aggregation von rekombinant exprimiertem iRD21a Uber die Granulin-dhnliche Doméane (Gu
et al. 2012). Somit kénnte es sein, dass die TEV-Protease keinen strukturellen Zugang zu
der Spaltungssequenz hatte und daher die Spaltung des Fusionsproteins nicht moglich war.
Das rekombinant exprimierte mRD21a wurde hinsichtlich seiner korrekten Faltung mittels
MV151-Markierung Uberprift (Abbildung A11 im Anhang). Hierbei handelt es sich um eine
Sonde, welche spezifisch kovalent an das C im aktiven Zentrum des RD21a bindet, wobei
dies eigentlich nur die Nebenreaktion ist. MV151 wurde urspriinglich dazu entwickelt, die
Untereinheiten des Proteasoms zu markieren (Gu et al. 2010). Die Behandlung der
rekombinant exprimierten Proteine (nach Abspaltung des N-terminalen Reinigungstags) mit
dieser Sonde (Abbildung A12 im Anhang), zeigt zwei Banden bei 532 nm. Hierbei handelt es
sich um das N-terminal freie Protein X-mRD21a:HA (X = D, RD, G), sowie die ungespaltene
Variante His:MBP:tev:X-mRD21a:HA. Da MV 151 nur binden kann, wenn das aktive
Zentrum von RD21a die korrekte Struktur besitzt, kann davon ausgegangen werden, dass
die in dieser Arbeit eingesetzten rekombinanten Proteinvarianten von RD21a aktives Enzym

beinhalten. Nach der Arginylierungsreaktion ist deutlich ein Signal in der Spalte von D-
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mRD21a, jedoch nicht in den Spalten von RD- und G-mRD21a zu erkennen, welches exakt
auf der Hohe des rekombinanten Proteins liegt (Abbildung 20). Somit kann festgestellt
werden, dass RD21a in Abhangigkeit seines N-Terminus nicht nur mit ATE1 interagiert
(Abbildung 19, Abbildung 21), sondern auch durch diese spezifisch am D135 arginyliert wird
(Abbildung 20). Dieser Versuch zeigt jedoch auch, dass die ATE1 ebenfalls mRD21a
erkennen kann. Es ist daher denkbar, dass in vivo Mediatorproteine existieren, welche die
Unterscheidung von iRD21a und mRD21a ermdglichen. Ein Kandidat daftr wéare das bereits
erwdhnte SERPIN1 (Lampl et al. 2010; Lampl et al. 2013).

RD21a akkumuliert in Arabidopsis mit zunehmendem Alter der Pflanze, sodass in 15 Tage-
altem Pflanzenmaterial (Col-0) kaum noch unterschiedliche Mengen von iRD21a und
mRD21a mittels Western Blot detektierbar sind (Yamada et al. 2001, Abbildung A12).
RD21a wurde in der vergleichenden Proteomik im Genotyp ate! ate2 als hochreguliert
identifiziert. Sollte es ein Substrat des N-end rule sein, so misste es zudem aber ebenfalls in
PRT6-Mutanten héher abundant sein als im Wildtyp, da der Abbau durch das Fehlen des N-
Rekognins gestort ist (Abbildung 16). Dies wurde auf einem Western Blot von sieben Tage-
altem Pflanzenmaterial der Genotypen atef ate2, prt6-1, prt6-2, prt6-3 und dem Knockout
rd21-1 Uberprift (Abbildung 24) und ist bereits publiziert (Majovsky et al. 2014).
Entsprechend der Literatur ist es in diesem frihen Entwicklungsstadium der Pflanze noch
gut moglich die unterschiedlichen Mengen der RD21a-Proteinvarianten zu detektieren
(Yamada et al. 2001). Die transkriptionelle und auch post-transkriptionelle Regulation des
Gens im Material wurde mittels gqRT-PCR kontrolliert (Abbildung 25, Abbildung 26) und zeigt,
dass es transkriptionell nicht hochreguliert ist, sondern unter Kurztagbedingungen eher
herunterreguliert in den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp ist. Die Abundanz von RD21a in
Keimlingen unter Langtag-sowie Kurztagwachstumsbedingungen wurde mittels WB
Uberprift (Abbildung 24). Dieser Vergleich wurde gewahlt, da ate? ate2 sowie die PRT6-
Mutanten einen veradnderten Phanotyp unter Kurzttagbedingungen zeigen (Graciet et al.
2009). Das Protein ist in seinen beiden Varianten (i/mRD21a) in den unterschiedlichen
Genotypen vorhanden, wobei die Bande fur iRD21a starker ausgepragt ist, als fur mRD21a.
Es handelt sich hier um unbehandeltes Pflanzenmaterial, daher war dies zu erwarten, da der
Hauptanteil von RD21a aus der Vakuole stammt und zum Grofteil durch iRD21a in den
Keimlingen reprasentiert wird (Yamada et al. 2001). Es ist aber bereits unter
Langtagbedingungen klar zu erkennen, dass die Menge beider Varianten in den Mutanten
hoéher ist als in Col-0. Besser erkennbar ist es unter Kurztagbedingungen. Sowohl in
ate1 ate2 als auch in allen drei prt6-Allelen ist die Bande fiir iRD21a sehr viel starker als in
Col-0, was impliziert dass diese Proteinvariante héher abundant in den Mutanten vorliegt.
Auch die Intensitdt der mRD21a-Bande ist in den Mutanten starker, jedoch ist der
Unterschied nicht so stark wie im Falle des unreifen Proteins (Abbildung 24). Unter
Berlcksichtigung der WBs der drei prt6-Allele wurde mit der Mutante prt6-2 nicht mehr

weitergearbeitet, da alle drei Linien publizierte PRT6-Mutanten-Linien darstellen.
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Wenn mehr RD21a in den N-end rule pathway-Mutanten zu detektieren ist, ist dieses Protein
dann auch aktiv? Mit Hilfe der Sonde DCG-04 sollte dies liberpriift werden. Papain-ahnliche
Cysteinproteasen sind durch E-64 inhibierbar, da dieses Molekil wie ein Substrat an das
katalytische C im aktiven Zentrum bindet. Diese Bindung ist kovalent, was zu einer
Inhibierung der Protease fuhrt (van der Hoorn et al. 2004; Gu et al. 2012). DCG-04 ist ein
biotinyliertes Derivat dieses Selbstmordinhibitors (van der Hoorn et al. 2004) und bindet in
Arabidopsis spezifisch die zwei Proteasen RD21a und AALP (Ahmed et al. 2000), was eine
Detektion von katalytisch aktivem RD21a mittels Strepavidin-Antikbrper nach der
Markierungsreaktion erlaubt (van der Hoorn et al. 2004). Ein Alignment der durch DCG-04
detektierbaren Cysteinproteasen ist im Anhang (Abbildung A15) entsprechend van der
Hoorn et al. 2004 angegeben. Dieses Aktivitatsprofiling von RD21a wurde fur den Wildtyp
und die Mutanten atef ate2, prt6-1 sowie prt6-3 durchgefuhrt. Erneut ist hier die
unterschiedliche Abundanz wie bereits in Abbildung 24 zu erkennen. Fur alle verwendeten
Genotypen wurde eine Bande bei ca. 25 kDa sichtbar, welche nicht mit dem RD21a-AK
detektiert werden kann. Hierbei handelt es sich um die bereits erwdhnte AALP (Abbildung
27). Es scheint, dass dieses Protein in den N-end rule pathway-Mutanten ebenfalls aktiver
als im Wildtyp ist und diese Aktivitat am hochsten in den prt6-Pflanzen ist. Es wurden jedoch
keinerlei Untersuchungen hinsichtlich des N-Terminus und der Abundanz dieser Protease
durchgefiihrt. Diese hohere Aktivitat kann direkt durch das Inaktivieren der N-end rule
pathway Komponenten bedingt sein, dann ware es ebenfalls ein potentielles Substrat (nicht
in der vergleichenden Proteomik als hochreguliert identifiziert). Alternativ kénnte es sich um
einen sekundaren Effekt handeln. Es ware moglich, dass die Stabilisierung von unbekannten
Substraten in den Mutanten eine erhdhte Aktivitdt von AALP zur Folge hat. Aktives iRD21a
als auch mRD21a konnte in Col-0 mittels DCG-04 markiert werden, wobei bei Vorinkubation
mit E-64 bereits der gesamte RD21a-Gehalt inhibiert vorliegt und somit keine Markierung
mehr moglich ist. Hierbei ist zu erkennen, dass mehr aktives iRD21a in dem
Pflanzenmaterial vorhanden vorliegt. Auch in ate1 ate2, prt6-1 und prt6-3 sind beide
Proteinvarianten aktiv, wobei hier eine Verschiebung zu beobachten ist. Insgesamt scheint
die Menge an aktivem iRD21a in den Mutanten in etwa denen im Wildtyp zu entsprechen,
jedoch ist der Anteil an aktivem mRD21a starker als in Col-0 (.Abbildung 27). Es scheint also
eine verstarkte Umwandlung von iRD21a zu mRD21a in den Mutanten vorzuliegen. Da
iRD21a die Vorstufe zu mRD21a darstellt und in den Ergebnissen zuvor gezeigt wurde, dass
ATE1 bevorzugt mit iRD21a zu interagieren scheint, ergibt diese Beobachtung durchaus
Sinn. Durch eine Stabilisierung von iRD21a wird das Gleichgewicht der Reaktion von
iRD21a zu mRD21a zugunsten des Ausgangsproteins verschoben. Somit kann mehr
iRD21a zu mRD21a umgesetzt werden, was eine erhohte Aktivitdt von mRD21a bei einer
ebenfalls erhdhten Abundanz von beiden Proteinvarianten erkldren wirde. Daraus kann
gefolgert werden, dass RD21a hoher abundant in den N-end rule pathway-Mutanten und

daraus resultierend auch mehr Aktivitat vorhanden ist.
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Die bisher diskutierten Ergebnisse, lassen vermuten, dass RD21a ein Substrat des N-end
rule pathways darstellen konnte. Die N-terminal abhangige Destabilisierung in vitro
(Abbildung 18) und die erhéhte Abundanz der beiden Proteinvarianten in den Nullmutanten
(Abbildung 24) wurden in einem in vivo Versuch in Protoplasten von Arabidopsis untersucht.
Hierzu wurde die N-terminal abhangige Stabilitdt von X-iRD21a:YFP- und X-mRD21a:YFP-
Fusionsproteinen (X = D, RD, G) in den drei Genotypen Col-0, ate1 ate2 sowie prt6-1 im
Verhaltnis von kotransformiertem freiem mCherry untersucht. Es wurde erwartet, dass D-
if/mRD21a im Vergleich zu G-ifmRD21a im Wildtyp destabilisiert vorliegt, wohingegen es in
ate1 ate2 und prt6-1 durch die jeweils durch T-DNA-Insertionen inaktivierten N-end rule
pathway-Komponenten stabilisiert sein sollte. RD-i/mRD21a:YFP sollte sich in Col-0 und
prt6-1 wie das D-i/mRD21a:YFP-Protein verhalten, da es in Col-0 durch den dort intakten N-
end rule degradiert werden kann, wohingegen dies in prt6-1 durch die fehlende putative E3-
Ligase nicht méglich sein sollte. In der Mutante der Arginyltransferasen wiederum sollte RD-
21a:YFP wie auch im WT destabilisiert sein, da die N-terminale Arginylierung bereits
vorhanden ist. G-i/mRD21a:YFP sollte in allen Genotypen stabilisiert sein, da diese AS nicht
zu den N-Degrons gehdrt (Varshavsky 2011). Auch wurde das RD21a-Vollldngenprotein als
YFP-Fusion in die Protoplasten transfektiert. Dieses sollte, sofern es korrekt prozessiert und
anschlieBend ins Zytosol freigesetzt wird, ein ,D* als N-Terminus prasentieren und daher in
den N-end rule pathway-Mutanten stabiler als im Wildtyp sein. Die erste Beobachtung in
diesem experimentellen Ansatz ist die Lokalisation des YFP-Signals im Zytosol (Abbildung
28, Abbildung 29, Abbildung 30, Abbildung 31). Im Falle der X-i/mRD21a:YFP-Proteine ist
dies nicht verwunderlich, da diese wie bereits in den BiFC-Experimenten als N-terminale
Ubiquitinfusionsproteine (unter Verwendung der UFT) eingebracht wurden und dort somit die
Lokalisationssequenz zur Vakuole fehlt. Jedoch ist auch das Signal fur das Volllangenprotein
im Zytosol zu erkennen. YFP zeigt kein Fluoreszenzsignal im sauren pH der Vakuole, da es
dort partiell denaturiert vorliegt (Zhou et al. 2005). Daher handelt es sich bei dem
detektierten YFP-Fusionsprotein entweder um RD21a-Varianten, die im Zytoplasma
mislokalisiert sind, um freies (abgespaltenes) YFP oder aber um i/mRD21a, welches nach
der kompletten Prozession von proRD21a Uber die Vakuole erneut in das Zytosol gelangt ist
(Abbildung 5). Western Blot-Analysen mit a-GFP-AK konnten jedoch keine Bande fiur das
freie YFP detektieren (Daten nicht gezeigt). Im letzten Falle wirde das Protein D135 als N-
Terminus prasentieren. Das Volllangen RD21a:YFP-Fusionsprotein ist in den Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp nicht signifikant erhéht, jedoch lasst sich ein Trend zur Stabilisierung
erkennen (Abbildung 32). Es kdnnen also beide postulierten Situationen vorliegen. Ein Teil
des Fusionsproteins wird korrekt prozessiert, in das Zytosol freigesetzt, und kann nicht Uber
den N-end rule pathway in ate1 ate2 und prt6-1 abgebaut werden. Es ist mdglich, dass ein
Teil der Fusionsproteine durch Fehllokalisation in das Zytoplasma gelangt, bevor es N-
terminal prozessiert werden kann, da durch die Verwendung des Ubiquitinpromotors eine

konstitutive Uberexpression der Fusionsproteine induziert wird (Grefen et al. 2010).
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Normalerweise werden solche Proteine sofort (ber Chaperone zurlckgefuhrt, bzw. als
mislokalisiert erkannt und abgebaut (Fu und Gao 2014; Fujiuchi et al. 2016). Diese Proteine
zeigen dann wahrscheinlich keinen destabilisierenden N-Terminus im Sinne des N-end rule
pathways und sind somit in ihrer Stabilitdt nicht vom N-end rule pathway abhangig. D-
mRD21a:YFP ist signifikant stabiler in den Protoplasten der N-end rule pathway-Mutanten
als im Wildtyp. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen von G-mRD21a:YFP, so sieht
man keinen Unterschied im Signal fir ate1 ate2 und prt6-1, was bedeutet, dass D-
mRD21a:YFP in diesen beiden Mutanten genauso stabil ist wie G-mRD21a:YFP (Abbildung
32). D-iRD21a:YFP ist in Col-0 und ate? ate2 genauso destabilisiert wie die mRD21a:YFP-
Variante, wohingegen es in prt6-1 nur eine leichte Stabilisierung anzeigt. Auch sind die G-
iRD21a:YFP Proteine in Col-0 und prt6-1 weniger stabilisiert als ihre korrespondierenden
mRD21a-Varianten. Lediglich in afe1 ate2 ist die Stabilisierung von G-i/mRD21a:YFP
nahezu gleich (Abbildung 32). Eine Mdglichkeit hierfir ware, dass es noch einen ATE-
abhangigen, aber PRT6-unabhangigen Degradationsweg fir iRD21a gibt. Es wéare zum
Beispiel moglich, dass die Arginylierung von iRD21a eine andere Funktion hat als die
Arginylierung von mRD21a. Erst klrzlich konnte die potentielle Verknipfung von Autophagie
und N-terminaler Arginylierung hergestellt werden (Cha-Molstad et al. 2015a; Cha-Molstad
et al. 2015b). Die Rolle von RD21a ist jedoch dahingehend nicht klar, da diese Protease
bisher nicht mit Autophagie in Zusammenhang gebracht werden konnte. Hierbei werden
zytosolische Proteine in die Vakuole oder das Lysosom zur Ubiquitin-abhangigen oder -
unabhangigen Degradation aufgenommen (Kraft et al. 2010). Es gibt drei Mdglichkeiten: Die
Makroautophagie, wobei zytosolische Komponenten von einer Doppelmembranstruktur
umgeben werden, welche das Autophagosom formt. Dieses fusioniert anschlieRend mit der
Vakuole (im tierischen System mit dem Lysosom) und die Proteine werden uber vakuolare
(lysosomale) Hydrolasen degradiert. Bei der Mikroautophagie werden die Proteine direkt von
der Vakuolenmebran aufgenommen (Cuervo 2004). Die dritte Form ist die Chaperon-
abhangige Autophagie, bei welcher Chaperone anhand bestimmter Signalsequenzen das
betreffende Protein binden und dem Lysosom zufiihren. Dieser Teil der Autophagie konnte
jedoch bisher nur in Tieren nachgewiesen werden, in Pflanzen sind nur die beiden zuvor
erwahnten Moglichkeiten der Autophagie bekannt und in Arabidopsis kann dies unter
anderem nach oxidativem Stress beobachtet werden (Xiong et al. 2007). Sowohl in Col-0 als
auch in prt6-1 sind beide ATEs vorhanden und so kdnnte es sein, dass durch diese
Modifikation die Spaltung der Granulin-dhnlichen Doméane nicht mehr korrekt durchgefiihrt
werden kann (Yamada et al. 2001; Gu et al. 2012). Eine andere Erklarung ware, dass PRT6
nicht die einzige potentielle E3-Ligase des N-end rule in Pflanzen darstellt, welche R als
primar destabilisierende AS erkennt. Somit ware es moglich dass in den prt6-1-Protoplasten
ein anderes N-Rekognin das arginylierte iRD21a erkennt und dem Abbau zufiihrt. Diese
redundante Funktion ist bei den N-Rekogninen im tierischen System bereits beschrieben
(Varshavsky 2011; Tasaki et al. 2012). Es wurde dazu fihren, dass D-iRD21a:YFP in
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Protoplasten von prt6-1 nicht so stark stabilisiert wird wie in ate? ate2-Protoplasten. Da aber
auch G-iRD21a:YFP weniger stabil ist als G-mRD21a:YFP in WT und in prt6-1, ist die
vielversprechenste Erklarung, dass dieses Protein im Zytoplasma durch andere Mediatoren
erkannt und dem Abbau zugefihrt wird, welche eventuell durch Arginylierung aktiviert
werden. Dies wiurde den Unterschied der Stabilisierung von G-i/mRD21a:YFP in ate1 ate2
gegenlber den beiden anderen Genotypen erklaren. Dass es unabhangig der N-terminalen
Arginylierung ist, zeigen die Ergebnisse der Stabilisierung von RD-i/mRD21a:YFP
(Abbildung 32). Erneut ist hier genau das erwartete Ergebnis zu beobachten. RD-
if/mRD21a:YFP ist sowohl in Col-0 als auch in ate1 ate2 aufgrund des intakten N-end rule
pathways destabilisiert, weil fir dieses Konstrukt keine Arginylierungsaktivitdt zur
Generierung des destabilisierenden N-Terminus notwendig ist. Die Ubiquitinylierung dieses
Proteins kann in ate? ate2 im Gegensatz zu prt6-1 geschehen was zu einer Stabilisierung
von RD-i/mRD21a:YFP in prt6-1 im Vergleich zu Col-0 und ate1 ate2 fihrt. Ist RD21a erst
einmal N-terminal arginyliert, scheint es Uber den N-end rule pathway abgebaut zu werden.
Im Anhang (Abbildung A8) ist ein WB zu den Experimenten von X-mRD21a:YFP (X = D, RD,
G) gezeigt. Auch ist erkennbar, dass D- und RD-mRD21a in Col-0 destabiler als G-mRD21a
sind, wohingegen in prt6-1 kein Unterschied zwischen den Intensitaten der Banden zu sehen
ist. In ate1 ate2 ist die Bande fir RD-mRD21a:YFP schwacher als die anderen beiden
Varianten. Dieses Experiment validiert die Stabilitatsuntersuchungen in vitro (Abbildung 17)
und erneut konnte beobachtet werden, dass RD21a in Abhangigkeit seines prasentierten N-
Terminus destabilisiert vorliegt. Es kann eine direkte Verbindung zum pflanzlichen N-end
rule pathway gezogen werden, da hier die Mutanten der Komponenten verwendet wurden.
Auflerdem liegt die Vermutung nahe, dass die hdhere Abundanz und daraus resultierende
Aktivitat von endogenem RD21a, darauf zuriickzufiihren ist, dass es sich hierbei um ein

Substrat des N-end rule pathways handelt.

Der letzte und entscheidende Schritt zur Einordnung von RD21a als erstes mogliches
pflanzliches N-end rule pathway Substrat, welches nicht mit MC beginnt (Licausi et al. 2013),
ist die Ubiquitinylierung von RD-ifmRD21a durch die entsprechende E3-Ligase. Es war trotz
vieler Versuche nicht moglich PRT6 bakteriell zu exprimieren. Es ist auch noch nicht
bekannt, wo die Erkennung von N-Rekogninen stattfindet und ob PRT6 tatséchlich eine E3-
Ubiquitin Ligase darstellt. Die konservierte UBR-Box des Proteins wird als Erkennungsmotiv
postuliert (Garzon et al. 2007; Varshavsky 2011; Gibbs et al. 2014a). Diese wurde als
His:MBP-Fusion von Herrn Pavel Reichman zur Verfligung gestellt und wie zuvor ATE1/2 an
Amylose-Harz gekoppelt und mit Pflanzenextrakt von prt6-1 inkubiert. Als Negativkontrolle
wurde in diesem Fall freies His-MBP eingesetzt, um so unspezifische Bindungen detektieren
zu kénnen. Es konnte keine Bande im Eluat mit der UBR-Doméane detektiert werden
(Abbildung 36). Die Ergebnisse in den verschiedenen experimentellen Ansatzen mit PRT6-
Mutanten lassen dennoch vermuten, dass RD21a in prt6 stabilisiert ist. Moglich ware, dass

der Anteil an arginyliertem i/mRD21a zu klein ist, um auf dem WB detektiert zu werden. Die

115



annotierte UBR-Domane von PRT6 konnte auch nicht fir die Erkennung von R-Degrons
zustandig sein oder aber die Annotation in der Datenbank falsch und diese Domane
eventuell groRer sein, als das verwendete rekombinante Protein. Es ware auch mdglich,
dass durch die alleinige Expression dieser einzelnen Doméane die Struktur nicht mehr der
nativen Faltung entspricht und somit die Funktionalitat nicht gegeben ist. Andere strukturelle
Elemente des Volllangenproteins konnten zur korrekten Erkennung essentiell sein. Dies
konnte bereits fur die E3-Ubiquitin-Ligase COP1 gezeigt werden (Uljon et al. 2016). Um eine
bessere Beurteilung zur Ubiquitinylierung von RD21a in Abhangigkeit seines prasentierten
N-Terminus treffen zu koénnen, wurde ein in vitro Ubiquitinylierungsversuch von
rekombinanten X-mRD21a:HA (X = D, RD, G) in Pflanzenextrakt von Col-0 und prt6-1
durchgefihrt (Abbildung 37). Sowohl mit HA- als auch mit UBQ-AK sind einige Banden
verschiedener GrofRen zu erkennen, was auf eine unspezifische Bindung von Proteine aus
dem Pflanzenextrakt an die verwendete HA-Agarose zeigt. Nach 1,5 h Inkubation in Col-0-
Pflanzenmaterial mit den Proteinen D-und RD-mRD21a:HA detektiert man mittels UBQ-AK
ein starkes Signal, welches auf Hohe der 35 kDa Markerbande beginnt und sich bis in den
héhermolekularen Bereich erstreckt. Die Intensitat ist in den Ansatzen des Pflanzenextrakts
mit Proteasominhibitor noch starker als ohne MG132 (Abbildung 37). Dieses Signal fehlt in
den Proben, in denen G-mRD21a:HA inkubiert wurde. Auch bei Betrachtung des
korrespondierenden WBs detektiert mit HA-AK sieht man in den Ansatzen von D-mRD21a-
HA und RD-mRD21a-HA mit ohne ohne Proteasominhibitor eine Leiterbildung, welche auf
die Polyubiquitinylierung zurlickzufihren ist. Dies zeigt deutlich, dass D- und RD-
mRD21a:HA in Col-0 ubiquitinyliert werden kénnen. Die Versuche mit Pflanzenextrakt von
prt6-1 zeigen zudem, dass es sich hier um eine PRT6-abhangige Polyubiquitinylierung
handelt, denn es ist durchgezogenes Signal ab 35 kDa fiir die Ubiquitinylierung von D-
mRD21a:HA (Spur 5 und 6, Abbildung 37) zu sehen. Jedoch kann mit dem UBQ-AK eine
starke Bande auf Hohe der 35 kDa-Markerbande detektiert werden, welche mit der Bande
fur das Fusionsprotein D-mRD21a:HA in ihrer Grof3e korrespondiert. Moglich ware, dass hier
eine Monoubiquitinylierung vorliegt, welche nicht auf PRT6 zurlckzuflhren ist. Fur das
Protein RD-mRD21a:HA kann auch in prt6-1-Pflanzenmaterial nach der Inkubation eine
Polyubiquitinylierung beobachtet werden, jedoch ist diese nicht so stark wie im Wildtyp. Dies
suggeriert, dass RD-mRD21a:HA durch andere E3-Ligasen erkannt und ubiquitinyliert
werden konnte. Eine dieser Ligasen ist bereits bekannt. Es handelt sich hierbei um das
salzinduzierte LOG2 (Kim und Kim 2013). Diese koénnte auch fiir die Monoubiquitinylierung
von D-mRD21a:HA verantwortlich sein. Die Beteiligung einer anderen N-end rule pathway-
E3-Ligase ware ebenfalls denkbar. G-mRD21a:HA wird auch in prt6-1 nicht ubiquitinyliert.
Dieses Experiment ist in seinem Aufbau sehr artifiziell, da es rekombinant in E. coli
exprimertes Protein mit Pflanzenextrakt kombiniert. Um diese so gewonnenen Ergebnisse zu
validieren, wurde in einem in vivo Experiment der Status an endogen ubiquitinylierten RD21a

unter Verwendung von TUBE-Material Uberprift. Hierbei ist die Ubiquitin-bindende
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assoziierte Domane des Proteins UBA1 an Agarose gekoppelt, welches ubiquitinylierte
Proteine erkennt und bindet. Dieses wurde mit Pflanzenextrakt von Col-0, ate?1 ate2 und
prt6-1 inkubiert und anschlieend eluiert. Ubiquitin wird in der Zelle von DUBs zu
Recyclingzwecken von den degradierten Proteinen wieder abgespalten. Dadurch unterliegt
allerdings das sogenannte Ubiquitom einer dynamischen Variation (Suresh et al. 2016). Um
diese besser untersuchen zu kénnen, wurden die Versuche daher auch in Anwesenheit von
DUB- und Proteasominhibitoren durchgefihrt (Abbildung 38). Die Eluate wurden zuerst
mittels RD21a-AK auf die Anwesenheit von endogenem RD21a (berpruft und der Hauptteil
des Proteins ist auch nach der Inkubation mit TUBE im Uberstand zu finden. Jedoch zeigen
die WBs deutlich, dass iRD21a nach der Elution im WT detektierbar ist. Dies bedeutet, dass
ein Teil des Proteins ubiquitinyliert vorliegt. Diese Bande ist bereits ohne den Einsatz von
Inhibitoren zu sehen. Auch nach Inkubation mit DUB- und Proteasominhibitor kann eine
Bande auf der Hohe der iRD21a-Bande von der Agarose eluiert werden. Nur unter Zugabe
der genannten Inhibitoren ist es moglich eine Bande fiir iRD21a in ate1 ate2 zu detektieren,
wohingegen kein RD21a mittels TUBE aus dem prt6-1-Pflanzenextrakt eluiert werden kann.
Somit konnte die in vitro beobachtete N-terminal abhangige Ubiquitinylierung (Abbildung 37)
durch die Ubiquitinylierung von endogenem RD21a abgesichert werden.

Zusammengefasst lassen die Ergebnisse dieser Arbeit zu RD21a als potentielles N-end rule
pathway-Substrat nur einen Schluss zu. Es konnte gezeigt werden, dass iRD21a mit hoher
Wahrscheinlichkeit ein Substrat des N-end rule pathways in Arabidopsis darstellt. Dieses
Protein ist als hochreguliert in ate1 ate2 in der vergleichenden Proteomik identifiziert worden.
Der publizierte N-Terminus wurde unabhangig noch einmal validiert. Zudem kann eine
héhere Proteinabundanz und daraus resultierende erhohte Menge an aktivem Protein
detektiert werden. Die Interaktion von iRD21a mit ATE1 aber nicht mit ATE2 konnte in vitro
und in vivo gezeigt werden, wobei die ATE1 mRD21a N-terminal spezifisch arginiyliert. Die
Stabilitdt des Proteins ist in vitro und in vivo N-terminal-abhangig. Trotz der fehlenden
Interaktion von endogenem RD21a und der UBR-Domane von PRT6 konnte eine PRT6-
abhangige Degradation bzw. Ubiquitinylierung gezeigt werden. Trotz dieser biochemischen
Charakterisierung konnte kein sichtbar veranderter Phanotyp, neben der erhdhten
Proteinabundanz und —aktivitat, gefunden werden. Es wird angenommen, dass RD21a als
vakuolare Cysteinprotease nach Freisetzung in das Zytosol eventuell pathogene Proteine
spaltet und so zur Immunabwehr der Pflanze beitragt. Ein erhdhter Proteinanteil an RD21a
in den Mutanten des N-end rule, sollte dementsprechend eine erhdhte Resistenz gegen
verschiedene pathogene Organismen wie den nekrotrophen Pilz Botrytis cinerea oder aber
Pseudomonas syringae als Hemibiotroph aufweisen. Es wurde gezeigt, dass die Knockout-
Mutante von RD21a eine erhéhte Empfanglichkeit fir B. cinerea aufweist (Shindo et al.
2012). Dies konnte nicht reproduziert werden und entspricht anderen Experimenten, wo
ebenfalls kein Effekt in dieser Mutante gezeigt wurde (Lampl et al. 2013). Auch die erhohte

Anfalligkeit der N-end rule-Mutanten gegenlber diesem nekrotrophen Organismus (Marchi
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et al. 2016) konnte nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt, Versuche mit B. cinerea
B05.10 durchgefuhrt in Kooperation mit Dr. Lennart Eschen-Lippold und Dr. Justin Lee).
Infektionsversuche mit Pseudomonas syringae zeigten entsprechend vorangegangener
Experimente (Shindo et al. 2012; Lampl et al. 2013) ebenfalls keine Unterschiede zwischen
RD21a, dem Wildtyp und den N-end rule pathway-Mutanten. Eine Erklarung dafir kdnnte
sein, dass RD21a nicht allein diese Funktion im Zytosol austibt und daher die Anreicherung
in den Mutanten keinen Effekt auf die Gesamtreaktion der Pflanze hat. Das pflanzliche
Genom kodiert Uber 100 verschiedene Cysteinproteasen welche im Zytosol, ER und im
Apoplasten vorkommen (Garcia-Lorenzo et al. 2006; Lu et al. 2015). Das Ausschalten einer
einzelnen Protease kann daher durchaus durch eine andere Protease kompensiert werden.
Aullerdem wirde die Anreicherung in den N-end rule-Mutanten dahingehend kompensiert

werden, dass betreffende andere Proteasen transkriptionell herunterreguliert werden.
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Abbildung 39: Schematische Darstellung der Prozessierung und des Abbaus von RD21a.

Fur RD21a als N-end rule-Substrat kann folgendes Schema postuliert werden (Abbildung
39): Es wird als proRD21a translatiert und entweder Uber ER Koérperchen (Hayashi et al.
2001) oder aber uber den Golgi-Apparat (Yamada et al. 2001) zur Vakuole transportiert. Dort
findet Uber eine noch unbekannte Protease (Yamada et al. 2001) die Abspaltung der N-
terminalen Signalsequenz statt und iRD21a wird in die Vakuole aufgenommen, in der es
Uber seine Granulin-dhnliche Domane durch Aggregation stabilisiert wird (Gu et al. 2012). In
der Vakuole findet zum Teil bereits die Abspaltung dieser Domane statt, da ebenfalls

mRD21a als 16sliches Monomer in dem Kompartiment vorgefunden werden kann (Yamada
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et al. 2001). In der seneszenten Zelle, aber auch nach Pathogenbefall, kommt es zur
Freisetzung beider katalytisch aktiver RD21a-Proteinvarianten in das Zytoplasma, wo zum
Einen die vollstandige Umwandlung von iRD21a zu mRD21a uber einen unbekannten
Mechanismus auftritt (Hayashi et al. 2001). Zum Anderen kann das Protein dort als Protease
aktiv werden, wobei jedoch bisher noch keine Substrate bekannt sind. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass in Arabidopsis SERPIN1 im Zytoplasma mit mRD21a interagiert und
dieses katalytisch hemmt, um so eventuell falschlicherweise im Zytosol auftretendes Protein
zu inaktivieren (Lampl et al. 2010; Lampl et al. 2013). Die bereits bekannte E3-Ligase
(LOG2) welche mit RD21a interagiert, wird durch Salzstress induziert, was bedeutet, dass
der LOG2 vermittelte Abbau von RD21a nicht unter ungestressten Bedingungen induziert ist
(Kim und Kim 2013). Das Modell zeigt die Moglichkeit, dass im Zytosol auftretendes iRD21a
von der ATE1 erkannt und arginyliert wird, sodass es ein Substrat der putativen E3-Ligase
PRT6 darstellt und dem 26S-Proteasom zugefuhrt werden kann. Vorstellbar ist, dass der
Proteinkomplex aus RD21a und SERPIN1 N-terminal unabhangig abgebaut werden kann.
Auch das bereits bekannte Substrat Rap2.12 kann Uber einen N-end rule-unabhangigen
Weg degradiert werden (Giuntoli et al. 2014; Papdi et al. 2015), zumal der Abbau von
Rap2.12 im N-end rule relativ langsam ist (Kosmacz et al. 2014). Der N-end rule pathway
konnte ein zweites Sicherheitsnetz zur effektiveren Proteindegradation und somit
Aufrechterhaltung der Gesamthomdostase der Zelle darstellen. Studien im Maussystem
legen bereits die Vermutung nahe, dass dieser Proteindegradationsweg dazu dienen kénnte,
Peptide und Proteine aus der Zelle zu entfernen, um die Zelle so vor Selbsttoxikation durch
zu hohe Proteinkonzentration zu schitzen (Jiang et al. 2014). Es wird bereits ein
Zusammenhang von N-end rule und Autophagie vermutet, was diese These durchaus starkt
(Tasaki et al. 2013b; Kim et al. 2013b; Cha-Molstad et al. 2015a; Cha-Molstad et al. 2016).
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5. Zusammenfassung

Mit Hilfe von vergleichender Proteomik war es mdglich, ein neues Substrat des N-end rule
pathways zu identifizieren und nachfolgend biochemisch zu charakterisieren. Es konnten 53
Proteine identifiziert werden, welche in beiden experimentellen Ansatzen hochreguliert auf
Proteinebene in den Mutanten auftauchten. FUnf von ihnen zeigen einen zum Teil noch nicht
validierten, destabilen N-Terminus nach Prozessierung (nach Datenbankrecherche) und nur
zwei wurden in dieser Arbeit genauer untersucht. Des Weiteren konnte hier gezeigt werden,
dass das Protein RIN4, welches als N-end rule Substrat in gangigen Datenbanken zu finden
ist, wahrscheinlich kein Substrat darstellt. Es wird nicht N-terminal abhangig in vitro
degradiert und auch Experimente anderer Forschungsgruppen untermauern diese These,
wohingegen die Stabilisierung von N-RIN441.152 in ate? ate2-und prt6-1-Protoplasten im
Vergleich zum Wildtyp wiederum fir die Rolle des Proteins als ein Substrat des N-end rule
pathway sprechen. Die in vitro Deamidierungsexperimenten mit der NTAQ1 zeigten, dass N-
RIN4 kein Substrat der NTAQ1 darstellt.

Die Untersuchungen zu TGG2 legen die Vermutung nahe, dass dieses Protein kein Substrat
des N-end rule darstellt. Es wurde zwar in der vergleichenden Proteomik als hochreguliert in
den Mutanten des Abbauweges entdeckt und der potentiell destabilisierende N-Terminus
validiert, jedoch konnte keine N-terminal abhangige Destabilisierung in vitro (Retikulozyten)

und in vivo (Mesophyllprotoplasten) nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Untersuchung von RD21a zeigen, dass es sich hierbei um
das erste identifizierte Substrat des N-end rule pathways handelt, welches nicht mit MC
beginnt. Es wurde als hochreguliert in der vergleichenden Proteomik entdeckt und zeigt eine
N-terminale Destabilisierung in vitro (Kaninchenretikulozyten) als auch in vivo
(Mesophyllprotoplasten). Des Weiteren konnte sowohl die Interaktion mit der ATE1 in vitro
und in vivo nachgewiesen, sowie in einem Arginylierungsversuch der Umsatz von D-RD21a
zu RD-RD21a gezeigt werden. In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass
RD21a in den Mutanten des N-end rule abundanter ist als im Wildtyp und das dies nicht auf
eine erhohte Transkription des Gens unter diesen Bedingungen zuriickzufuhren ist. Auch
konnten Hinweise darauf gefunden werden, dass RD21a in vivo ein Substrat der putativen
E3-Ligase PRT6 darstellt. So wird rekombinant exprimiertes D-RD21a/RD-RD21a in
Pflanzenextrakt von Col-0 eindeutig ubiquitinyliert, wahrend dies nicht der Fall bei prt6-1-
Extrakt ist. Des Weiteren konnte eindeutig endogen ubiquitinyliertes RD21a in WT detektiert

werden, was in den Mutanten ate! ate2 sowie prt6 der nicht Fall war.
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6. Ausblick

Es konnten Uber 53 Proteine als hochreguliert in der vergleichenden Proteomik identifiziert
werden. Von vielen ist der in den Datenbanken angegebene N-Terminus lediglich postuliert
und somit nicht validiert. Weiterfihrend sollten also diese Proteine hinsichtlich ihres
Potentials als Substrat des Proteinabbauweges naher betrachtet werden. Berlcksichtigt man
die Tatsache dass sowohl ate? ate2 als auch prt6-Pflanzen einen sichtbar veranderten
Phanotyp unter Kurztagbedingungen im Vergleich zum Wildtyp zeigen, so ware es durchaus
sinnvoll DIGE- und Shotgun-Experimente mit Pflanzen, welche unter diesen Bedingungen
angezogen wurden, durchzuflhren. Auch sollten Mutanten wie ntan1, ntag? und
Tripelmutanten ate? ate2 prt6 mit einbezogen werden. Ein anderer experimenteller Ansatz
ware, diese Genotypen unter verschiedenen Stressen proteomisch zu vergleichen. Anbieten
wurde sich hier in einem ersten Experiment der Vergleich unter Wasserstress. Hier sollten

als Positivkontrolle die Proteine der ERFVII als stabilisiert in den Mutanten auftreten.

Da die in vitro und in vivo Ergebnisse zu RIN4 widerspruchlich hinsichtlich seiner Rolle als
N-end rule pathway-Substrat sind, ware es angebracht diese Stabilitdtsuntersuchungen
in vivo auch noch einmal mit den anderen Varianten X-RIN441.152:YFP (X = D, RD, G) in
Mesophyllprotoplasten von Col-0, ate? ate2 und prt6-1 durchzufiihren. Auch sollte das
Vollangenprotein hinsichtlich seiner Stabilitat in diesen Genotypen untersucht werden. Des
Weiteren gabe es die Moglichkeit RIN4 in induzierbaren Linien mit der pathogenen Protease
AvrRpt2 zu untersuchen. Dazu misste das Konstrukt in die Mutanten des N-end rule
pathways gekreuzt werden und nach Induktion der Protease musste man dann die
Abundanz des endogenen RIN4 Uber eine bestimmte Zeit verfolgen. Es ware zu erwarten,
dass RIN4 im Wildtyp schneller abgebaut wird als in den Mutanten-Linien. Des Weiteren
sollte die Deamidase NTAN1 rekombinant aktiv exprimiert werden, um mit diesem Enzym
die Umwandlung von N-RIN4 zu D-RIN4 zu untersuchen. Die Arginylierung durch die ATE1
konnte in vitro gezeigt werden, allerdings sollte dies auch in vivo nachgewiesen werden.
Hierzu misste man Uberexpressionslinien von N-RIN4 in prt6 erzeugen und nachfolgend
das Protein mittels des C-terminalen YFPs isolieren, um dann den N-Terminus mit Hilfe der

ChaFRADIC-Methode als arginyliert nachzuweisen.

Die bisher durchgefiihrten Experimente zur Charakterisierung von TGG2 als Substrat des N-
end rule pathways zeigen keinen N-terminal abhangigen Abbau des Proteins. Zur weiteren
Klarung sollten TUBE-Versuche analog zu den bereits fir RD21a beschriebenen
durchgefiihrt werden. Hierbei koénnte man einen genaueren Einblick in die in vivo
Ubiquitinylierung des Proteins bekommen. Zudem sollte man auch die Transkriptmenge von

TGG2 in dem eingesetzten Pflanzenmaterial in DIGE und Shotgun Uberprufen. Eventuell
121



handelt es sich bei der Hochregulation in der vergleichenden Proteomik nicht um eine
Stabilisierung auf Proteinebene, sondern um eine erhdhte Transkription, welche durch die
Stabilisierung eines Tfs zustande kommt. Ein in vitro Ubiquitinylierungsversuch mit
rekombinantem PRT6 wirde Klarheit geben, ob K-TGG2 ein Substrat der E3-Ligase darstellt
und ob PRT6 tatsachlich diese Funktion erflllt. Dazu musste die E3-Ligase gereinigt
werden. Sollte TGG2 dennoch ein Substrat des N-end rule sein, so miissten ate? ate2 und
prt6 einen myrosinaseabhangigen veranderten Phanotyp zeigen. Zur Reduktion der
redundanten Funktion von TGG1 sollten zuvor tgg? ate! ate2 sowie tggl prt6-

Knockoutmutanten gekreuzt werden.

Aufgrund der in dieser Arbeit erzeugten Daten, kann gesagt werden, dass es sich bei RD21a
um das erste nachgewiesene pflanzliche Substrat des N-end rule pathways handelt, welches
nicht mit MC beginnt. Da die Stabilitdtsuntersuchungen des Vollangenfusionsproteins
RD21a:YFP in vivo nicht eindeutig waren, ware es notig, dieses Protein unter einem
schwacheren Promotor zu untersuchen. Auch ware der Nachweis des arginylierten RD21a-
Fragments in vivo der finale Beweis dass es sich um ein Substrat des Abbauweges handelt.
Hierzu gibt es zwei Moglichkeiten. Zum Einen kann man D-RD21a:YFP in Protoplasten von
prt6-1 exprimieren, Uber eine GFP-Trap reinigen und anschlieBend zur MS-Analyse
verwenden. Die andere Mdglichkeit besteht darin, das endogene RD21a aus prt6-Mutanten
mittels DCG-04 zu markieren und dann anhand der Sonde aus dem Material isolieren, um es
danach einer massenspektrometrischen Analyse zuzufihren. Das arginylierte Protein sollte
identifiziert werden kénnen, da es nicht durch PRT6 abgebaut werden sollte und zudem in
dieser Mutante héher abundant ist. Die erhdhte Abundanz der Cysteinprotease sollte sich
auch in einem sichtbar veranderten Phanotyp widerspiegeln. Bisher waren die
durchgefiihrten Experimente nicht erfolgreich. Daher ware es sinnvoll, weitere biotische
(zum Beispiel streng biotrophe Pathogene) und abiotische (Starklicht, Zuckermangel)
Situationen zu testen, um einen Effekt, welcher auf RD21a zurlckzufihren ist, zu
beschreiben. Die PRT6-abhangige Ubiquitinylierung konnte in vitro und in vivo gezeigt
werden. Allerdings wirde ein in vitro Ubiquitinylierungsversuch mit PRT6 diese Ergebnisse
untermauern, da bisher nicht gezeigt werden konnte, dass es sich hierbei um eine E3-
Ubiquitin-Ligase handelt. Des Weiteren sollten die Interaktionsexperimente mit
rekombinanten Domanen von PRT6 weitergefiihrt werden. Hierzu sollte die UBR-Domane
mit anderen Domanen zusammen exprimiert werden, um zu untersuchen, ob ein gréReres
Protein evtl. die Bindung von RD21a stabilisiert. Auch ist zu tberlegen, einen SPOT-Assay
mit den N-terminalen Peptiden und der UBR-Box durchzufiihren. Dieser sollte ein gutes
Ergebnis hinsichtlich der Spezifitat von PRT6 zum N-Terminus von RD21a liefern. Zur
besseren Beschreibung von RD21a ware eine Kristallisation des Proteins angeraten. So
kdnnte man anschlieend fundierte Aussagen uber die Flexibilitdt und Angreifbarkeit des N-

Terminus treffen und zudem eventuell physiologische Substrate der Protease in Arabidopsis

122



durch docking-Experimente identifizieren. Dies wurde wiederum die Suche nach einem

sichtbaren Phanotypen und nach der biologischen Relevanz sehr erleichtern.
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9. Anhang

1. Verwendete Vektoren

In den folgenden Tabellen sind die verwendeten Vektoren, ihre Herkunft und ihr

Verwendungszweck angegeben.

1.1. Donor-Vektoren

Tabelle A1: Verwendete Donor-Vektoren mit Resistenz und Referenz

Transcription/Translation,
pTNT

basierend auf
(Promega).

Vektor Resistenz Referenz

pDONR201 Kanamycin, Chloramphenicol Invitrogen

1.2. Destinations-Vektoren

Tabelle A22: Verwendete Destination-Vektoren mit Resistenz, Struktur und Referenz

Vektor Resistenz Struktur Referenz

pOLENTE Carbenicillin Gateway. Destination | Dr. Nico Dissmeyer
vector (attR1/R2) fur
gekoppelte

pUBC-cYFP-Dest

Streptomycin,
Chloramphenicol,
BASTA (Pflanze)

PFOUBQ1oZGWZCYFPZT35

(Grefen et al. 2010)

pUBC-nYFP-Dest

Streptomycin,
Chloramphenicol,
BASTA (Pflanze)

Prousa10:GW:nYFP:T35

(Grefen et al. 2010)

pUBC-YFP

Streptomycin,
Chloramphenicol,
BASTA (Pflanze)

PI'OUBQmZGWZYFPZTSS

(Grefen et al. 2010)

pUBN-cYFP-Dest

Streptomycin,
Chloramphenicol,
BASTA (Pflanze)

Prousaq10:cYFP:GW:T35

(Grefen et al. 2010)

pUBN-nYFP-Dest

Streptomycin,
Chloramphenicol,

Prousa10:nYFP:GW:T35

(Grefen et al. 2010)

BASTA (Pflanze)
pVp16 Carbenicillin, Prors:8xHis:MBP:GW (Thao et al. 2004)
Chloramphenicol Lac-Operon
pUC-SPYCE Carbenicillin Prosss:GW:HA:cYFP (Walter et al. 2004)
pUC-SPYNE Carbenicillin Prosss:GW:HA:nYFP (Walter et al. 2004)
1.3. Entry-Vektoren

Tabelle A3: Verwendete Entry-Vektoren mit Resistenz, Plasmidriickgrat, Merkmalen und Herkunft

Name Resistenz Plasmidriickgrat Merkmal Herkunft

pDONR201 ATE1_o.s. Kanamycin pDONR201 Kein Diese
Stopcodon Arbeit

pDONR201 tev:ATE1 Kanamycin pDONR201 n-terminale Diese
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TEV-Spaltstelle

Arbeit

pDONR201 ATE2_o.s.

Kanamycin

pDONR201

Kein
Stopcodon

Diese
Arbeit

pDONR201 tev:ATE2

Kanamycin

pDONR201

n-terminale
TEV-Spaltstelle

Diese
Arbeit

pDONR201 tev:NTAN1

Kanamycin

pDONR201

n-terminale
TEV-Spaltstelle

Anne Kind

pDONR201 tev:NTAQ1

Kanamycin

pDONR201

n-terminale
TEV-Spaltstelle

Anne Kind

pDONR201
211:Strepll

teviN11-RIN411.

Kanamycin

pDONR201

n-terminale
TEV-
Spaltstelle,
ohne 1. 10 AS,
C-terminaler
Strep-Tag

Diese
Arbeit

pDONR201
211:Strepll

tev:D11-RIN444.

Kanamycin

pDONR201

N11D
->AAC/GAC, n-
terminale TEV-
Spaltstelle, C-
terminaler
Strep-Tag

Diese
Arbeit

pDONR201
R|N410.21 1 :Strepll

tev:R10/D11-

Kanamycin

pDONR201

R10 -> AGA
N11D
->AAC/GAC, n-
terminale TEV-
Spaltstelle, C-
terminaler
Strep-Tag

Diese
Arbeit

pDONR201
211:Strepll

tev:G11-RIN4 1.

Kanamycin

pDONR201

N11G
->AAC/GGA, n-
terminale TEV-
Spaltstelle, C-
terminaler
Strep-Tag

Diese
Arbeit

PEN::UBQK29R/K48R:N11-RIN414.
152:Strep_o.s.

Kanamycin

pDONR201

N-Terminale
Fusion mit
UBQKZQR/K48R’
kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
11-152

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQK2R/K48R:N11-
RIN411.152:Strep

Kanamycin

pDONR201

N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R’
C-terminaler
Strep-Tag, AS
11-152

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQK2°R/K48R:D11-
RIN411_152:Strep_o.s.

Kanamycin

pDONR201

N11D
->AAC/GAC
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R,
kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
11-152

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQK2R/K48R:D11-
RIN411_152:Strep

Kanamycin

pDONR201

N11D
->AAC/GAC
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R,
C-terminaler
Strep-Tag, AS

Diese
Arbeit
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11-152

pDONR201 UBQK29R/K48R:R1(-
RIN41.152:Strep_o.s.

Kanamycin

pDONR201

R10 -> AGA
N11D
->AAC/GAC
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R’
kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
10-152

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQK29R/K48R:R10-
RIN410.152:Strep

Kanamycin

pDONR201

R10 -> AGA
N11D
->AAC/GAC
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R’
C-terminaler
Strep-Tag, AS
10-152

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQX?29R/K48R:G11-
RIN411_152:Strep_o.s.

Kanamycin

pDONR201

N11G
->AAC/GGA
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R’K43R,
kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
11-152

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQX?29R/K48R:G11-
RIN411.152:Strep

Kanamycin

pDONR201

N11G
->AAC/GGA
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R’K43R,
C-terminaler
Strep-Tag, AS
11-152

Diese
Arbeit

pDONR201 RD21a.:Strepll_o.s

Kanamycin

pDONR201

Kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag

Diese
Arbeit

pDONR201 tev:
iRD21 a1 35.462:Strepl |

D135-

Kanamycin

pDONR201

N-terminale
TEV-
Spaltstelle, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
135-462

Diese
Arbeit

pDONR201 tev:
mRD21 a135.352:HA

D135-

Kanamycin

pDONR201

N-terminale
TEV-
Spaltstelle, C-
terminaler HA-
Tag, AS 135-
352

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQK29R/K48R:D135-
iRD21 a1 35.462:Strepl |_0.S.

Kanamycin

pDONR201

N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R’
kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
135-462

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQK2°R/K48R:D135-
mRD21 3135_3522HA_0.S.

Kanamycin

pDONR201

N-Terminale
Fusion mit

Diese
Arbeit
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UBQKZQR/K“SR,
kein
Stopcodon, C-
terminaler HA-
Tag, AS 135-
352

pDONR201 UBQK2°R/K48R:D135-
mRD21 a135.352:HA

Kanamycin

pDONR201

N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R’
C-terminaler
HA-Tag, AS
135-352

Diese
Arbeit

pDONR201 tev:R134/D135-
iRD21A134.462:Strepll

Kanamycin

pDONR201

R134-> AGA
N-terminale
TEV-
Spaltstelle, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
134-462

Diese
Arbeit

pDONR201 tev:R134/D135-
mRD21 a134.352:HA

Kanamycin

pDONR201

R134-> AGA
N-terminale
TEV-
Spaltstelle, C-
terminaler HA-
Tag, AS 134-
352

Diese
Arbeit

pDONR201
UBQK?9R/K48R:R134/D135-
iRD21a134-462:Strepll_o.s.

Kanamycin

pDONR201

R134-> AGA
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R’
kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
134-462

Diese
Arbeit

pDONR201
UBQK29R/K48R:R134/D135-
mRD21 a134.352:HA_0.s.

Kanamycin

pDONR201

R134-> AGA
N-Terminale
Fusion mit
UBQKZQR/K48R’
kein
Stopcodon, C-
terminaler HA-
Tag, AS 134-
352

Diese
Arbeit

pDONR201
UBQK29RIK48R-R134/D 135-
mRD21a134.352:HA

Kanamycin

pDONR201

R134-> AGA
N-Terminale
Fusion mit
UBQK2R C-
terminaler HA-
Tag, AS 134-
352

Diese
Arbeit

pDONR201 tev: G135-

iRD21 AD135G135462:StrepII

Kanamycin

pDONR201

D135G

-> GAT/GGG
N-terminale
TEV-
Spaltstelle, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
135-462

Diese
Arbeit

pDONR201 tev:
mRD21AP! 35G135_3522HA

G135-

Kanamycin

pDONR201

D135G

-> GAT/GGG
N-terminale
TEV-
Spaltstelle, C-
terminaler HA-

Diese
Arbeit
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Tag, AS 135-
352

pDONR201 UBQK?9R/K48R:G135-
iRDZ']AD1 3561 35.462:Strepl |_0.S.

Kanamycin

pDONR201

D135G

-> GAT/GGG
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R’
kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
135-462

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQK29R/K48R:G135-
mRD21 aD135G135.352:HA_0.s.

Kanamycin

pDONR201

D135G

-> GAT/GGG
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R’
kein
Stopcodon, C-
terminaler HA-
Tag, AS 135-
352

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQK29R/K48R:(5135-
mRD21aP135C 35 555:HA

Kanamycin

pDONR201

D135G

-> GAT/GGG
N-Terminale
Fusion mit
UBQKZQR/K48R’
C-terminaler
HA-Tag, AS
135-352

Diese
Arbeit

pDONR201 TGG2:Strepll_o.s.

Kanamycin

pDONR201

Kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQX?29R/K48R:K2Q-
TGG229.547:Strepll_o.s.

Kanamycin

pDONR201

N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R,
kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
29-547

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQK29R/K48R:K29Q-
TGG229.547:Strepll

Kanamycin

pDONR201

N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R’
C-terminaler
Strep-Tag, AS
29-547

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQX?9R/K48R:G2Q-
TGG2K29G 29_547:Strepll_o.s.

Kanamycin

pDONR201

K29G

-> AAA/GGA
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R,
kein
Stopcodon, C-
terminaler
Strep-Tag, AS
29-547

Diese
Arbeit

pDONR201 UBQX?9R/K48R:G2Q-
TGG2K29G 29.547:Strepll

Kanamycin

pDONR201

K29G

-> AAA/GGA
N-Terminale
Fusion mit
UBQK29R/K48R,
C-terminaler
Strep-Tag, AS

Diese
Arbeit

149




| 20-547 |

Alle Entry-Vektoren wurden mittels Sequenzierung auf das richtige Insert Uberprift. Die

Sequenzierungsprimer SelA und SelB sind in Tabelle A, angegeben. Die Sequenzierung

wurde von den Firmen GATC Biotech (Konstanz) und Eurofins Genomics (Hamburg)

durchgefiihrt.
1.4. Expressions-Vektoren
Tabelle A4: Verwendete Expressions-Vektoren mit Resistenz, Plasmidriickgrat, Herkunft und Verwendung in dieser
Arbeit
Vektor Resistenz Plasmidriickrad Verwendeung Herkunft
pTAQ Carbenicillin Expressionsplasmid | Dr.  Nico
mit Tag-Polymerase | Dissmeye
r
RIL/pRK793 Carbenicillin, RIL/pRK793 Expressionsvektor Dr. Nico
His: TEVS219V:Arg Chloramphenic mit N-terminal His- | Dissmeye
ol getaggter TEV r
pEX::mCherry Carbenicillin Cytoplasmatisches | (Stegman
mCherry zur|{n et al
Quantifikation  von | 2013)
Protoplastentransfor
mation
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:ATE1 Arbeit
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:ATE2 Arbeit
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Anne
8xHis:MBP:tev:NTA Kind
Q1
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:N11- Arbeit
RIN411-211:Strepll
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:D11- Arbeit
R|N41 1-211 :Strepll
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:R10D Arbeit
11 -R|N410.21 1 :Strepll
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:G11- Arbeit
RIN411-211:Strepll
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:D135- Arbeit
iRD21 a135.462:StrepII
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
:8xHis:MBP:tev:D13 Arbeit
5- mRD21 8135.352:HA
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:R134/ Arbeit
D135- iRD21a134-
462:Strepll
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:R134/ Arbeit
D135- mRD21a13s-
352:Strepll
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:G135 Arbeit
- iRD21aD135G135_
462:Strepll
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:G135 Arbeit

- mRD21aD135G135_
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352:Strepll

pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:K29- Arbeit
TGG22g.547:StrepII
pVp16 Carbenicillin pVp16 Proteinexpression Diese
8xHis:MBP:tev:G29- Arbeit
TGG229.547:StrepII
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R:N 1 1- ung in | Arbeit
RIN4141.152:Strepll Kaninchenretikulozy
tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R: 01 1- ung in | Arbeit
RIN4ND, 4 15,:Strepll Kaninchenretikulozy
tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQX29R/K48R:R10- ung in | Arbeit
RIN4N™D, 4 15,:Strepll Kaninchenretikulozy
tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R.G11- ung in | Arbeit
RIN4N11G 450:Strepll Kaninchenretikulozy
tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQX29R/K48R: 01 35- ung in | Arbeit
iRD21A135.462:Strepll Kaninchenretikulozy
tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R: 01 35- ung in | Arbeit
mRD21A135.522:HA Kaninchenretikulozy
tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK?9R/K48R:R134/D ung in | Arbeit
135-iRD21A134- Kaninchenretikulozy
462:Strepll:nYFP tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R:R134/D ung in | Arbeit
135-mRD21A134- Kaninchenretikulozy
352:HA:NYFP tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R:G135- ung in | Arbeit
iRD21AD135G, 55 Kaninchenretikulozy
462:Strepl| tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R:G135- ung in | Arbeit
MRD21AP135G, 55 Kaninchenretikulozy
352:HA tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R:K29- ung in | Arbeit
TGG229.547:Strepll Kaninchenretikulozy
tenlysat
pOLENTE Carbenicillin pOLENTE Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R: G29- ung in | Arbeit
TGG2K29C,g Kaninchenretikulozy
547:Strepll tenlysat
pUBC::ATE1:.cYFP Streptomycin pUBC-cYFP-DEST BiFC Diese
Arbeit
pUBC::ATE1:nYFP Streptomycin pUBC-nYFP-DEST BiFC Diese
Arbeit
pUC- Carbenicillin pUC-SPYCE BiFC Diese
SPYCE::ATE1:HA:cY Arbeit
FP
pUBC::ATE2:.cYFP Streptomycin pUBC-cYFP-DEST BiFC Diese
Arbeit
pUBC::ATE2:nYFP Streptomycin pUBC-nYFP-DEST BiFC Diese
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Arbeit

pUC- Carbenicillin pUC-SPYCE BiFC Diese
SPYCE::ATE2:HA:cY Arbeit
FP

pUBC::UBQK?29R/K48R: | Streptomycin pUBC-nYFP-DEST BiFC Diese
D135-iRD21A13s5. Arbeit
462:Strepll:nYFP

pUBC::UBQK?9R/K48R: | Streptomycin pUBC-nYFP-DEST BiFC Diese
D135-mRD21A135. Arbeit
3522HAZI’1YFP

pUBC::UBQ"?9R/K48R: | Streptomycin pUBC-nYFP-DEST BiFC Diese
R134/D135- Arbeit
iRD21A134-

462:Strepll:nYFP

pUBC::UBQX?9R/K48R: | Streptomycin pUBC-nYFP-DEST BiFC Diese
R134/D135- Arbeit
mRD21A134.

3522HAZI’1YFP

pUBC::UBQK?9R/K48R: | Streptomycin pUBC-nYFP-DEST BiFC Diese
G135- Arbeit
iRD21ADP135G 55

462:Strepll:nYFP

pUBC::UBQK?29R/K48R: | Streptomycin pUBC-nYFP-DEST BiFC Diese
G135- Arbeit
mRD21AD135G135.

352:HA:nYFP

pUBC::UBQK?29R/K48R: | Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitatsuntersuch | Diese
N11-RIN411.152:YFP ung in Protoplasten | Arbeit
pUBC::RD21A:Strepl | Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitatsuntersuch | Diese
:YFP ung in Protoplasten | Arbeit
pUBC::UBQK?9R/K48R: | Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitdtsuntersuch | Diese
D135-iRD21A135. ung in Protoplasten | Arbeit
462:Strepll:YFP

pUBC::UBQK?9R/K48R: | Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitatsuntersuch | Diese
D135-mRD21A13s. ung in Protoplasten | Arbeit
352:HA:YFP

pUBC::UBQK?29R/K48R: | Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitatsuntersuch | Diese
R134/D135- ung in Protoplasten | Arbeit
iRD21A134-

462:StrepII:YFP

pUBC::UBQK?29R/K48R: | Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitatsuntersuch | Diese
R134/D135- ung in Protoplasten | Arbeit
mRD21A134.

352:HAZYFP

pUBC:: Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitdtsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R: G135- ung in Protoplasten | Arbeit
iRD21ADP135G 55

462:StrepII:YFP

pUBC::UBQ"?9R/K48R: | Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitatsuntersuch | Diese
G135- ung in Protoplasten | Arbeit
mRD21AD135G135.

352:HAZYFP

pUBC:: TGG2:Strepll: | Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitatsuntersuch | Diese
YFP ung in Protoplasten | Arbeit
pUBC:: Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R: K29 ung in Protoplasten | Arbeit
TGG229.

547:StrepII:YFP

pUBC:: Streptomycin pUBC-YFP-DEST Stabilitatsuntersuch | Diese
UBQK29R/K48R: G29- ung in Protoplasten | Arbeit
TGG2K29C g

547:StrepII:YFP

Die Expressionsvektoren wurden mittels dreifachem unabhangigen Restriktionsverdau und

anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese auf ihre Richtigkeit Gberprift.
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2. Verwendete Primer

Tabelle A5: In dieser Arbeit verwendete Primersequenzen mit Orientierung, Annealingtemperatur und

Verwendungszweck
Name Sequenz Orientier | Annealingtem | Verwendungsz
ung peratur in °C weck

ND61 gcgtggaccgcttgctgcaactctctcagg as 74,1 Salk_tDNA-
Genotypisierun
¢]

SelA tcgcgttaacgctagcatggatctc ss 64,6 Sequenzierprim
er pENTR

SelB gtaacatcagagattttgagacac as 58,6 Sequenzierprim
er pENTR

M15 atggatgttttcccagtcacgacg ss 62,7 Sequenzierprim

modified er pENTR

pUBC_ss atttgagttttgtcgaataattactcttcg ss 62,1 Seugenzierprim
er pUBC-Dest

GK_FW gggctacactgaattggtagctc SS 62,4 Gabi-Kat_tDNA
Genotypisierun
9

LB2_seq ccaaactggaacaacactcaaccctatctc as 66,8 Salk_tDNA-
Genotypisierun
9

N289 gccttttcagaaatggataaatagccttgcttcc as 67,1 SAIL tDNA
Genotypisierun
9

Geno_RP_ | aagaggtgcttcttcctctgg ss 59,8 Genotypisierun

al-1 g ate1

Geno_LP_a | ctggaaacacaactccgagtg as 59,8 Genotypisierun

1-1 g ate1

At3_seq gcgaagccgagtgagcagacaga ss 60,9 Genotypisierun
g ate2

At4-2 ccacaaagaggaatcttttcttcatcatcat as 57,2 Genotypisierun
g ate2

N130 cagaggaagagcaagaacgagaat SS 61 Genotypisierun
g prt1-1

N131 ccaccttctgtttatctacac as 55,9 Genotypisierun
g prt1-1

At120 aaaattgatcctttccatgcc SS 54 Genotypisierun
gsprimer prt6-1,
prt6-2

At121_seq caacataagaatctgcgggag as 57,9 Genotypisierun
gsprimer prt6-1,
prt6-2

At231 tgtggaagtttgtgttctcce ss 57,9 Genotypisierun
gsprimer prt6-3

At232 tcattgggatgtttatcgacc as 55,9 Genotypisierun
gsprimer prt6-3

gqPCR_rd21 | ggctgaggtcaaagatcagg SS 60 gRT-PCR

Ss

gqPCR_rd21 | ctccggttacgatctggtit as 60 gRT-PCR

as

PP2A 5 gaccggagccaactaggac SS 60 gRT-PCR

PP2A 3 aaaacttggtaacttttccagca as 60 gRT-PCR

ATE1_tev_ | gcttagagaatctttattttcaggggatgtcttigaaa | ss 71,9 Klonierungspri

ss aacgatgcgagt mer ATE1 mit
TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

ATE1_as ggggaccactttgtacaagaaagctgggtatcagtt | as >75 Klonierungspri

gatttcatacaccattctctc

mer ATE1 mit
Stopcodon, und
attB2
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ATE1_pos2
_ss

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttaatgt
ctttgaaaaacgatgcgagt

SS

73,9

Klonierungspri
mer ATE1 mit
attB1

ATE1new_
as

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtagttgat
ttcatacaccattctctctga

as

>75

Klonierungspri
mer ATE1 ohne
Stopcodon, und
attB2

ate2_tev_s
S

cttagagaatctttattttcaggggatgtcgtcgaaga
aagcgaag

SS

721

Klonierungspri
mer ATE2 mit
TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

ate2_as

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtattacc
ggagttcatacaccattatc

as

>75

Klonierungspri
mer ATE2 mit
Stopcodon, und
attB2

ate2_pos2_
ss

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttaatgt
cgtcgaagaaagcgaag

SS

74,9

Klonierungspri
mer ATE1 mit
attB1

ATE2new_
as

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtaccgg
agttcatacaccattatctc

as

>75

Klonierungspri
mer ATE2 ohne
Stopcodon, und
attB2

Adapter

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttagag
aatctttattttcagggg

SS

73,4

Adapter fir
Klonierung von
attB1-Sequenz
mit N-terminaler
TEV-
Spaltsequenz
von ATE1;
ATE2

adapter_tev

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttagaa
aacctgtattttcagggaatg

SS

73,9

Adapter fir
Klonierung von
attB1-Sequenz
mit N-terminaler
TEV-
Spaltsequenz
von NTAQ1

ss_ntaq1_ T
EV

ttagaaaacctgtattttcagggaatgtccggcgtca
ccteg

SS

73,3

Klonierungspri
mer NTAQ1 mit
TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

as_ntag_g
w

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtactaag
gaagcttggtgaagagatcc

as

Klonierungspri
mer NTAQ1 mit
Stopcodon, und
attB2

ss_RIN4wt
_TEV

caggcttagagaatctttattttcaggggatggcacg
ttcgaatgtaccaaaat

SS

74

Klonierungspri
mer RIN4 mit
TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

ss RIN4A_ T
EV_N

caggcttagagaatctttattttcagaactgggaagc
tgaggagaatg

SS

72,8

Klonierungspri
mer N11-
RIN411.211 mit
TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

ss RIN4A_ T
EV_D

caggcttagagaatctttattttcaggactgggaagc
tgaggagaatg

SS

73,7

Klonierungspri
mer D11-
RINAN1D, 4 544
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mit TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

ss_RIN4_T
EV_RD

caggcttagagaatctttattttcagagagactggga
agctgaggagaatg

SS

74,2

Klonierungspri
mer R10/D11-
RIN4N1D 6 514
mit TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

ss RINA T
EV_G

caggcttagagaatctttattttcaggggtgggaagc
tgaggagaatg

SS

74,6

Klonierungspri
mer G11-
RIN4NMG 4 54
mit TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

adapter_RI
N4_TEV

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttagag
aatctttattttcag

SS

Adapter fiir
Klonierung von
attB1-Sequenz
mit N-terminaler
TEV-
Spaltsequenz
von RIN4, eX

RIN4_Pos2
_ss

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttaatg
gcacgttcgaatgta

SS

73,6

Klonierungspri
mer RIN4 mit
attB1

RIN4_Pos2
_as

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtatcatttt
cctccaaagcc

as

>75

Klonierungspri
mer RIN4 mit
Stopcodon, und
attB2

N11Dss

cgttcgaatgtaccaaaatttggagactgggaagct
ga

SS

70,5

Gerichtete
Mutagenese
Primer flr
R|N4N11D

N11Das

tcagcttcccagtctccaaattttggtacattcgaacg

as

70,5

Gerichtete
Mutagenese
Primer flr
R|N4N11D

N11Rss

acgttcgaatgtaccaaaatttggaagatgggaag
ctgagga

SS

71,4

Gerichtete
Mutagenese
Primer flr
R|N4N11R

N11Ras

tcctcagcttcccatcttccaaattttggtacattcgaa
cgt

as

714

Gerichtete
Mutagenese
Primer flr
R|N4N11R

N11Gss

gttcgaatgtaccaaaatttggaggatgggaagct
gaggaga

SS

72,4

Gerichtete
Mutagenese
Primer flr
R|N4N11G

N11Gas

tctectcagcettceccatectccaaattttggtacattcg
aac

as

72,4

Gerichtete
Mutagenese
Primer flr
R|N4N11G

RIN4new_a
S

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtattttcct
ccaaagccaaagc

as

>75

Klonierungspri
mer RIN4 ohne
Stopcodon, und
attB2

as_RIN4_S
trep1

gaactgcgggtggctccaagctgaaccgcectcca
ccttttcctccaaagccaaage

as

>75

Klonierungspri
mer RIN4 ohne
Stopcodon,C-
terminaler
Strepll-Tag
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as_RIN4_S
trep2

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtatcatttt
tcgaactgcgggtggctce

as

>75

Adapterprimer
fir C-
terminalen
Strepll-Tag und
attB2

ss_DELP_
Com

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttaatg
gggttccttaageca

SS

51

Klonierungspri
mer RAD21A
mit attB1

as_ELP_os
_Strep

ctgcgggtggcetccaagcetgaaccgcectccacceg
gcaatgttctttctgcc

as

>75

Klonierungspri
mer RD21A
ohne
Stopcodon,C-
terminaler
Strepll-Tag

as_UB_EL
P_Strep_os
2

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtatttttcg
aactgcgggtggctccaagctgaaccgcectc

as

>75

Adapterprimer
RD21A ohne
Stopcodon,C-
terminaler
Strepll-Tag und
attB1

adapter_tev
_ELP

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttagaa
aacctgtattttcag

SS

71,9

Adapter fir
Klonierung von
attB1-Sequenz
mit N-terminaler
TEV-
Spaltsequenz
von RD21A und
TGG2

ss_DELP _t
ev

gcttagaaaacctgtattttcaggatgagctaccgg
agtctatt

SS

71,3

Klonierungspri
mer D135-
RD21A135.462
mit TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

ss_RDELP
_tev

gcttagaaaacctgtattttcagagagatgagctac
cggagtctatt

SS

72

Klonierungspri
mer
R134/D135-
RD21A134-462
mit TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

ss_GELP_t
ev

gcttagaaaacctgtattttcagggggagctaccgg
agtctattgac

SS

74,7

Klonierungspri
mer G135-
RD21AP135G, 55
462 Mit TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

ss_UB_DE

gtggggatgagctaccggagtctattga

SS

68

Klonierungspri
mer D135-
RD21A135.462
mit Uberhang
ZU UBQKZQR/K48R

ss_UB_RD
ELP

ggagagatgagctaccggagtctattga

SS

66,6

Klonierungspri
mer R134D135-
RD21A134-462
mit Uberhang
zu UBQK29R/K48R

ss_UB_GE
LP

gtgggggggagctaccggagtctattga

Ss

71

Klonierungspri
mer G135-
RD21AD135G, 55
462 Mit
Uberhang zu
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UBQK29R/K48R

ss_bridge
UBQ-attB1

accatgcagatcttcgtcaagacgttaac

SS

56,9

Klonierungspri
mer von
UBQK29R1K48R
mit Uberhang
zu attB1

ss_attB1-
uBQ

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttagcc
gccaccatgcagatcttcgtcaag

SS

51

Adapterprimer
fiir Klonierung
von attB1-

Sequenz und
UBQK29R1K48R

as_UBQ_D
ELP

ctcatccccacctctaagtcttaagacaagatgt

as

68,3

Klonierungspri
mer flr
UBQK29R/K48R
mit Uberhang
zu D135-
RAD21A135.462

as_UBQ_R
DELP

atctctcccacctctaagtcttaagacaagatgt

as

67,1

Klonierungspri
mer flr
UBQK29R/K48R
mit Uberhang
zu R134/D135-
RAD21A134-462

as_UB-
RDELPII

ccggtagctcatctctcccacctctaagtcttaa

as

70

Verlangerter
Klonierungspri
mer flr
UBQK29RIK48R
mit Uberhang
zu R134/D135-
RAD21A134-462

as_UBQ_G
ELP

ctcccecccacctctaagtcttaagacaagatgt

as

70,7

Klonierungspri
mer flr
UBQK29R/K48R
mit Uberhang
zu G135-
RAD21AD1356135

-462

ss_KP_com

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttaatgc
aacacaacacatacatctaca

SS

50

Klonierungspri
mer TGG2 mit
attB1

ss_KP_tev

gcttagaaaacctgtattttcagaaacctgaagaag
agattacttg

SS

69,4

Klonierungspri
mer K29-
TGG229.547 mit
TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

ss_GP_tev

gcttagaaaacctgtattttcagggacctgaagaag
agattacttg

SS

71,2

Klonierungspri
mer G29-
TGG2K%C g 547
mit TEV-
Spaltsequenz,
Uberhang zu
attB1

as_KP_os_
Strepl

ctgcgggtggctccaagetgaaccgcectccaccctt
gatggccttgcgg

as

>75

Klonierungspri
mer TGG2
ohne
Stopcodon,C-
terminaler
Strepll-Tag

ss_UB_KP

gtgggaaacctgaagaagagattacttgc

SS

65,3

Klonierungspri
mer K29-
TGG229.547 mit

Uberhang zu
UBQK29R/K48R
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ss_ub_GP

gtgggggacctgaagaagagattacttgc

SS

68,1

Klonierungspri
mer G29-
TGG2K29C g 547
mit Uberhang
zu UBQKZQR/K48R

as_UBQ_K

tcaggtttcccacctctaagtcttaagacaagatgt

as

68,3

Klonierungspri
mer flr
UBQKZQR/K48R
mit Uberhang
zu K29-TGG229.

547

as_UBQ_G

tcaggtcccccacctctaagtcttaagacaagatgt

as

70,6

Klonierungspri
mer fur
UBQKZQR/K48R
mit Uberhang
zu G29-
TGG2K?9Cg.547

as_mRD21
a_HAT

gatagcccgcatagtcaggaacatcgtatgggtag
gatcccatttcgecattctttatcg

as

63,2

Klonierungspri
mer flr
mRD21A mit
Uberhang zu
HA-Tag

as_HA_os

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTAAGCACCAGCACCAGCGTA
ATC

as

>75

Klonierungspri
mer fur HA-
TAG ohne
stopcodon mit
attB2

as_HA_sto
p

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTATCAAGCACCAGCACCAGC
GTAATC

as

>75

Klonierungspri
mer fur HA-
TAG mit
stopcodon mit
attB2

158




3. Schema: Interaktion rekombinante N-end rule pathway
Komponente mit endogenem RD21a

Expressionvon ATE1, ATE2 und PRT6-UBR-
Doméne als MBP-Fusionsproteinin E.coli

e

Ni-NTA-
Séaulenreinigung

.

Amylose-
S&ulenreinigung

.

Inkubation der proteinbeladenen Amylosesaule
mit Pflanzenextrakt

.

Elution, Aufkonzentration und Western Blot

Abbildung A1: Experimenteller Ablauf der Interaktion rekombinanter Komponenten mit endogenem RD21a. Die
Proteine wurden nach Aufschluss mittels Ultraschall erst Gber eine Nickel-NTA-Saule (Qiagen) gereinigt, eluiert mit
400 mM Imidazol und anschlieRend auf AmyloseHarz (NEB) gekoppelt. Anschlieend wurden 10 mL PE mit dem
Saulenmaterial inkubiert, 3 x gewaschen und mittels 10 mM Maltose der Proteinkomplex eluiert. Die Konzentration
erfolgte mittels Amicon-15.

Zu 3.1.1. Stabilitat von N-RIN4 in Protoplasten verschiedener
Mutanten

Col-0 atelate2 prt6-1
- CBB

Abbildung A2: Stabilitdt von N-RIN4:YFP in Protoplasten von Col-0, ate? ate2 sowie prt6-1. Gezeigt sind die
Western Blots der Transformation von Col-0, ate ate2 und prt6-1 mit pUBC::UBQ"?*RK48R:N11-RIN4+4.452:YFP und
mCherry. Detektiert wurde mittels a-RIN4-AK (sc -27369, 1:200), Ladekontrolle durch CBB-Farbung.

Zu3.1.21.

Tabelle A6: Auflistung der angereicherten Proteine nach TCA-freier-Fallung mit Spot-Nummer im Gel, Anzahl der
gefundene Fragmente (Hits), Proteinbezeichnung, ATG-Nummer

Gefund | Spot- Hit | Protein ATG-Nummer
enin Nummer s

prt6-3/ | CN13 19 | PUR4 AT1G74260.1
atet
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ate2

9 | LINC4 AT5G65770.1
(+2)
prt6-3/ | CN14 4 | GLDP1 AT4G33010.1
ate1
ate2
AK-HSDH AT4G19710.2
ate CN15 WEB1 AT2G26570.1
ate2
ate CN16 4 | ATXYL1, XYL1, TRG1 AT1G68560.1
ate2/
prt1-1
prt6-3 CN17 11 | Putative Glycosyl Hydrolase unbekannter Funktion AT5G12950.1
(DUF1680)
ate CN18
ate2
prt6-3 CN19 1 | Putative Glycosyl Hydrolase unbekannter Funktion AT5G12950.1
(DUF1680)
prt6-3 CN20 9 | Putative Glycosyl Hydrolase unbekannter Funktion AT5G12950.1
(DUF1680)
ate CN21 5| SIR AT5G04590.1
ate2
18 | Phosphofructokinase family protein AT1G20950.1
ate CN22 AlaAT1 AT1G17290.1
ate2
4 | ATPB, PB ATCG00480.1
prt6-3 CN23 21 | RCA AT2G39730.1
6 | FTSZ2-1, ATFTSZ2-1 AT2G36250.1
prt6-3 CN24 20 | RCA AT2G39730.1
6 | HCF109, ATPRFB AT5G36170.1
(+1)
prt6-3 CN25 17 | RCA AT2G39730.1
6 | PGK1 AT3G12780.1
2 | GT, UGT74F2, ATSAGT1, SGT1, SAGT1 AT2G43820.1
prt1-1 CN26 7 | ATRABSD, ATRABE1B, RABE1b AT4G20360.1
5 | ATMLP-470, NSP1, ATNSP1 AT3G16400.1
prt6-3 CN27 10 | PGK1 AT3G12780.1
prt1-1 CN28 7 | FBA2 AT4G38970.1
2 | RD21A AT1G47128.1
prt1-1 CN29 9 | Ribosomales Protein L1p/L10e family AT3G63490.1
prt1-1 CN30 25 | Ribosomales Protein L1p/L10e family AT3G63490.1
2 | Aldolase-type TIM barrel family protein AT3G14420.1
(+3)
ate CN31 6 | CA2, CA18, BETA CA2 AT5G14740.1
ate2 (+4)
prt6-3 CN32 15 | NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein AT5G02240.1
prt1-1 CN33 16 | GRF6, AFT1, 14-3-3lambda AT5G10450.1
(+3)
11 | GRF8, 14-3-3KAPPA, GF14 KAPPA AT5G65430.1
(+2)
ate CN34 4 | PBD2 AT4G14800.1
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ate2

(+1)

prt1-1 CN35 19 | RRF, HFP108, cpRRF, AtcpRRF AT3G63190.1
prt1-1 CN36 4 | ATGRP7, CCR2, GR-RBP7, GRP7 AT2G21660.1
prt1-1 CN37 8 | AlG2-like (Avirulenz induziertes Gen) family protein AT3G28940.1
5 | ATGRX4, GRX4 AT3G15660.1
prt1-1 CN38 7 | ATGRP7, CCR2, GR-RBP7, GRP7 AT2G21660.1
prt1-1 CN39 7 | ATGRP7, CCR2, GR-RBP7, GRP7 AT2G21660.1
prt6-3 CN40 4 | Polyketide Zyklase/Dehydrase und Lipidtransport AT4G23670.1
superfamily protein
4 | CCR1, ATGRP8, GR-RBP8, GRP8 AT4G39260.1
(+2)
7 | CP12-1, CP12 AT2G47400.1

Tabelle A7: Auflistung der angereicherten Proteine nach TCA-Fallung mit Spot-Nummer im Gel, gefundene
Fragmente (Hits), Proteinbezeichnung, ATG-Nummer

Gefun | Spot- Hi | Protein ATG-
denin | Nummer | ts Nummer
prt6-3 | CN108 34 | AGY1, AtcpSecA, SECA1 AT4G01800
A
prt6-3 | CN109 27 | Tudor1, AtTudor1, TSN1 AT5G07350
A (+1)
12 | Tudor2, AtTudor2, TSN2 AT5G61780
A
3 | FUG1 AT1G17220
A
prt1-1 | CN110 53 | Tudor1, AtTudor1, TSN1 AT5G07350
A (+1)
prt1-1 | CN111 18 | AtGLDP1, GLDP1 AT4G33010
A
7 | ACO3 AT2G05710
A
prt1-1 | CN112 33 | Tudor2, AtTudor2, TSN2 AT5G61780
A
10 | polyribonucleotide nucleotidyltransferase, putative AT5G14580
A
prt1-1 | CN113 12 | AtGLDP1, GLDP1 AT4G33010
A
46 | EMB2753 AT1G80410
A (+1)
7 | emb2746 AT5G63420
A
prt6-3 | CN114 11 | AtGLDP2, GLDP2 AT2G26080
A
7 | AK-HSDH I, AK-HSDH AT1G31230
A
prt1-1 | CN115 28 | methionine--tRNA ligase, putative / methionyl-tRNA AT4G13780
synthetase, putative / MetRS, putative A
7 | Nucleoporin interacting component (Nup93/Nic96-like) AT3G57350
family protein A
prt6-3 | CN116 14 | glycyl-tRNA synthetase / glycine--tRNA ligase AT1G29880
A
10 | EMB1467, CI76 AT5G37510
A (+1)
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10 | P5CS1, ATP5CS AT2G39800
A (+1)
prt1-1 | CN117 35 | ATMS2, MS2 AT3G03780
A
50 | ATCIMS, ATMETS, ATMS1 AT5G17920
A1
prt1-1 | CN118 24 | ATMS2, MS2 AT3G03780
A
40 | ATCIMS, ATMETS, ATMS1 AT5G17920
A
prt1-1 | CN119 21 | ATMS2, MS2 AT3G03780
A1
33 | ATCIMS, ATMETS, ATMS1 AT5G17920
A
10 | emb1138 AT5G26742
A
prt1-1 | CN120 21 | PCK1, PEPCK AT4G37870
A
prt1- CN121 19 | GYRB2 AT5G04130
1/prt6- A
3
atet CN122 7 | RHM1, ROL1, ATRHM1 AT1G78570
ate2 A
5 | SRP72 RNA-binding domain AT1G67680
A
prt6-3 | CN123 20 | RNA helicase family protein AT3G62310
A1
15 | RNA helicase family protein AT2G47250
A1
prt6-3 | CN124 14 | Transketolase AT3G60750
A (+1)
18 | ARA12 AT5G67360
A1
prt6-3 | CN125 18 | BXL1, ATBXL1 AT5G49360
A
5| RPOC1 ATCG0018
0.1
prt6-3 | CN126 14 | MFP2, ATMFP2 AT3G06860
A1
14 | DPP6 N-terminal domain-like protein ( AT1G21670
A
prt6-3 | CN127 13 | Enoyl-CoA hydratase/isomerase family AT4G29010
A
10 | PRH75 AT5G62190
A1
prt1-1 | CN128
prt1-1 | CN129 3 | MTHFR2 AT2G44160
A
prt1-1 | CN130 7 | NIR1, NIR, ATHNIR AT2G15620
A
prt1-1 | CN131 10 | Hop1 AT1G12270
A
8 | Hop2 AT1G62740
A1
prt1-1 | CN132 31 | NAD-ME2 AT4G00570
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A

prt1-1 | CN133 9 | Phosphofructokinase family protein AT1G20950
A
prt6-3 | CN134 10 | TGG2, BGLU37 AT5G25980
2
prt1-1 | CN135 9| SIR AT5G04590
A
7 | Phosphofructokinase family protein AT1G76550
A
prt1-1 | CN136 5 | :sksb AT1G76160
A
prt1-1 | CN137 13 | EIF4A-2 AT1G54270
A
prt1-1 | CN138 28 | Mannose-binding lectin superfamily protein AT1G52100
A
prt1-1 | CN139
prt6-3 | CN140 10 | Aldolase superfamily protein AT4G26530
A
prt1-1 | CN141 8 | SPDS1 AT1G23820
A
6 | ATPC1 AT4G04640
A
prt1-1 | CN142 15 | CaS AT5G23060
A
11 | GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein AT1G29670
A
34 | Ribosomal protein L1p/L10e family AT3G63490
A
prt6-3 | CN143 14 | ATPME3, PME3 AT3G14310
A
10 | TOC34, ATTOC34, OEP34 AT5G05000
2
27 | Ribosomal protein S3 family protein AT2G31610
A
25 | Ribosomal protein S3 family protein AT5G35530
A
26 | Ribosomal protein S3 family protein AT3G53870
A
prt6-3 | CN144 6 | PETA ATCG0054
0.1
prt6-3/ | CN145 5 | CLPP4, NCLPP4 AT5G45390
atet A
ate2
8 | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein AT2G37220
A
7 | GRF6, AFT1, 14-3-3lambda AT5G10450
1 (+3)
prt1-1 | CN146 2 | Mog1/PsbP/DUF1795-like photosystem Il reaction center AT1G77090
PsbP family protein A
prt6-3 | CN147 3 | PSBP-1, OEE2, PSII-P, OE23 AT1G06680
A (+H1)
prt6-3 | CN148 4 | unknown protein AT1G51100
A
4 | GLP3, GLP3A, GLP3B, ATGERS3, GER3 AT5G20630

A
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prt1-1 | CN149
prt1-1 | CN150 4 | RPL12-A, RPL12 AT3G27830
A (+1)
ate1 CN151 16 | Ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family AT5G38410
ate2 protein A(+3)
prt6-3 | CN152
prt1-1 | CN153 15 | CLPP6, NCLPP1, NCLPP6 AT1G11750
3 A1)

Zu 3.2.3. Vergleichende Proteomik

Tabelle A8: Hochregulierte Proteine aus Shotgun und DIGE-Experimenten. Angegeben sind die Uniprot-ID, Gen-
ID, Molekulargewicht, Genotyp in dem sie hochreguliert waren, potenzielle Signalsequenzen/Schnittstellen, N-
Terminus des reifen Proteins, gefundenes N-terminales Fragment in CHAFRADIC. Farblich hervorgehoben sind
destabilisierende N-Termini entsprechend des N-end rule pathway sowie die in dieser Arbeit ndher untersuchten
Proteine RD21a und TGG2.

Protein Uniprot- | Gen-ID | Hochreguliert MW Signalsequenz/ N-Terminus | N-
ID in in Peptidaseschnitt terminales
kDa stelle Peptid
ChaFRADIC
RRF, QIM1X0 | AT3G6 | Prt1-1 30 AS 1-82 | AT
HFP108, 3190.1 (Chloroplast)
cpRRF,
AtcpRRF
Putative | Q9LXU4 | AT5G1 | Prt1-1 96 MK
glycosyl 2950.1
hydrolas
e
ATMLP- | Q9SDM9 | AT3G1 | Prt1-1 52 MA
470, 6400.1
NSP1,
ATNSP1
GAPB P25857 AT1G4 | Prt1-1 48 AS 1-80 | KL GIVKGTMT
2970.1 (Chloroplast) TTHSYTGD
QR
FBA2 Q944G9 | AT4G3 | Prt1-1 43 AS 1-46 | AA
8970.1 (Chloroplast)
CA2, F4K874 AT5G1 | Prt1-1/runter 37 MV
CA18, 47401 | prt6-3
BETA
CA2
Aldolase | QI9LYR4 | AT5G1 | Prt1-1, ate1 ate2 | 48 MA
-type 3420.1
TIM
barrel
family
protein
AlaAT1 F41710 AT1G1 | Prt1-1 60 AS 1-47 | SS
72901 (Mitochondrium)
alpha/bet | Q9SJI7 AT2G4 | Prt1-1 46 MA
a- 2690.1
Hydrolas
es
superfa
mily
protein
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SHM1, Q9SzZJ5 | AT4G3 | Prt1-1 57 AS 1-30 | SL

STM, 7930.1 (Mitochondrium)

SHMT1

PBD2 F4JIF9 AT4G1 | Prt1-1 22 ME
4800.1

PTAC16 | Q9STF2 | AT3G4 | Atel ate2 54 MA
6780.1

PYK10, Q9SR37 | AT3GO | Prt1-1,  prt6-3, | unbek | AS 1-24 (ER) DG

PSR3.1, 9260.1 ate1 ate2 annt

BGLU23,

LEB

ATPMEP | Q1JPL7 AT1G1 | Prt6-3 62 AS 1-34 FF

CRA, 1580.1

PMEPC

RA

FBA1 Q9SJU4 | AT2G2 | Prt1-1/runter 43 AS 1-10 | AS
1330.1 prt6-3 (Chloroplast)

THFS QI9SPK5 | AT1G5 | Prt1-1 68 MS
0480.1

ATPase, | Q8W4E2 | AT1G2 | Prt1-1 54 MV

VA1 0260.1

complex,

subunit

B protein

SBP1 023264 AT4G1 | Ate1l ate2/runter | 54 MA
4030.1 | prt1-1

Aldolase | Q9LRR9 | AT3G1 | Prt1-1/ runter | 40 ME

-type 44201 ate1 ate2

TIM

barrel

family

protein

CA1, P27140- | AT3GO | Prt1-1/  runter | 30 AS 1-113 | AL

ATBCA1 | 3 1500.1 ate1 ate2 (Chloroplast)

, SABP3,

ATSABP

3

Haloacid | Q94K71 AT3G4 | Prt1-1 34 MA

dehaloge 84201

nase-like

hydrolas

e (HAD)

superfa

mily

protein

GT, 022822 AT2G4 | Prt1-1 51 ME

UGT74F 3820.1

2,

ATSAGT

1, SGT1,

SAGT1

ATP D7M1G8 | AT5GO | Prt1-1 60 MA

synthase 8670.1

alpha/bet

a family

protein
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GHBDH, | Q9LSVO0 | AT3G2 | Prt1-1 31 ME

ATGHB 5530.1

DH,

GLYRT1,

GR1

AlG2-like | Q9MBH2 | AT3G2 | Prt1-1, ate1 ate2 | 19 MT

(avirulen 8940.1

ce

induced

gene)

family

protein

CARA QILVW7 | AT3G2 | Prt1-1 47 MA
7740.1

Cytosol Q944P7 | AT4G3 | Prt1-1 61 AS 1-70 | AN

aminope 0920.1 (Chloroplast)

ptidase

family

protein

AT-HF, Q9Sz30 | AT4G2 | Prt1-1 64 AS 1-?

HISN4 | 6900.1 (Chloroplast)

HIS HF

RD21, P43297 AT1G4 | Atel ate2 51 AS 1-21 (Signal); | DE DELPESID

RD21A 7128.1 22-134 (Propetid) WR

TUF, Q39258 AT4G1 | Prt1-1 26 MN

emb244 1150.1

8, TUFF,

VHA-E1

CR88, Q9SIF2 AT2GO0 | Prt1-1 89 MA

EMB195 4030.1

6,

HSP90.5

Hsp88.1,

AtHsp90.

5

NPQ1, Q39249 AT1G0 | Prt1-1 52 AS1-? VD

AVDE1 8550.1 (Chloroplast),?-

113(Thylakoid)

NAD- F4IKM1 AT2G2 | Ate1 ate2 33 MD

depende 9340.1

nt

epimeras

e/dehydr

atase

family

protein

CCR1, Q03251 AT4G3 | Prt1-1 17 MS

ATGRP8 9260.1

, GR-

RBPS,

GRP8

Transket | Q8RWVO | AT3G6 | Prt1-1 80 MA

olase 0750.1

HSP60-2 | Q8L7B5 | AT2G3 | Prt1-1, ate1 ate2 | 62 AS1-32 AA
3210.1 (Mitochondrium)
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NAD- Q8L7K9 | AT4GO | Ate1 ate2 67 AS 1-32 | CI
ME2 0570.1 (Mitochondrium)
TGG2, Q9C5C2 | AT5G2 | Prt1-1, ate1 ate2 | 63 AS 1-28 KP KPEEEITCE
BGLU37 5980.2 ENVPFTCS
QTDR
MTHFR1 | Q9SE60 | AT3G5 | Prt1-1 66 MK
9970.3
FUM1 P93033 AT2G4 | Ate1 ate2 53 AS 1-28 | ST
75101 (Mitochondrium)
2- F4IWV2 AT3GS5 | Atel ate2, prt6-3 | 115 MV
oxoglutar 54101
ate
dehydro
genase,
E1
compone
nt
acylamin | Q84LM4 | AT4G1 | Prt1-1 84 MD
oacyl- 45701
peptidas
e-related
HSP60- | Q93zZM7 | AT3G1 | Prt6-3 60 AS 1-31 | AA
3A 3860.1 (Mitochondrium)
UBPS, Q949Y0 | AT1G5 | Prt6-3 54 MP
ATUBP6 1710.1
ACO3 Q9SIB9 AT2GO0 | Prt1-1, ate1 ate2 | 108 AS 1-78 | VS
57101 (Mitochondrium)
mtLPD1 | Q9M5K3 | AT1G4 | Prt1-1 54 AS 1-36 | AS
8030.1 (Mitochondrium)
HSP60, P29197 AT3G2 | Prt1-1 61 AS 1-31 | AA AAKEIKFGV
HSP60- 3990.1 (Mitochondrium) EAR
3B
ATPC1 Q01908 AT4GO | Prt1-1 41 AS 1-50 | AS TQKITEAMK
4640.1 (Chloroplast) LVAAAKVR
Phospho | Q8W4M5 | AT1G1 | Atel ate2, prt6-3 | 61 MA
fructokin 2000.1
ase
family
protein
HEXO1, | ATWM73 | AT3G5 | Prt1-1 61 MS
ATHEX2 5260.1
ATLFNR | Q8W493 | AT1G2 | Prt1-1/runter 41 AS 1-57 | IT
2, FNR2 0020.1 ate1 ate2 (Chloroplast)
vacuolar | Q9XGM1 | AT3GS5 | Ate1 ate2 29 MA
ATP 8730.1
synthase
subunit
D
(VATD)
PSBP-1, | Q42029 AT1GO | Prt1-1 28 AS 1-?2 | AY
OEE2, 6680.1 (Chloroplast); ?-
PSII-P, 77 (Thylakoid)
OE23
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Zu 3.3.3.1. Interaktion von rekombinanter ATE1 mit endogenem RD21a

ATE1
1 101 201 301 401 501 601 63z
1 11 21 31 41 51 61 ks 81 b3 8 101
1 MSL I T CGYCKSPARS SISHGLSAQT LTV I DRCWRRSGTY L CPPYTIRLKR SDFVPTKEQQ RVSRRLERFL
111 DEKLDVQPRE QRGASSSGDY SDTRRKTLGA AKSEENKKVE AVMDDLSKNI DQAVQLCIRS GEFPSNMQIP KASVKKVFCA RREKKLAEGTE QILYTSNIAF PIRRRATKRIQ
221 TSEKEGINSA EGNRLSPETI SEMLLSAMMK VGETPDVSIK VCKGHINELS SAKDSESDRD RE Q ARKRKLEIHL KRSSFDPEEH
331 ELYKRYQLKV VE VDS PLI EKVPPCGEGS FHOOYRIDCR LIAVGVVDIL PKCLSSVYLF WDPDYAFLSEL CKYSAIQEIN WVIENQARCP
441 SLOYYYLGYY I YK ARY LC PL P YVILSDIAIS HNQCSLLAGA SETLVEPAAS EHEDMEQGET NDNFMGCSDE DEDEDEDDDD
551 DDDDDEEMYE TESEDSHIES DPGSKDNDIN NILIGLYGSQ YRYKEMRQIT TPVGRK(QLEP MLOSYRKVVG RELSERMUVYE IN
Abbildung A3: MS-Analyse der an Amylose-Harz gekoppelten His-MBP-tev-ATE1. Die ATE1 ist schematisch als
Rechteck dargestellt, wobei alle farblich markierten Felder identifizierten Peptiden entspricht. Es konnten 65 % der
ATE1-Peptide identifiziert und zugeordnet werden, ihre Identitiat ist im unteren Teil im Ein-Buchstabencode, grin (1
% falsch positiv), gelb (5 % falsch positiv), rot (>5 % falsch positiv) dargestellt.
ATE2
1 101 201 301 401 501 605
1 11 21 31 41 51 61 " 81 91 101

1 MSSKKARTEN EASSSRGGIG GESIVADCGR NESTCGYCKS STRFSISHGL WTERLTVNDY QALLDSGURR SGCYLYKPEM EKTCCPSYTI RLEASDEVPS KEQQRVRRRI

111 E DR VEKSLGCAAKR EKNNELEPTM KDLSEQIDNA VQKCIQSGEF PSNVQIPKAS VHHVFSAKRK KLAEGSEDLL YTSNIAFPIV

221 ARMKHTOTLE KGKNVEENRL SPEAVSEKLL SAMNKUGEFT GESVKVSKGH INFLSATQVT SSDRNEGEES LCATTIKSSS NKLHARKRKL EMHLKRSSFE PEEYELYKRY
331 QMKVHNDKPE SISETSYKRE LVDTPLTEVP SSGYDDEEKI PLCGEGSFHQ QYRVDDRLIA VGVIDILPKC LSSKYLFWDP DFASLSLGNY SALQEIDWVK QNQAHCSTLE
441 YYYLGYYIHS CNKMRYKAAY RPSELLCPLR YQUVPFEVAK PLLDKKPYSV LSNISKVSSS SSSPQASETL LESTSEHEDM EQCDTNDDDD EMYNSDEDSED SDSSSSRNRS

551 DITNILISLN GPRLRYKDIP RFENPVVQKQ LESMLVSYRE VVGAELSEIM VYELR

Abbildung A4: MS-Analyse der an Amylose-Harz gekoppelten His-MBP-tev-ATE2. Die ATEZ2 ist schematisch als
Rechteck dargestellt, wobei alle farblich markierten Felder identifizierten Peptiden entspricht. Es konnten 59 % der
ATE2-Peptide identifiziert und zugeordnet werden, ihre Identitiat ist im unteren Teil im Ein-Buchstabencode grin
(1 % falsch positiv), gelb (5 % falsch positiv), rot (>5 % falsch positiv) dargestellt.
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Abbildung A5: Relative Transkriptmenge von RD21a in Pflanzenmaterial von Col-0, ate? ate2, prt6-3, prt1-1 nach
Anzucht 3 Wochen Langtag. Dargestellt ist das Ergebnis der qRT-PCR fiir RD21a-Transkript des in DIGE und
Shotgun verwendeten Pflanzenmaterials.

Zu 3.6. Aktivitatsprofiling von RD21a in N-end rule Mutanten

Col-0 atetf afed porig-1 rd27-1
1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 "1 12 13 14 15 16 17 18 19
DCG-04: - + o+ + o+ - + + o+ + + + + + - +
E-64: - - - -+ - - - - + - - + - - - -

55kDa
40kDa

a-Strepavidin
35kDa
55kDa
40kDa

a-RD21a
35kDa

CBB

Abbildung A6: Aktivitdtsmarkierung und Abundanz von endogenem RD21a in Col-0, ate1 ate2, prt6-1 und rd21-
1.Pflanzenextrakt der verschiedenen Genotypen wurde 4 h mit 0,2 yM DCG-04 inkubiert. Gezeigt ist der Western
Blot der Experimente mit PE von Col-0 (Spur1-5), ateate2 (Spur 6-10), prt6-1 (Spur 11-15) und prt6-3 (Spur 16-19)
ohne Sonde (Spur 1, 6, 11, 16), des mit DCG-04 markierten PE (Spur 2-4, 7-9, 12-14, 17-19), sowie mit E-64 und
DCG-04 inkubierten Materials (Spur 5, 10, 15). Detektiert wurde mittels Strepavidin-HRP (oberer WB, 1:3000) und
a-RD21a (1:1000), die Ladekontrolle erfolgte mittels Coomassiefarbung.
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Zu 3.7.1. N-terminale Abhangigkeit der Stabilitidt von RD21a in vivo

.:SQ :\QQ .\QQ
2 P \
qS)"’ 689 QS;L
o & &
a-HA
Col-0 - - -
CBB
ate1 ate2
i S CBB
pri6-1
CBB

Abbildung A7: Western Blot der Transformation von Mesophyllprotoplasten von Col-0, ate? ate2 und prt6-1 mit
pUBC::UBQK2RK48R: X mRD21A35352:HA:YFP (X = D, RD, G). Detektiert wurde mittels a-HA-AK (1:1000),
Ladekontrolle erfolgte durch Coomassiefarbung.
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Abbildung A8: Western Blot derTransformation von Mesophyllprotoplasten von Col-0 und prt6-1 mit
pUBC::UBQX#RK4ER: X TGG2:YFP (X = K, G). Detektiert wurde mittels a-GFP-AK (1:200), Ladekontrolle erfolgte
durch Coomassiefarbung.
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Zu 3.3.9. Ubiquitinylierung von endogenem RD21a
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Abbildung A9: Ubiquitinylierung von endogenem RD21a in Pflanzenextrakt von rd21-1. Dargestellt sind die
Western Blots der TUBE-Versuche ohne (Spur 1-3) und mit MG132 und DUB-Inhibitoren (Spur 4-6. WB a-RD21a
(1:1000, ECL-Pico, 90 s), WB a-UBQ (1:3000, ECL-Femto, 30 sek) Alle drei experimentellen Ansatze wurden
gleichzeitig durchgefiihrt. n = 1.
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E ; 7
NB' NB m\‘b‘
&

@"'

70kDa

Fluoreszenzbild
40 kDa

35kDa

70 kDa

40kDa a-RD21a

35 kDa

Abbildung A10: MV151 Markierung rekombinant exprimierten X-mRD21a:HA (X = D, RD, G). Dargestellt ist das
Fluoreszenzbild bei 532 nm, von rekombinantem D-mRD21a:HA , RD-mRD21a:HA, G-mRD21a:HA nach

Abspaltung des N-terminalen His-MBP-Tags. Im unteren Part ist der Western Blot mittels RD21a-AK (1:1000)
gezeigt, n = 3.
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Abbildung A11: Heatmap Proteinabundanz von RD21a in Arabidopsis. (eFP-Browser,
http://bar.utoronto.cal/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi)
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Abbildung A12: Lokalisation von RD21a in Rosettenblattern von Col-0, ate? ate2, prt6-1 und rd21-1. Zu sehen sind
die Aufnahmen von 4 um dicken Schnitten von in PEG-eingebettetem Blattmaterial (6 Wochen Kurztag). Die
Immunolokalisation von RD21a wurde mittels Alex 488 detektiert, die Zellkerne mittels DAPI-Farbung visualisiert.
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Aminosauresequenz der untersuchten Proteine

RIN4

MARSNVPKFGNWEAEENVPYTAYFDKARKTRAPGSKIMNPNDPEYNSDSQSQAPPHPPS
S
RTKPEQVDTVRRSREHMRSREESELKQFGDAGGSSNEAANKRQGRASQNNSYDNKSPLH
K
NSYDGTGKSRPKPTNLRADESPEKVTVVPKFGDWDENNPSSADGYTHIFNKVREERSSGA
NVSGSSRTPTHQSSRNPNNTSSCCCFGFGGK

TGG2

MQHNTYIYILTMKLLGFALAILLVVATCKPEEEITCEENVPFTCSQTDRFNKQDFESDFI

FGVASSAYQIEGGRGRGLNVWDGFTHRYPEKGGADLGNGDTTCDSYRTWQKDLDVMEEL
G

VKGYRFSFAWSRILPKGKRSRGINEDGINYYSGLIDGLIARNITPFVTLFHWDLPQSLQD
EYEGFLDRTIIDDFKDYADLCFERFGDRVKHWITINQLFTVPTRGYALGTDAPGRCSQWV
DKRCYGGDSSTEPYIVAHNQLLAHATVVDLYRTRYKYQGGKIGPVMITRWFLPYDDTLES
KQATWRAKEFFLGWFMEPLTKGKYPYIMRKLVGNRLPKFNSTEARLLKGSYDFLGLNYYV
TQYAHALDPSPPEKLTAMTDSLANLTSLDANGQPPGPPFSKGSYYHPRGMLNVMEHFKTK
YGDPLIYVTENGFSTSGGPIPFTEAFHDYNRIDYLCSHLCFLREAIREKRVNVKGYFVWS
LGDNYEFCNGYTVRFGLSYVDFNNVTADRDLEASGLWYQSFLRDTTKNQDILRSSLPFKN
GDRKSLT

RD21a

MGFLKPTMAILFLAMVAVSSAVDMSIISYDEKHGVSTTGGRSEAEVMSIYEAWLVKHGKA
QSQNSLVEKDRRFEIFKDNLRFVDEHNEKNLSYRLGLTRFADLTNDEYRSKYLGAKMEKK
GERRTSLRYEARVGDELPESIDWRKKGAVAEVKDQGGCGSCWAFSTIGAVEGINQIVTGD
LITLSEQELVDCDTSYNEGCNGGLMDYAFEFIIKNGGIDTDKDYPYKGVDGTCDQIRKNA
KVVTIDSYEDVPTYSEESLAVAHQPISIAIEAGGRAFQLYDSGIFDGSCGTQLDHGVV
AVGYGTENGKDYWIVRNSWGKSWGESGYLRMARNIASSSGKCGIAIEPSYPIKNGENPPN
PGPSPPSPIKPPTQCDSYYTCPESNTCCCLFEYGKYCFAWGCCPLEAATCCDDNYSCCPH
EYPVCDLDQGTCLLSKNSPFSVKALKRKPATPFWSQGRKNIA

Abbildung A13: Darstellung der AS-Sequenzen der Proteine RIN4, TGG2 und RD21a. Gelb Markiert sind die
abgespaltenen Peptide entsprechend ihrer Annotation in der Datenbank UNIPROT (www.uniprot.org), der
présentierte N-Terminus des jeweiligen Proteins ist blau markiert und die potentiellen Lysine zur Ubiquitinylierung in
rot hervorgehoben.
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Identifikation des N-Terminalen Peptides von RD21a

Yo Ys V7 Y3 Y2 Y1
maa-D EELPESID
08
vz
s 361.19836 by b, by b b
S 07
g oe [M+2H ] +H
2 os 9
g s by ber b 97549200 1060.57617
= e 42023813 5428082 66236487 - v be®
0z 175.11917 y2'-NH; - 90243701 Y e 11443’;6458 1203.60352
01 34417148 P . \ ‘ ‘ 101552441 | 1144 .
00 I 1 I 1
200 00 600 200 1000 1200 1200 1600
miz

Abbildung A14: Massenspektrum des N-Terminus von RD21a mittels ChaFRADIC. Die Peptidsequenz ist iber
dem Spektrum angegeben. Die Zuordnung erfolgte mittels einer Suche in MASCOT, lonen-Score 29 und einer

Fragmenttoleranz von 0,001 Da.
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Alignment von RD21a und &hnlichen Cysteinproteasen aus Arabidopsis

Sedion 1

(1) 1 20 49

RD21a (1) MGFLRET- D SERSYOEKHEVST TGGR SELE TS

PP (1) -MSLETILS VSDGEREV 50
Aeursim-shrlich (1} -MSVELNLS I.I.II.F SDNEHEL!

CatB (1) e YN‘IKI.CLASVFLL ERESLTKQKLDSK
TPE#A-ghrlich (1) ———————- LRNSNLT cswns sivie 0

P2 (1) MALSSPSRELCFALALSAASLELSFASSHDYSIVEYSFEDLES
nsensus (1} E MAVVLL L AASAAL IGIL AR IEGVS L E EDIVIQ
Sedion 2
{50) 50 0 70 80 58
RD21a (49) fy——————- _ KDRREEL LRFWDEENE
AALP (43) TLGOSRHAVLSE EMELRES LDLIRSTINK
Aleursirrzhnlich (4%) ILGQSRHVLSES EMELRES LDLIRSTINE

ot B - ———————— HEH---—--—-————————— PHAGWELETIND
TPE4A-shriich (42) RF————————— KTHSELY G- -GREEWMERE: IR0 sMMOLIDY INS
WPz (50} BF-———————- SNFEEAY -- EFVEEKFLEFFUFKBNLEHIDE THE
@nsensus (50} IL ERWI KHGE Y OSVEE LRF IFKDNL LIDSTNK
Sedion 3
(99) 2 110 120 130 147

RD212 (85) RNDGYRLELT READLIND GAK--MEKKGERRISLRYEZRVG
RALP (28} KEI.SYEI.GEHQFADLTHQEFQ THLGLR-———- CNCSATLEGSHEVT
Aeursim-shrlich (%6} KGLSY LNCFADLIWCEED GAR-———- CNCSATLEGSHKITE
CstB (86) iFSNA'I EFERLLGVEPT PKEHELGVE - —— —————— IVSHDPSLELEK
TPE4A-shrlich (80) LHLFBKLT DNRFADMTN SEFK, GLN---T5SLELHEKKOREVCDELE
P2 (88} HEKSYWLGINEFADLSHEE GLETDIVERDEERSYAEFAYRDVE
G@nsensus (3%} KGLSYKLGLNRFADLT EFKEHFLGL T E &
Sedion 4
(148) 148 170 198
RD21a (136) wmma E?KDDGGCGSCHAFSIEIEGI NoTvilGoDINL
AALP (140} E" EDWREDGI DGGCGSCWIFSITGAI. YHORFGEGISL
Aleursim-shnlich (140} THERTIKDWREDG I OGHCGSCHTFEITGAL YHOLFGHGISL
C=tE (106) EFDﬁWP{)CT DOGHCGSCWAFGL SDRF{.'ID GHNi.L

TPE4#A-shnlich [ 126) NP WRT QGAVT NOGECGGCWAFSL GINKIKIGNL
XNOP2 (137) ANE WRKKGAVHEVEN OGS CGSCWAFST GINKIVIGNLT
hnsensus (148) AVPDSVDWE GAVAFVEDOG CGSCWAFSTVGALEGIN I TG LISL
Sedion &
[137) 187 210 23 230 245

RD21a (185) SEQE LVDCDT -S¥NEGCHGGLMEY AFERI IKNGERDIDKD - —————
AALP(189) SEQOLVDCLGAFNNYGCHGELESOAFEY IRSHGGELDIERE —————————
Aleursin-shnlich (185} SEQOLWDCAGT FNNFGCHGGLESOAFEY IKYNGGLDTEER —————————
CatB(155) SVNDLEACCEFRCGDGCDGEYBIAMNOY FSYSGVMIEECDEY FONTGCS
TPE4A-shrlich (175} SEOOLIDCDVET YHNEGCSGGLMET AFEFRIKTNGELATETD -——-—————
HP2(188) SEQELIDCOT -TY¥NNGCHGGLMDY LFEY IVENGELREEED —— - ——————
nsensus (197} SEQOLVDCDE TYN GCNGGLPD AFEYIE NGGLDTE D

Abbildung A15: Alignment von RD21a und anderen Cysteinproteasen aus Arabidopsis. Gezeigt ist das Alignment
der Proteinsequenz von RD21a und AALP (At5g60360), Aleurain-ahnlich (At3g45310), CatB (At4g01610), TPE4A-
ahnlich (At1g06260) und XCP2 (At1g20850). Entsprechend van der Hoorn et al. 2004 sind diese Cysteinproteasen
mittels DCG-04 detektierbar. Gelb hervorgehoben sind konservierte AS, blau unterlegt solche, welche eine hohe
Ahnlichkeit in den untersuchten Proteinen zeigen, griin unterlegt sind AS welche in zwei oder mehreren Proteinen
identisch sind
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Alignment von RD21a und dhnlichen Cysteinproteasen aus Tomate und Mais

Sedion 1
[1} q 40 50
RO2Ma (1) ——— pPT I DMSIISYDEKHGVSTTGGRSELENN
Ci4 (Tomate) (1) Mgg AE i F3 LssgiDHSIISYDETH————IHHRS WS
apPia(Msis) (1) ——- DMSIMS¥GE-———————— RSXEERR
Consensus (1) MALS T RATILLILLSLSSAADMSIISYDE H RSODEV
EEdbn 1
(51) 51

RD21a (48) HGK I-Jl[.VEK]] RE‘EIFKDNI. DERN I-’NLI————Y
C14 (Tomate) (47) YNM.GERD IFKDNLEYIDECH ---5¥
aP1A (Msis) (39) RMYLE AHG EIDI-JI.RYIDMIN AAD Gt.eﬁsl

Consensus (51) RIYERAWLI HG FSYNALGEKDRRFQIEKDNLRYIDEHNA
SEctm_?-
(101) 101 110 120 130 150
RO21a [ﬂ}i%GLT FADLTN EYREKYLG ———E TBLRYE PES
C14 (Tomate} (92) ELGLTHFADLTH EYRSIYLG'I KSDRYL O5SLPES
QP14 (Msis) (87) RLGLNRFADLTNDEYRE 'IYLG ———RFDRER LGARYHALDNERLPES
Consensus (101) RLGLTRFADLINDEYRS YLGAKS  REK ERE S RY AKVSDDLPES
Sedion 4
{151} 154 A6 180 200

RD21= (141} IDHBFEGEHE?K DDGGCGSCHAFSTl!wEGI NQIVIGDLIELSEQELV

C14 (Tomate) (142) FDWRDEGYVEVGVEDDGSCESCWAF SANLAME STN2 IVTGHLISLSEQELY

aP1A (Msis) (134) FDWRAKGAVAEVEDOGSCGSCWAFSTIAAVEGINGIVIGDLISLSEQELV

Consensus (151) VDWR KGAVAEVEDOGSCGSCWAFSTIAAVEGINQIVIGDLISLSEQELY
Sedion 5
(201) 201 210 220 230 240 280

RD21a (191) DCDESYNEGCHGGIMDYAFEFIIENGGT DTIKDY PYEGVDGTCDQIRENA

Ci4 (Tomate) (152) DCDKSYNEGCDGGIMDYAFE FWINNGGIDIEEDY PYKERNDVCDOYRENA

QP1A (Mais) (184) DCDTSYNOGCNGGIMDYAFEFIINNGGIDTEKDY FYKGTOGRCDVHEENL

Consensus (201) DCDTSYNEGCHGGIMDYAFEFIINNGGIDTEKDYEPYKG DG CDO RENA

Sedion &
(251) 251 20 T 20 290 200
RD21a (241) EVVIIDSYEDVETYS EEELI{KHVAHGPISIAIEAEGRE FQOLYDSGIFDGS
Ci4 (Tomate) (242) KVVEIDSYEDVEVENE RALOKAVAHO BV S GRODLOHYKSGIFIGE

QP1A (Mais) (234) EVVIIDSYEDVEANDEKSLOQEAVANQENV S IE GIREQLRY 556IFIGS
Consensus (251) EVVTIDSYEDVE N EKSLOBAVAHOFVSIATEAGGRAFOLY SGIFTGS

Sedion 7

(301) 21 210 220 350

RD21a (291} CGTOLDHGVV AV G YGTENGEDYWI VRN SWGKSWGESGYLE, 556G

Cl4 (Tomate) (292) CGTANMDHGVHAAGYGEENGMDYWI SHG KHGEKGY 553G
apP1A (Msis) (284) CGTALDHGVI ANGYGIENGEDYWI SWGESG HERNI 535G

Consensus (301) CGTALDHGVVAVGYGTENGEDYW IVRNSW’"ASWGE SGYLRM BNIAS53G

Abbildung A16: Alignment von RD21a und anderen Cysteinproteasen aus Mais und Tomate. Gezeigt ist das
Alignment der Proteinsequenz von RD21a, C14 (Tomate) und CIP1A (Mais). Gelb hervorgehoben sind konservierte
AS, blau unterlegt solche, welche eine héhe Ahnlichkeit in den untersuchten Proteinen zeigen, griin unterlegt sind
AS welche in zwei oder mehreren Proteinen identisch sind.

Anhang CD: -Vektorkarten

- Rohdaten

177



Lebenslauf

Christin Naumann geb. Sperling
Max-Nenke Stralle 6

06120 Halle (Saale)

Geboren am 20.11.1986 in Frankfurt (Oder),

verheiratet mit Dr. Volker Naumann

Schulische / Akademische Ausbildung

09.2011 — heute

02.2014-12.2014

10.2006 — 07.2011

09.1999 - 06.2006

Konferenzteilnahmen

Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Leibniz Institut fiir
Pflanzenbiochemie (IPB) Halle (Saale) in der
Nachwuchsgruppe von Nico Dissmeyer ,Proteinerkennung
und -abbau®“

Dissertation: in der Nachwuchsgruppe von Nico Dissmeyer
(IPB) ,Identifizierung und Charakterisierung von neuen
Substraten des N-end rule pathways in Arabidopsis thaliana“

Mutterschutz und Elternzeit

Studium Biochemie an der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg, Schwerpunktpraktika: Pflanzenphysiologie,
Pathobiochemie

Diplomarbeit in der AG Bettina Hause (IPB): ,,Untersuchung
zur Trimerisierung der Allenoxidzyklase 2 in Arabidopsis
thaliana"

Karl-Liebknecht Gymnasium Frankfurt (Oder)

Abschluss mit Allgemeiner Hochschulreife

04.2016

07.2015

10.2013

Plant Proteases 2016, Oxford (Posterprasentation)

SEB-Prague Annual meeting, Prag (Posterprasentation)

SciXtalks, Amsterdam (Vortrag)
178



11.2013 3rd International Meeting "Conformational transitions in
macromolecular interactions", Halle (Posterprasentation)

Auszeichnungen und Stipendien

04.2016 1. Platz Posterpreis “Plant Proteases 2016”
04.2016 Stipendium zur Konferenzteilnahme der GSK-Stiftung
11.2013 2. Platz Posterpreis: 3rd International Meeting

"Conformational transitions in macromolecular interactions"

02.2012-03.2014 Mitglied im GRK 1026 "Conformational transitions in
macromolecular interactions"

10.2011-06.2015 Graduiertenstipendium des Landes Sachsen-Anhalt

Publikationen

2017:

Dong H, Dumenil J, Lu FH, Na L, Vanhaeren H, Naumann C, Klecker M, Prior R, Smith C,
McKenzie N, Saalbach G, Chen L, Xia T, Gonzalez N, Seguela M, Inze D, Dissmeyer N, Li
Y, Bevan MW. Ubiquitylation activates a peptidase that promotes cleavage and
destabilization of its activating E3 ligases and diverse growth regulatory proteins to limit cell
proliferation in Arabidopsis. Genes and Development, doi: 10.1101/gad.292235.116.

Mot AC, Prell E, Klecker M, Naumann C, Faden F, Westermann B, Dissmeyer N. Real-time
detection of N-end rule-mediated ubiquitination via fluorescently labeled substrate probes.
New Phytologist, doi: 10.1111/nph.14497.

White M, Klecker M, Hopkins R, Weits D, Mueller C, Naumann C, O’Neill R, Wickens J,
Grossmann T, Dissmeyer N, Flashman E. Plant Cysteine Oxidases are Dioxygenases that
Directly Enable Arginylation of N-End Rule Targets. Nature Plants, doi:
10.1038/ncomms14690.

2016:

Otto M, Naumann C, Brandt W, Wasternack C, Hause B. Activity regulation by
heteromerization of Arabidopsis ALLENE OXIDE CYCLASE (AOC) family members. Plants,
doi: 10.3390/plants5010003.

Naumann C, Mot A, Dissmeyer N. Generation of artificial N-end rule substrate proteins in
vivo and in vitro. Methods in molecular biology, 1450:55-83.

2014:

Majovsky P, Naumann C, Lee CW, Lassowskat |, Trujillo M, Dissmeyer N, Hoehenwarter W.
Targeted Proteomics Analysis of Protein Degradation in Plant Signaling on an LTQ-OrbiTrap
Mass Spectrometer. Journal of Proteome Research, 2014 Oct 3;13(10):4246-58.

179



Selbststandigkeits- und Einmaligkeitserklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich mich mit der vorliegenden Arbeit erstmals um die
Erlangung des Doktorgrades bewerbe, die vorliegende Arbeit selbststandig und ohne fremde
Hilfe verfasst, andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und
die den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich enthommenen Stellen als solche kenntlich

gemacht habe.

180



