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Summary

The focus of thistsidy was to improve the understanding of the activation and deactivation of
A. thalianacryptochromes, particularly with regard to the inhibition of cryl and cry2 by the
antagonistic protein Blue Light Inhibitor of Cryptochromes 1 (BIC1). In the first studies of
BICs after their discovery in 2016, BIC1 and BIC2 frAnthalianashowed distinct and specific
inhibitory effects on the cryptochrom@#/anget al, 2016) Using various protetbiological

and planphysiological methodm this work, some of these inhibitory effects weoafirmed

and further data on the role of BICs provided.

Overexpression lines of BIC1 A thalianaCol-0 background showed longer hypocotyls under
blue light, delayed flowering under lofey conditions, and a shade avoidance response even
under long day conditions with strong white light during the day. These observations
demonstrated a partial inhilain of cryptochromes through BIC1 overexpression and therefore

a doseresponse of cryptochrome activity.

In vitro studies focused on herbnding by BIC1 (initially demonstrated in tlogssertation of

N. NiemannPhilippsUniversity of Marburg2021) were continuedA general affinity of heme

to BIC1 was confirmedh vitro andin planta Through the replacement tife threecysteine
residuesn BIC1 by alaninesRIC13“* mutan), it wasshown that this mutant protein when
heterologously expressed ki coli is incapable of binding hemeikewise, his mutant no
longer exhibited the formation of intermolecular disulfide bridges which were observed in
BICIWT whenrecombinantly expressed & coli. However,BIC13¢A still showed biological
activity in planta, indicating thathe ability to formintermolecular disulfide bridges are not
essential fothe BIC1inhibition of cryptochromes.

The formation ofphotobodiedy cryl under strong blue lighlescribed byt iu et al (2022

were confirmed inthis study. In contrast to previous results, photobodies were not only
identified in the nucleus but also time cytoplasmof N. benthamianéeaf cells The formation

of cryl photobodies was inhibited by-egpression of BIC1, confirming the resultslofi et

al. (2022. Further work is needed to identify the function and biological relevanteesé

cryl photobodies.



Zusammenfassung

In dieser Arbeit lag der Fokus darauf, das Verstandnis tuber die Aktivierung und Deaktivierung
von A. thalianaCryptochromen zu verbessern, insbesondere in Bezug auf die Inhibierung von
cryl und cry2 durch das antagonistische ProRdure light Inhibitor of Cryptochromes 1
(BIC1). In den ersten Arbeiten zu BICs nach deren Entdeckung in 2016 zeigten BIC1 und BIC2
ausA. thalianaeindeutige und spezifische inhibitorische Wirkungen auf die Cryptochrome
(Wanget al, 2016) Mithilfe verschiedener proteinbiologischer und pflanzenphysiologischer
Methoden wurden in dieser Arbeit einige dieser hemmenden Effekte bestatigt und zusatzliche

Daten zur Rolle der BICs bereitgestellt.

Uberexpressionkinien von BIC1 in A. thaliana Col-O-Hintergrund zeigten langere
Hypokotyle unter Blaulicht, einen verzégerten Blihbeginn unter Langtagbedingungen und eine
Schattenvermeidungsreaktionnter Langtagbedingungen und starkem Weililidbtese
Beobachtungen zeigtedass eine Uberexpression von BIC1 zu giaetiellen Inhibierung von
Cryptochromenfiihrt und somit eine dosisabhangige Reaktion der Cryptochrom Aktivitat
auftritt.

In vitro Studienzur HamBindung durchBIC1 (zuerst gezeigt in dddissertation von N.
Niemann,PhilippsUniversitat Marburg2021) wurden fortgesetztBestatigt werden konnte
eine generelle Affinitdt von Ham zu BIGa vitro undin planta Durch Austausche vodrei
Cysteimestein BIC1 zu Alanin BIC13“A Mutantd wurde gezeigt, dass dieses Prote#in

Ham mehr bindetwenn es heterolog iB. coli exprimiert wird Ebenso zeigte diese Mutante
keine Bildung von intermolekularen Disulfidbriicken, die bei der rekombinanten Expression
von BICI'T in E. coli beobachtet wurde Dennoch zeigteBIC13¢A in planta weiterhin
biologische Aktivitd, was darauf hindeutet, dass dieahigkeit zur Bildung von
intermolekularen Disulfidbriicken fur die Inhibierung der Cryptochrome durch BIC1 nicht

entscheidend ist

Die zuvor beLiu et al (2029 beschriebene cryihotobododyildung unter starken Blaulicht
Bedingungen wurde in der vorliegenden Arbeit bestatigt. Hierbei konnte im Gegensatz zu
bisherigen Ergebnissgrhotobodiesiicht nur im Zellkern, sondern auch im Cytoplasma von

N. benthamianalattzellen identifiziert werden. Die Bildung von cryhotobodiesvurde

durch die CeExpression von BIC1 gehemmt, was die Ergebnissé.ioet al (2022 ebenfalls
bestétigt. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die Funktion und biologische

Relevanz dieser cryghotobodiezu identifizieren.
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1 Einleitung
1.1 Pflanzliche Photorezeptoren und die Wahrnehmung von Licht

Die Erde empfangt eine Energie von 1361 Joule pro Quadratmeter pro Sekunde von der Sonne
(Kopp und Lean, 2011) Ein Teil dieser Energie wird von phototrophen Organismen wie
Cyanobakterien, Algen und Pflanzen verwendet, um ausu@® Wasser, Sauerstoff und
Zucker herzustellen. Dieser Mechanismus ist als oxygene Photosynthese bekannt und
ermdglicht erst das Leben von aeroben Organismen, einschliel3lich des Mghgbherarsh
undGovindjee, 1999)Ein Teil der elektromagnetischen Strahlung, die wir mit unseren Augen
als sichtbares Licht wahrnehmen, kann jedoch nicht nur als Energielieferant flr phototrophe
Organismen dienen, sondern auch als Information Uber die Umwelt fur diese und fast alle
andeen weiterer Organismen. Die Fahigkeit, Informationen Uber die Umwelt aus Licht zu
gewinnen, wird durch sogenannte Photorezeptoren erméglicht. Photorezeptoren regulieren eine
Vielzahl an biologischen Prozessen, wie z. B. die Photomorphogenese, Photatsppism
Bluhverhalten, Detektion von Nachbarpflanzen und Steuerung der Inneren Uhr bei Pflanzen
(Lin, 2000)

Hohere Pflanzen verfligen Uber Photorezeptoren mit unterschiedlichen Absorptionsspektren.
Diese Photorezeptoren ermdglichen es den Pflanzen, die spektrale Zusammensetzung,
Intensitat, Richtung und Dauer des Tageslichts effizient zu erkennen und sichobisgre
anzupassen. Die verschiedenen Photorezeptorklassen umfassen dabeiRl&ekBptotuV
RESISTANCE LOCUS (8VR8) (Heijde und Ulm, 2012)verschiedene Phytochrome (phy),

die im Rot und Dunkelrotlicht agiererfQuail, 2010) die UV-A und Blaulichtrezeforen,
Phototropine (PHOT(Christie, 2007)Light Oxygen Voltagd OV) -Doméane/FBox Proteine
(Zeitlupe Familie, ZTL;Flavin-binding Kelch repeat, F boX¥KF1; LOV Kelch Protein 2

LKP2) (Ito et al, 2012) sowie Cryptochrome (crfyWang und Lin, 2020b)Abb. 1).
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Abb. 1: Photorezeptoren Hoherer Pflanzen und Prozesse, die sie steue@ezeigt sind Photorezeptoren in
ihren jeweiligen Wirkungsund Absorptionsbereichen. Der im tB/und Blaulicht agierende Rezeptor UVRS,
im UV-A und Blaulicht agierende Cryptochrome (cry), PHOTs und LAMmane/FBox Proteine
ZTL/FKF1/LKP2, dargestellt durcZLF. Im Rot und Dunkelrotlicht agierende Phytochrome (phy). Modifiziert
nachWangund Lin 2020b

Die Pflanze Arabidopsis thaliana (A. thalianagehort zur Familie der Kreuzblitler
(Brassicacea) und ist fur die Photobiologie der Pflanzen der bedeutsamste Modellorganismus.
A. thalianabietet zahlreiche Vorteile fur die Forschung, da ihr Lebenszyklus von der Keimung
bis zur Samenreife nur ca. 6 Wochen betragt, die Pflanze sehr klein und handhabbar in den
meisten Laboratorien ist und die Fahigkeit zur Selbstbefruchtung besitzt, wahreimd a
Protokolle fir Kreuzungen etabliert sifeinke et al, 1998) Die Pflanze ist auch aufgrund

ihres kleinen Genoms, welches ca. 25.000 Gene enthélt und im Jahr 2000 vollstandig
sequenziert wurd€The Arabidopsis Genome Initiativ@000) und der Zuganglichkeit fir
verschiedene genetische Ansatze einschliel3lich CRISPRZLetered Regularly Interspaced

Short Palindromic Repedts(Miki et al, 2018) ein ideales Modellsystem. Durch die
Generierung vorA. thaliana Mutationslinien durch das Pflanzenpathog&grobacterium
tumefacienssowie Sammlungen von-DNA-Insertionsmutantehinien und deren Analyse
wurden an dieser Modellpflanze wichtige Entdeckungen von grundlegenden Prozessen auch im
Bereich der Photobiologie gemacht, einschliel3lich der Entdeckung aller Photorezeptoren von
Hoheren Pflanzerwie oben beschriebgloughundBent, 1998; Krysaet al, 2002)



1.1.1 Rotlichtrezeptoren

Die Rot und Dunkelrotlicht Photorezeptoren imrabidopsis thaliana sind die
PhytochromeA-E (Butler et al, 1959; Clacket al, 1994) Allgemein gesprochen haben
Phytochrome zwei strukturell wichtige Domanen, diéehininale Sensordoméane und die C
terminale Effektordomane. Uber die Effektordomane wird die Dimerisierung, sowie die
Signaltransduktion vermitte{Quail, 1997 Qiu et al, 2017) Die Gterminale Doméane besteht
wiederum aus Subdoménen, den-Rerdt-Sim (PAS)-Doméanen und eindtlistidine Kinase
related(HisK-like) -Doméne. Letztere ist verwandt mit Histidin Kinasen, wie man sie auch in
cyanobakteriellen Phytochromen noch funktional find¥eh et al, 1997 Yeh und
Lagarias1998. Die Photochemie wird durch einen Bilin Chromophor und dessen
Proteinumgebung in der hoch konserviertenrteNninalen, photosensorischen Kernregion
ermdglicht. Diese Kernregion besteht aus PAS, cGMBsphodiesterase/adenyl Cyclase/FhlA
(GAF) und Phytoclom (PHY)-Domanen(Wagneret al, 2005) Die durch Rotlicht ausgeltste
Konformationsanderung des Chromophors entsteht durch Zigdsomerisierung einer
Doppelbindung zwischen C15 und C&eip et al, 1999) Phytochrome liegen entweder in
einem Rotlichtabsorbierenden (Pr) Zustand oder dem biologisch aktiven, Dunkelrotlicht
absorbierenden (Pfr) Zustand vor. Dabei konvertiert dieddm nach Absorption von Rotlicht

in die PfrForm undvice versa Die Ruckreaktion kann zusatzlich Uber eine thermische
Ruckreaktion, der DunkdReversion, Uber eine langere Inkubation in Dunkelheit ablaufen, bei
der die instabilere PdKonformation zu Pr revertieBorthwick et al, 1952; Kunkelet al,
1995) Die SignalAntwort von pflanzlichen Phytochromen ist komplexer als bei Prokaryoten
und beinhaltet einen Rotliclgesteuerten Transport in den Zellkern, Bildung vaclear
bodiesund Regulation von Transkriptionsfaktorévian Buskirk et al, 2014) Vereinfacht
lassen sich die PhytochreAntworten durch verschiedene Arbeitsweisen unter bestimmten
Fluenzraten unterscheiden. K. thaliana steuern bei niedrigen Fluenzraten (LFR) die
lichtstabilen phyBE die Lichtantworten. Nach Anregung und Kernimport interagiert bspw. die
Pfr-Form von phyB mit dem Transkriptionsfakfanytochrome interacting facto8s(PI1F3) und
sorgt letztendlich fiir eine Anderung der Genexpresgibret al, 1999) Zudem werden PIFs
durch Pfr dem Abbau zugefllitegriset al, 2019) Die Signaliibertragung wird durch Protein
Protein Interaktion gewahrleistet. FUr eine Phytochémwort unter sehr niedrigen
Fluenzraten (VLFR) und hohen Fluenzraten im Dunkelrotlicht (HIR) akkumuliert das
lichtlabile phyA @A.thaliana durch die Protein&ar-red elongated Hypocotyl (FHY) und
FHY1 Like (FHL) nach Lichtaktivierung im Zellker(Genoudet al. 2008) Im Gegensatz zu
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phyB, welches primar im Rotlicht agiert, steuert somit phyA die Deetiolierung im Dauer
Dunkelrotlicht (Parks und Quail, 1993) Neben der direkten Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren fungieren Phytochrome ebenso wie Cryptochrome als Repressoren von
weitern negativen Komponenten der Photomorphogenese. Hierbei inaktivieren Phytochrome
und Cryptochrome den CONSTITUTIVE PHOTOMORGBENIC 1 (COP1)/ SUPRESSOR

OF PHYTOCHROME A105 (SPAs) E3 Ubiquitin Ligase Komplex durch lichtgetriebene
Interaktion und ermoglichen die Deetiolierung Uber Transkriptionsfaktoren wie LONG
HYPOCOTYL5 (HY5) und LONG HYPOCOTYL IN FARRED 1 (HFR1), welche anesten

im Dunkeln durch COP1/SPA polyubiquitiniert und dem proteasomalen Abbau zugefihrt
wirden (Su et al, 2017) Zusammenfassend regulieren Phytochrome eine Vielzahl an
Prozessen, wie der SamenkeimB8ginomura, 1997)Bluhinduktion(Halliday et al, 2003)

und der Schattenvermeidungsreaktionshadeavoidance response SAR), eine
Anpassungsreaktion um in dichter Vegetation aus dem Schatten anderer Pflanzen heraus ans
Licht zu wachseiiFranklin und Whitelam 2005)

1.1.2 UV-und Blaulichtrezeptoren
1.1.2.1 Phototropine

Zur Wahrnehmung von Licht in den blauen und ultravioletten Bereichen des Spektrums spielen
unter anderem Phototropine (PHOT) eine wichtige Rolle. Did.inhalianavorhandenen
PHOT1 und PHOT2 regulieren den lichtinduzierten Phototropismus, das Wachstum hin
(positiver Phototropismus) oder weg (negativer Phototropismus) vom {lickdtum und

Briggs, 1995;Briggs und Christie, 2002) Phototropine binden Uber die LE@Momé&nen den
Chromophor Flavinmononukleotid (FMN). Dieser sorgt nach Absorption fir eine
Konformationsdnderung im Apoprotein, sodass eine Signaltransduktionskaskade gestartet
wird, angefangen mit lichtinduzierter Autophbspylierung(Christieet al, 1998; Sullivaret

al., 2008) Im Dunklen ist FMN nicht kovalent gebunden, wéahrend im Licht eine Cysteinyl
Bildung auftritt(Salomoret al, 2000) Einige der wichtigsten durch Phototropine ausgeltsten
Reaktionen sind neben dem Phototropismus die Regulation des Wachstums von Pflanzenzellen
(Takemiyaet al, 2005) der Chloroplastenbeweguiigullivan et al, 2008)und der Offnung

der Stomata und der damit verbundenen Regulation des GasaustgUliattywset al, 2006)



1.1.2.2 Zeitlupe-Familie

Auch die Blaulichtrezeptoren der Zeitlup@milie zeichnen sich durch eine L&dbmane mit
gebundenem FMN als Chromophor aus. Zusatzlich charakteristisch fur die ZTL/FKF1/LKP2
Proteine sind die namensgebendeddx und KelchkDomanenNelsonet al, 200Q Imaizumi

et al, 2003. Proteine dieser Familie regulieren maf3geblich die circadiane Uhr und
photoperiodisches Bliuhverhalt@dim et al, 2007) Teilweise sind die Wirkungsmechanismen
dieser Photorezeptoren noch nicht im Detail verstanden, jedoch konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass rhythmische Expression von ZTL fur die Kontrolle des Protedd@ingigen
Abbaus des URProteinsTiming of CAB Expressio(TOC1) notwendig ist. Folglich wird die
circadiane Uhr und einhergehende circadiane Veradnderungen der Genexpression durch
Regulation der Stabilitdt von TOC1 durch eine ProRotein Interaktion mit ZTL
gewahrleiste{Mas et al, 2003) FKF1 sorgt fir lichtgetriebenen Abbau v@ycling DOF

Factor 1 (CDF1), dem Repressor fir CONSTANS (CO) und sorgt somit fur dessen
Stabilisierung und fiur eine BlUhinduktiofimaizumi et al, 2005). Eine andere Art der
Regulation des photoperiodischen Wegs erfolgt auf Ebene der Transkription durch
Cryptochromenteracting basic helpbtoop-helix 1 (CIB1). Dieser Transkriptionsfaktor
interagiert Lichtabhangig mit cry2. Zusatzlich wird der Abbau von CIBs durch ZTL nach
dessen Photoaktivierung unterdru@kiu et al, 2013)

1.1.2.3 Ultraviolett -B Rezeptor

Der UVR8 Photorezeptor wurde erstmalig bei einem Screening naeB b\ypersensitiven
ArabidopsisMutanten entdecKiKliebensteinet al, 2002) Im inaktiven Zustand ist UVRS8 ein
Homodimer, das nach UB Absorption monomerisiert. Die Absorption erfolgt hierbei nicht,

wie bei anderen Photorezeptoren ublich, Gber einen zusatzlichen Chromophor, sondern tber
intrinsische Tryptophan@izzini et al, 2011) Die aktiven UVR8 Monomere akkumulieren im
Zellkern und interagieren dort unter anderem mit der E3 Ubiquitin Ligase QGiserli und
Jenkins, 2007;Favory et al, 2009) COP1 ist ein multifunktionales Protein in der
Signaltransduktionskette vieler Photorezeptoren und fungiert als Repressor in der
Photomorphogeneq®i und Deng, 2005) Durch die Interaktion von UVR8 und COP1 wird

der Transkriptionsfaktor HY5 stabilisiert und LB/responsive Gene werden aktiviert. Zu den

UV-B-induzierten Genen zahlen solche, die wichtig fir-8dhutz (ChalkorBynthase,



FlavonolSynthase) und Reparatur von DNsEhaden (Photolyase) sifdliebensteinet al,
2002;Britt, 2004;Oraveczet al.,, 2006)

1.1.3 Cryptochrom/Photolyase Superfamile (CPF)

Cryptochrome sind eine weitere Klasse an Blaulichtrezeptoren und sind zugehérig zu der CPF.
Die Mitglieder der CPF lassen sich grob unterteilen in CyclobBtaimidin-Dimer (CPD)
Photolyasen, den {&)-Photoprodukt Photolyasen und in die der Cryptochrfhaguaet al,

2015) Photolyasen lassen sich anhand deren Substratspezifitdt der zu reparierenden DNA
Schaden in die jeweiligen Klassen einteilen. Cryptochrome lassen sich zusatzlich in die
Gruppen der PflanzenTier- und sogenannt®rosophila,Arabidopsis,Synechocystidfhuman
(DASH)-Cryptochrome unterteilen. Obwohl Cryptochrome von Pflanzen und Tieren
strukturelle Ahnlichkeiten zu Photolyasen aufweisen, wirken diese ausschlieRlich als
Photorezeptoren und sind nicht in der Lage, CPDs zu reparieren. Stattdessen haben sie ein
Funktion als Photorezeptoren, die bei der Steuerung der circadianen Uhr oder bei pflanzlichen
Entwicklungsprozessen wie der Deetiolierung oder der Blihinduktion eine wichtige Rolle
spielen(Sancar, 2003Chaveset al, 2011) Eine gewisse Ausnahme machen Cryptochrome
der Saugetiere, die Bestandteil der Inneren Uhr sind und vermutlich nicht als Photorezeptoren
fungieren(Michael et al, 2017) Strukturell weisen alle CRHMitglieder eine konservierte
photolyase homology regidifHR-Doméane)auf (Brudler et al, 2003) An dieser binden sie

den KofaktorFlavinrAdenin-Dinukleotid (FAD) (Lin et al, 1995; Malhotraet al, 1995)
Zusatzlich besitzen viele Cryptochrome eine meist stark variable und flexitdemthale
Extension (CCE), die wie die PHBomaéane fir die Signalibertragungen essentigliiahget

al., 2000; Kennedt al 2010; Zucet al 2011)

Im Vergleich zu anderen Cryptochromen fungieren DASHptochrome, hauptsachlich als
DNA-Reparaturenzymgrudleret al, 2003;Selby und Sancar, 200Bpkornyet al, 2008)
Neben einem cADASH (cry3), mit DNAReparatur Funktion von CPDs in einzelstrangiger
oderloop-DNA (Pokornyet al, 2008) gibt es inA. thalianazwei weitere typische Pflanzen
Cryptochrome, cryl und cry2. Trotz hoher Identitat ihrer Aminosauresequenz von 47%
(Ahnlichkeit 63%) unterscheiden sich beide Cryptochrome in ihrer Funktion und auch Stabilitat
nach Anregung durch Licht. IA. thalianawerden Uber 1000 Gene durch Cryptochrome
reguliert(Ma et al, 2001) Dies spiegelt die immense Wichtigkeit von Cryptochromen in der

Entwicklung der Pflanze wider.



1.2 FAD-Bindung durch Cryptochrome und ihre Rolle in der Photochemie

Auch A. thaliana Cryptochrome binden wie alle Mitglieder der CPF nikbvalent einen
photochemisch aktiven Flavitofaktor (FAD) in ihrer konservierten PHRomane(Lin et al,

1995; Banerjeeet al, 2007; Boulyet al, 2007) Das Flavin absorbiert dabei, je nach
Redoxzustand, in einem Bereich von & nm (Schwinnet al, 2020)und wird nachfolgend
reduziert. Diese Photoreduktion des FlaKiofaktors ist der initiale Schritt in der
Photoaktivierung von Cryptochromen und ihrer biologischen Aktiyitéanget al, 201%).

Die Photoreduktion konnte anhand unterschiedlicher Absorptionsspektren der FAD

Redoxzustande via UV/VISpektroskopie nachvollzogen werd@anerjeeet al, 2007)

Fur die Erweiterung des Absorptionsspektrum binden viele-KRgtieder ein zusatzlichen
Antennenchromophor. Dieser kann, je nach Organismus und Protein, zum Beispiel ein Folat
wie MTHF (5,18Methenyltetrahydrofolat) oder ein DeazaflavirH®F) sein(Eker et al,

1988; Johnsoret al, 1988) Die absorbierte Energie von MTHF wird durch Forster
Resonanzenergietransfer (FRET) auf das benachbarte FAD Ubertragen und sorgt somit fur
effizientere Photoreduktion von FAPayne und Sancar, 199razardet al, 2012) Weder

fur cryl noch fur cry2 gibt es eindeutigen Evidenzen fir eine Anwesenheit eines
Antennenchromophors. FoiBindung von cry2 wurde aber postuliert, weil das
Aktionsspektrum von Lichdbhangiger Degradation ein Maximum bei 380 nm besitzt, &hnlich
demeines FolatgHoanget al, 2008) Andererseits konnte in der Kristallstruktur von eryl
PHR kein MTHF nachgewiesen werd@rautigamet al, 2004) Auch bei neueren Strukturen

wie von der PHRDomane von cry2 wird aufgrund einer strukturellen Helix, die in die
potentielle Bindungstasche des zweiten Kofaktors hineinragt und den Eingang zu dieser
blockiert, davon ausgegangen, dass cry2 keinen Antehremophor bindetMa et al,

202M).

Nach Absorption von Blaulicht von pflanzlichen Cryptochromen wird FAD von seiner
vollstandig oxidierten Form FADox zu FADH® und in geringem Umfang zum vollreduzierten
FADH" reduziert Abb. 2). Dieser Mechanismus scheint in pflanzlichen Cryptochromen
universell zu seitAhmadet al, 2002; Banerjeet al, 2007; Boulyet al, 2007)
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Abb. 2: Photoreduktion von FAD in ArabidopsisCryptochromen. Der Kofaktor FlavinAdeninDinukleotid

(FAD) liegt bei Cryptochromen in drei Zustdnden vor. Im Dunkeln liegt das Flavin im oxidierten Redoxzustand
vor und die Cryptochrome sind inaktiv. Nach Blaulichtbestrahlung (Maximum bei 450 nm) wird FADox zu
FADH® durch Elektronentransfer Uber die Tryptophan Triade photoreduziert. Eine dadurch ausgeloste
Konformationsénderung der Cryptochrome sorgt fur eine Entfaltung-desr@inus, welcher die Zugénglichkeit

fur Signalpartner begiinstigt. Cryptochrome sind in diesem Zustand biologisch aktiv. Weitere Bestrahlung von
FADH° mit Blau oder Grinlicht verursacht eine weitere Reduzierung zu der (wie FADox ebenfalls inaktiven)
Form FADH. Diese weitere Photoreduktion ist weniger effizient. Bei deORielierung von FADH® oder FADH

zu FADox wird ein Elektron auf molekularen Sauerstoff Ubertragen und es entstehen ROSOwiBiklser
Vorgang ist somit nur unter aeroben Bedingungen maoglich. Die Photoreduktion ist sarsilrel Modifiziert
nachAhmad 2016

Die in Proteinen der CPFamilie konservierte Tryptophafriade (teilweise auch Tyrosine),
besonders bei bakteriellen Photolyasen erforscht, bestehend aus drei hochkonservierten
Tryptophanen, ermdglicht einen Elektronentransport von der Oberflache des$los zum
FAD im Inneren(Brettel et al, 2000; Giovanet al, 2003;Miller et al, 2018) Hierbei wird

das FAD* nach Absorption von Blaulicht durch das proximale Trp reduziertechilt ein
Proton von einem zu N5 des Isoabaxrings nahe gelegenen Asp (Asp396 in crikgttke

et al, 2006; Henseet al, 2015;) Aufgrund des entstandenen Elektronenlochs erfolgt im
Anschluss ein Elektronentransport innerhalb der-Tmipde, bis letztendlich das an der
Oberflache exponierte Tryptophan als Kati®adikal vorliegt, deprotoniert wird und somit
FADH° stabilisiert wird (Brettel et al, 2000; Kottke et al, 2006) Fur pflanzliche
Cryptochromen wird FADH® als biologisch aktiver Zustand geséBanerjeeet al, 2007;
Bouly et al, 2007) Das exponierte Tryptophan wird letztendlich durch ein externes
Reduktionsmittel reduzie(ti et al, 1991; Immelret al, 2012)



Eine weitere Reduktion von FADH® zu dem vollreduzierten FABtbei Photolyasen der
notwendige Zustand zur Reparatur von DSghaden(Sancar, 2003)Bei Cryptochromen
hingegen konnte beobachtet werden, dass der vollreduzierte Zustand durch weitere Bestrahlung
von Blau und Grunlicht erzeugt werden ka(Banerjeeet al, 2007; Boulyet al, 2007) In

planta konnte eine antagonistische Wirkung von Grinlicht auf die Aktivitdt von
Cryptochromen gezeigt werden. Beispielsweise waren bei einem Prozess der Deetiolierung
(Inhibierung des Hypokotylstreckungswachstums im Licht) die Hypokotyllangen von
A.thaliana Keimlingen unter gleichzeitiger Blawnd Grinlihit-Bestrahlung langer als unter
monochromatischem Blaulicht. Diese teilweise Inaktivierung von Cryptochromen kdnnte eine
mogliche Anpassung sein, um Grunlicht von benachbarten Pflanzen zu detektieren und somit

eine Schattenvermeidungsreaktion zu initiigf@auly et al, 2007)

In vitroist die TrpTriade essentiell fur die Photoreduktion von Cryptochromen. Ob eine intakte
Trp-Triade auch fur die biologische Aktivitdt der Cryptochrome erforderlich ist, wurde in
Zweifel gezogen durch die Analyse von Pflanzen, dieTimpade Mutanten expmierten(Gao

et al, 2015) So zeigerdie Mutantencry2V3?14odercry1"3?*Anoch eine geringe biologische
Aktivitat, beobachtet fur Inhibierung des HypokotyllangechstumgLi et al, 2011 Gaoet

al.,, 2015. Somit zeigt sich, dass immer noch eine Blaulioduzierte Antwort, trotz
Mutationen innerhalb der T¥priade mdglich ist und dies, obwohl die Photoredukiiowitro

stark verlangsamt ist oder sogar ausbleibt. Einrg2 Trp-Mutanten, dien vitro verminderte
Photoreduktion aufweisen, zeigten verstarkte Photoreduktion nach Bindung von ATP und ATP
Analoga (Engelhardet al, 2014) ATP beschleunigte nicht nur die Photoreduktion von cry2,
sondern hatte, basierend auf Proteckxseays auch Einfluss auf die Struktur von cry2. Bei
einer Mutante, die unfahig ist ATP zu bindecry@"*%%) beobachtete man verringerte
biologische Aktivitat(Eckelet al, 2018) Die Bindung von ATP durch cryl war bereits zuvor

im Kontext einer moglichen Kinaseaktivitat von cryl beschrieben wdigleuly et al., 2003)
Zusammengefasst deuten diese Befunde darauf hin, dass die Bindung von ATP fur die Funktion
der Cryptochrome nicht essentiell ist, aber deren Photoreduktion beschleunigt, moéglicherweise

durch A¥ffnungf von alternativen El ektronent



1.3 ROS, deren Bildung, Entgiftung und Funktion als Signalmolektile

Der Vorgang der Photoreduktion ist reversibel und eine sogenans@xiBation zurtick zu
FADox lauft in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff ab und &orgine Entstehung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROSAbb. 2), wie z.B. Wasserstoffperoxid, mit noch
weitestgehend unbekannter physiologischer Wirkiwhigiler undAhmad, 2011Consentincet
al., 2015;Van Wildereret al, 2015)

Nach Ubertragung eines Elektrons auf molekularen Sauerstoff entsteht Superpyid (O
welches in Anwesenheit von Wasser weiter zu Wasserstoffperox{o:)ldeagieren kann
(Winterbourn, 2008) In Pflanzen entstehen ROS vor allem als Nebenprodukte der
Atmungskette und Photosynthe@duanget al, 2016; Foyer und Hanke, 2022) In hohen
Konzentrationen wirken ROS toxisch, da sie alle Biomolekile oxidieren und somit auch den
Zelltod auslésen konnen(Allen, 1995; Girotti, 2001; Apel und Hirt, 2004)
Superoxiddismutasen, Katalasen oder Peroxidasen wandeln enzymatisch ROS in ungiftige
Molekile um. Hierbei reduzieren Peroxidasen Peroxide (auch Wasserstoffperoxid) unter
Verwendung eines Substrates bzw. Elektronendonors, wie z.B. Ascorbat, zu Wasser und
oxidieren das SubstraiGroden und Beck, 1979) Katalasen hingegen katalysieren die
Zersetzung von Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauefgtdéissichet al, 2012) Der
Elektronendonor, oder auch das Substrat einer Peroxidase, ist meist-§yeifisch. So
weisen AscorbaPeroxidasen eine hohe Spezifititt zu Ascorbat auf, wohingegen die
Meerrettichperoxidase weniger spezifisch zu einem Substrat bzw. Reduktiongstittel
(Candeias et al, 1997) In Hamhaltigen Peroxidasen, wie der gut untersuchten
Meerrettichperoxidase, wird der Transfer von zwei Elektronen eines Substrates auf Peroxide
katalysiert, sodass Wasser und ein oxidiertes Substrat entstehen. Das Ham als Kofaktor nimmt
dabei eine hoher Oxidationsstufe ein und ermoglicht so den Elektronentransfer und die
Spaltung von WasserstoffperoxiRodriguezLopez et al, 2001) Das Ham kann
unterschiedlich an das Enzym gebunden sein. Am haufigsten ist lHamht kovalent
gebunden, oder Hamkovalent Giber Cysteine an das Protein gebunden. Es wird vermutet, dass
unterschiedliche Verknipfungen des H&wfaktors mit dem Protein einen verénderten
Einfluss auf die Reduktion von Ham haben kdnrifowmanundBren, 2008; Poulos, 2014)
Neben der o0.g. kovalenten Bindung von Ham tber Cysteine sind auch solche Bindungen tber

Histidin beschrieben, wenn auch seltener vorkomngBiathnagekt al, 2011)
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ROS konnen (in niedrigen Konzentrationen) auch als Signalmolekiile fungi2esikanet

al., 2000; Apelund Hirt 2004; Torregt al, 2006) Durch spezifische Oxidation von Cysteinen

oder Methioninen kdnnen Proteine aktiviert oder gehemmt we(Bermanet al, 2010) So

sorgt die Entstehung von ROS wahrend oxidativem Stress generell dafiir, dass sich die Pflanze
an ihre Umwelt anpasst, z.B. indem durch genetische und epigenetische Anderungen
spezifische Pflanzenentwicklungen in Gang gesetzt wefterang et al, 2019) Ein
prominentes Beispiel der Sigralnd Abwehrfunktion von ROS ist die Abwehr von
Pflanzenpathogenen. Bei einem sogenannten oxidativest werden ROS gebildet, die
beispielsweise angreifende Pathogene schadigeppleret al, 1989 oder auch fir eine

Verstarkung von Zellwanden sorgen kéniiBradleyet al., 1992; Lambund Dixon, 1997)

1.4 Cryptochrom 1 und Cryptochrom 2 in A. thalianaund deren Wirkungsweisen

Ein zu CRY1von Arabidopsishomologes Gen wurde erstmalig 8inapis albagefunden
(Batschauer, 1993 uvor wurde dieses Gen vawrabidopsisals HY4Gen bezeichnet, weil
dessen Mutante (hy4) bei der Deetiolierung wenig auf Blaulicht reggiedrnneefet al,
1980;Ahmadund Cashmore, 1993)

Die Hauptfunktion von cryl ist die Regulation der Deetiolierung im Blaulicht. cryl ist unter
moderaten Blaulicht Intensitaten stabil und wird nur unter sehr hohen Fluenzraten
(L0Oumol/n?s) degradiert(Miao et al, 2022) Somit ist cryl unter mittleren und hohen
Fluenzraten biologisch aktiv. Die durch cryl regulierten Prozesse sind sehr vielseitig. Hierzu
zahlen die Inhibition des Hypokoyllangenwachstums und die Entfaltung der Kotyledonen
(Sharmaet al, 2014) cryl ist sowohl im Cytoplasma, als auch im Zellkern lokalisiert und
erfullt je nach Lokalisation unterschiedliche Funktioné&blf{. 3; Wu und Spalding2007)
Analysen vorcryl Mutanten oder Konstrukten von cryl mit einer kéwkalisationssequenz
(NLS) bzw. Exportsequenz (NES) zeigten, dass cytoplasmatisches cryl die Offnung der
Keimblatter, sowie das Wurzelwachstum positiv beeinflusst. Im Zellkern lokalisiertes cryl
hingegen mhibiert das Wurze] Hypokotyt (Uber Aktivierung von lonenkanalen und
Depolarisierung der Membran) und Blattst@hchstum. Zusétzlich sorgt es fur die Bildung
von Anthocyanen. Andere Studien zeigten, dass ausschlie3lich im Zellkern lokalisiertes cryl
im Licht durchphotoregulatorisch®roteinKinasenl (PPK1J) phosphoryliert und durch die E3
Ubiquitin Ligase Cul&°PYSPAsypiquitiniert und somit dem proteasomalen Abbau zugefiihrt
wird (Liu et al, 2022)
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Abb. 3: Die Lokalisation von cryl entscheidet Uber dessen Blaulictihduzierte Signaltransduktion. Bei
niedrigen Fluenzraten aktives, cytoplasmatisches cryl fordert das Whuapdistum, sowie die Offnung von
Kotyledonen. Die hemmende Wirkung von nuklearen cryl auf das WuBtattstiel und HypokotytWachstum
wird Uberwiegend durch hohen Fluenzrateguliert. Modifiziert nachWu und Spalding, 2007

Cryptochrom 2 wurde einige Jahre nach cryRAirthalianaentdeckt(Hoffmanet al, 1996)

Im Vergleich zu cryl ist cry2 ausschlief3lich im Zellkern lokalisiert, lichtlabil und wird bereits
unter niedrigen Fluenzraten von Blaulicht (ab 1 uméjnabgebauLin et al 1998; Kleiner

et al. 1999) Hieraus lasst sich schliel3en, dass cry2 besonders unter niedrigen Fluenzraten aktiv
ist. Trotz (berschneidender biologischer Funktionen beider Cryptochrome in der
Photomorphogenese, spielt cry2 eine wichtige und zentrale Rolle in der Steuerung des
Bluhverhaltens. Fur cry2 wurde der spezifische Interaktionspartner GaBfigewiesen. Nach
lichtabhangiger, direkter Proterotein Interaktion bindet CIB1 bestimmte Promoter
Sequenzen und stimuliert die Expression Fowering Locus TFT) (Liu et al, 2008. Auch

sorgt die stabilisierende Wirkung auf das-€@tein durch die Inhibierung von COP1/SPAs
durch Cryptochrome fur eine Bluhinduktigvalverdeet al, 2004 SaridKrebset al, 2015.
Nichtsdestotrotz zeigt dieryl/cry2 DoppetMutante einen noch spateren Blihbeginn als die
cry2 Mutante, was auf einen zusatzlichen Einfluss von cryl bei der Blihinduktion hinweist
(Mockleret al, 1999)

Damit konsistent ist der Umstand, dass die hyperaktive Mutarny#*°’F schnelleres
Bluhverhalten unter Langtag (246 h Licht) und Kurztag (8 Licht) Bedingungerzeigt(Exner

et al, 2010) Die Mutante zeigt zusatzlich Hypersensitivitat gegentber Blaulicht in der
12



Inhibition des Hypokotylstreckungswachstums und einen sogPhéanotyp, also auch im
Dunkeln verkurzte Hypokotyle. Die molekularen Griinde fir den beobachteten Ph&notyp sind
noch unbekannt, jedoch werden veranderte Photochemie ve(@titeet al, 2017)

cryl und cry2 haben eine Vielzahl von gemeinsamen Interaktionspartnern, die jedoch zu
unterschiedlichen biologischen Antworten und letztendlich unterschiedlichen Genexpressionen
fuhren konner(Ohgishiet al, 2004) Beide Cryptochrome binden Lichbh&ngig COP1 und
SPAs und hemmen hierdurch die Aktivitat dieses E3 Ubiquitin Ligase Komplexes, was dazu
fuhrt, dass im Licht Transkriptionsfaktoren fir die Photomorphogenese wie HY5 oder die
Blutenbildung (CO), nicht mehpolyubiquitiniert und abgebaut werddRrankhausemund

Ulm, 2011; PonnwndHoecker, 2021)Allerdings unterscheidet sich die Art der Bindung der
Cryptochromen an den COP1/SPA E3 Ubiquitin Ligase Komplex. SPA1 wird von cryl uber
die CCE gebunden, und die Interaktion von SPA1 mit COP1 wird dadurch intflbaertet

al., 2011) cry2 bindet mit der PH®omane an SPA1 und mit der CCE COPL1. Diese-cry2
SPA Interaktion verstarkt die Bindung von COP1 an cry2 und bewirkt somit die Hemmung der
Aktivitat von COP1(Zuo et al 2011; Weidleret al 2012) Obwohl die Sequenzen der CCE,

von cryl und cry2 sehr unterschiedlich in ihren Sequenzen sind, ist ein sogPx@im(VP)

Motiv konserviert, welches fir die Bindung von COP1 essentidlLai et al., 2019)

1.4.1 Cryptochrom-vermittelte Schattenvermeidungsreaktion

Beide Cryptochrome spielen, wie Phytochrome auch, eine wichtige Rolle in der sogenannten
Schattenvermeidungsreaktion (SAR). Mithilfe der SAR besitzen Pflanzen die Mdglichkeit,
durch andere Pflanzen erzeugten dglBwédhtadddre ni,
das Rot:DunkelreVerhaltnis reduziert, durch Cryptochrome bzw. durch Phytochrome
wahrzunehmen und dieser Situation durch gesteigertes Wachstum des Sprosses oder der
Petiolen zu entkomme’\bb. 4). Beide Lichtbedingungen fihren zu ahnlichegulatorischen
MechanismerfFranklin und Whitelam 2005; Kelleret al, 2011; Keuskampt al, 2012) Die
Detektion von einem niedrigen Rot:Dunketéerhéltnis unter einem Laubdach wird primér
durch phyB vermittelt. Unter vollem Licht interagieren die-Pérmen von phyB und auch von

phyA mit PIFs, und inhibieren deren Aktivitat direkt oder durch Phaggierung durch PPKs,

was schlussendlich zu deren Abbau fllttegris et al, 2019) Unter Schwach
Lichtbedingungen sind die PIFs stabil und férdern die Expression von Genen, die fur das
Pflanzenwachstum wichtig singFranklin und Quail, 2010; Parket al, 2018) PIF7
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beispielweise bindet-Box Sequenzen voiUCCAGenen, die wichtige Enzyme in der Auxin
Biosynthese codieren und somit eine SAR bedin@&mw et al, 2008) Unter schwachem
Blaulicht interagieren cryl und cry2 direkt mit PIF4 und PIF5, sodass Gene fur das Hypokotyl
Wachstum aktiviert werdgifedmalest al,, 2016) Die genauen molekularen Mechanismen der
durch schwaches Blaulicigietriebenen Schattenvermeidungsreaktion sind allerdings noch

nicht vollstandig verstanden.

e

Laubdach

schattenlos Qzﬂ/

: f’*\y””

',*E;
l Schwaches Schwaches
Blaulicht Blaulicht
Starkes Rotlicht,
Blaulicht @
> Hypokotyl-
KOWW Wachstum
Hypakotyl
PIF4
CRY2
PIF5
phyB CRY1
CRY2 alks
J_ CRY1
PIF4 PIF4

PIF5 ,,?4 PIE4js >

Hypokotyl-Wachstum Hypokotyl-\Wachstum

WT pif4 pif5 WT

Abb. 4: Eine direkte Interaktion von Cryptochromen mit PIFs sorgt fir Regulation von Pflanzenwachstum

unter schwachem Blaulicht.Unter schattenlosen, sonnigen Bedingungen werden PIFs direkt oder indirekt durch
phyB und cry inhibiert und degradiert. Unter schwachem Blaulicht interagieren beide Cryptochrome mit PIF4 und
PIF5, was in einer veranderten Genexpression resultiert undkbiybdachstum fordert. Hierdurch wird eine
Schattenvermeidungsreaktion hervorgerufen. In gnifdipif5 Mutante bleibt der Effektws. Modifiziert nach
(Pedmaleet al, 2016)
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1.4.2 Die Bildung von photobodiesiurch Cryptochrom 1 und 2

Obwohl die A. thaliana Cryptochrome 1 und 2 eine hohe strukturelle Ahnlichkeit und
Uberschneidende Funktionen aufweisen, wurden die durch Blaulicht induzierte Bildung
sogenanntemphotobodies(ProteirAnsammlung sichtbar durch eFP Fusionsproteine)
zunachst nur bei cry2 beobachtéu et al, 2009; Wanget al, 2016) Die zunachst nur fir cry2
beschriebenphotobodyBildung kdnnte darin begrtindet sein, dass cry2 bereits bei niedrigen
Fluenzraten von Blaulicht biologisch aktiv ist und ab einer Fluenzrate vqma0n?s
photobodiedildet (Lin et al, 1998; Yuet al.,, 2009)

In jungster Zeit wurden augthotobodies/on cryl inA. thalianaProtoplasten und HEK293T
Zellen (menschliche, embryonale Nierenzellen) beschrieben, welche erst bei Blaulicht
Intensitaten von ca. 1Q@mol/m?s im Zellkern, nicht jedoch im Cytoplasma beobachtet wurden
(Liu et al, 2022) Diese Beobachtungen stitzen die These, dass cryl primar unter starkem

Blaulicht biologisch aktiv ist.

Trotz intensiver Forschung an der Bildung von Cryptochrphotobodiessind deren
biologische Bedeutung noch weitestgehend unverstanden. Generell psotdbodies
morphologisch unterscheidbare, subnukleare Doméanen, die Mikroumgebungen beispielsweise
fur die Regulation von ProteiDynamiken, als auch der DNReparatur bereitstellefgshaw

und Brown 2004; Bananiet al, 2017) Sogenannte Stre€ranula (SG) sind ebenfalls
membranlose, transiente Kondensate, die hauptsachlich die Regulation von Stress koordinieren.
Hierbei ist auffallig, dass sogenannte intrinsische, ungeordnete Regiomigsi¢ disordered

region, IDR) und RNAbindende Doménen vermehrt in Proteinen innerhalb solcher
biomolekularen Kondensaten wie SG og#rotobodiesvorhanden sindBrangwynneet

al.,, 2015; Bananiet al, 2017; MaruriLopez et al, 2021) Diese kdnnen durch ihre
unstrukturierten Seque+riZlemente schwach adhé&sive, intermolekulare Wechselwirkungen
eingehen. Ein Beispiel ist das Protein BuGZ aenopus wichtig fur den Aufbau von
Mikrotubuli, das nach Mutation in der IDR keine PhaSaparation undropletBildung mehr
eingehen kann und einen verschlechterten Aufbau von Mikrotubuli(Zeagget al., 2015)

Auch cryl und cry2 haben intrinsisch ungeordnete Region in ihrdrar@inus, (CCE). Die
CCE (und vermutlich die Kernlokalisationssequenz innerhalb der CCE) bei cry2 sind essentiell
fureineA f | ¢ PBasegSedaratiofWanget al,, 2021; Maet al,, 2023)
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Bei Blaulichtinduzierten cry2 photobodies konnte eine Cd.okalisation mit dem
Transkriptionsfaktor TeosinteBranched1CycloideaPCF 22 (TCP223 und nachfolgende
Regulation von Komponenten der Inneren Uhr Wiecadian Clock Associated (CCA1)
beobachtet werdeMo et al, 2022) Bei Blaulichtinduzierten crylphotobodieskonnte
beobachtet werden, dass diese mit CORIbkalisieren(Liu et al, 2022) Auch coelokalisiert
cryl mit SPA1 innuclear bodiegLian et al, 2011) Die biologische Relevanz von cryl

photobodiesst noch unbekannt.

1.4.3 Photoaktivierung pflanzlicher Cryptochrome durch Oligomerisierung

Bei pflanzlichen Cryptochromen ist die CCE mit der RBI&mé&ne im Dunkeln assoziiert. Bei
cry2 konnte mittels Kernspinresonanz (NMR) eine Blaulahthangige Entfernung der CCE
von der PHRDomane beobachtet werd@hoettZink et al, 2021; Maet al,, 2023)

Innerhalb der CCE von cry2 konnten anfangs drei Serine nachgewiesen werden, die im
Blaulicht phosphoryliert werden. Durch Austausch dieser Serine wird die Degradation und
physiologische Aktivitat verringefiWanget al, 201%). Kinasen, die cry2 an bis zu 24 Resten
phosphorylieren kénnen, werden als PPKs bezeidhnett al, 2017) Auch cryl wird durch

PPKs phosphoryliert, sowie nachfolgend pabjiquitiniert und degradiert. Dies erfolgt jedoch
erst, wie bereits erwahnt, bei hoheren Fluenzraten |{d@f)/nvs) als bei cryZShalitinet al,

2003; Miao et al,2022) Somit spielt die Phosphorylierung eine wichtige Rolle fur die
Signalantwort von Cryptochromen. Da PPKs nur im Zellkern lokalisiert(dindt al., 2017)

wird auch nur das dort lokalisierte, nicht aber cytosolisches cryl phosphoryliert, poly
ubiquitiniert und dem Abbau zugefiihrt. Die verschiedenen physiologischen Reaktionen der
unterschiedlich lokalisierten cryl kénnten durch diesen Mechanismus erkidenwe

Sowohl die CCE von cryl, als auch von cry2 konnen Signalantworten auch ohne die
konservierte PHRDoméane auslosefYanget al, 2000) Dies ist jedoch nur der Fall, wenn die
CCE an ein Protein gebunden iGaturonidase. IDeh e s
Fusionsproteine zeigen einen konstitutiven photomorphologischen Phanotyp (COP). Diese und
weitere Arbeiten deuten darauf hin, da@sgptochrome in einem Oligomer physiologisch aktiv
sind(Yanget al, 2000;Rosenfeldet al, 2008) Uber Experimente wigeasitwo-hybrid Assay

und Celmmunprazipitation konnte eine Oligomerisierung von Cryptochromen Uber -die N
terminale Domane gezeigt werdéB8ang et al., 2005) Homodimerisation von cry2 ist

Blaulichtabhéngig, gezeigt durch ColP von cry2 aus HEK2@8anget al., 2016) Durch die
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Oligomerisierung wird die Interaktion mit Interaktionspartnern untersttitzt, wie bei den bereits
erwahnten CIB1 oder dem COBSPAsKomplex (Shaoet al, 2020;Wang und Lin 2020a
Palayamet al, 2021) (Abb. 5). KryoelektronenmikroskopieStrukturen und Gelfiltration
beweisen, dass pflanzliche Cryptochrome Blawaititéngig Tetramere bildegfMa et al.,
2020, Maet al,, 202M; Shacet al, 2020)

Abb. 5: Blaulicht-induzierte Cryptochrom Oligomerisierung und Stabilisierung von HY5. Inaktives cry2
Monomer im Dunkeln mit geschlossener Konformation (CCE assoziiert mit PHR) bildet nach Photoreduktion
durch Blaulicht und Bildung einer offenen Konformation (exponierte CCE) einen Homotetramer. Das Tetramer
interagiert mit Signalproteinen wiCIB1 oder dem COPZPAsKomplex und sorgt direkt oder indirekt fur
veranderte Genexpression. Die Bindung und Inaktivierung des COPLISI¥Hexes stabilisiert den
Trarskriptionsfaktor HY5, der die Transkription von BICs aktiviert. BICs sorgen dann fir eine Hemmung der
Oligomerisierung. Inaktivierung der cry2 Signaltransduktion durch negatemtback.oop. Pfeile zeigen
positiven Effekt, TLinien zeigen inhibitorischen Effekt. Modifiziert nadtangund Lin 2020a

1.5 Die Rolle von BICs bei der Inhibierung von Cryptochromen

Neben den bereits oben genannten sind sogen&hmedight Inhibitor of Cryptochromes
(BICs) weiter Bindungspartner der Cryptochrombly. 5). Zuerst wurden BICs entdeckt,
indem inArabidopsiFOX (Pflanzen die cDNA in voller Lange Uberexprimierdrihien nach
negativen Regulatoren von Cryptochromen gesucht wurde, indem nach eipgfcry2
MutanterPhénotyp gesucht wurq&/anget al, 2016 Ichikawaet al, 2006) Die gefundenen
FOX-Linien Uberexprimierten BIC1(Wang et al, 2016) Diese Proteine sind nur in
Landpflanzen vorkommendWang et al, 201D). Arabidopsis Pflanzen, die BIC1
Uberexprimieren sind weniger sensitiv gegeniber Blaulicht und zeigen unter Blaulicht eine
geringere Inhibition des Hypokotyllangenwachstums, verringerte Anthocyan Akkumulation

und im Langtag einen verspateten BliihbeginmA.lthalianagibt es noch eiBIC1 Homolog,
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welches entsprechend &#C2 bezeichnet wurde. Erst die Doppelmutanitslbic2 nicht aber

die Einzelmutanten, zeigt einen Phanotyp &hnlich der Uberexpression von Cryptochromen. Die
phanotypischen Veranderungen B&C-Uberexpressions Linien reflektieren sich auch in deren
Transkriptom, welches mit dem deryl/cry2 Doppelmutante groBe Ubereinstimmung hat
(Wanget al,, 2016)

So wurden innerhalb der Blaulicregulierten Gene 998 Gene gefunden, die sowohl von
Cryptochromen, als auch von BICs reguliert sind. Zuséatzlich wurde entdeckt, dass 425 Gene
ausschlief3lich durch BIC reguliert sind. Dies suggeriert, dass BICs zusatmkéckaiktion
unabhangig von der Inhibition der Cryptochrome haben kdnnten. In der Pflaiizem
aestivum interagiert BIC1 unter anderem als transkriptioneller-ABavator mit dem
TranskriptionsfaktoBrassinazoleaesistantl (BZR1) und sorgt fur eine gdive Regulierung

des Brassinosteroid Signalmechanismus. Dartber hinaus interagiert BIC1 mit dem
Transkriptionsfaktor PIF4 und sorgt fir eine Expression spezifischer Gene wichtig fir das
Pflanzenwachstum, wie z.B. PIF4 selpganget al., 2021)

In Abwesenheit von Licht werden die Gene fur BICfinthaliananur schwach exprimiert.

Blau- Rot- und Dunkelrotlicht induzieren die Expression von BICs was in eine um das
Hundertfache erhdhten Transkriptmenge resultigvtang et al, 201'h). Ein wichtiger
Regulator fur die Deetiolierung ist der Transkriptionsfaktor HY5. Dieser bindet an die Promoter
Regionen vorBICs und deren @ox und CFBox Sequenzen, sodass die Transkription der
BIC Gene erhdht wirdWanget al., 201D). Ermdglicht wird dies durch die Photoaktivierung

der Cryptochrome und Phytochrome und der damit einhergehenden Interaktion und Hemmung
des COP1/SPA E3 Ubiquitin Ligase Komplexes und daraus resultierender Stabilisierung von
HY5. Die dadurch verstarkte Exgssion von BIC1 und BIC2 und deren inhibitorische Wirkung

auf Cryptochrome zeigt, dass beide Komponenten sich gegenseitig regulieren. Somit sind BICs

ein negativefFeedback_oopund der Schalter der Repression von Cryptochromen.

Konsistent mit der Funktion als negative Regulatoren von Cryptochromen inhibieren BIC1 und
BIC2 die friuhen Schritte der Cryptochrom Aktivierung. So verhindern beide BICs die
Blaulichtabhangige Phosphorylierung von cryl und cry2 und auch die nachfolgende
Degradierung von cry@Vanget al, 2016) Auch die Blaulichiabh&ngige Entstehung von cry2
photobodiesvird durch eine Uberexpression von BICs verhindert, ebenso die Oligomerisierung
von cry. Im Vergleich dazu besitzt diéclbic2 Mutante eine geringere Menge an cry2 unter

Blaulicht und ist sensitiver auf dieses.
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Diese Inhibierung basiert auf einer direkten Interaktion von BICs mit Cryptochromen und
wurde unter anderem durch eine Kristallstruktur von BIC2 und cry2 ge2dibt 6). Hierbei
wurde die konservierte, Cryptochreanteragierende Doméne (CID) von BIC2 mit der RHR
Domane von cry2 cexprimiert und die Struktur des c/ZHR und BIC2CID Komplexes

durchKryoelektronenmikroskopiaufgeklart(Ma et al., 202®).
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Abb. 6: BIC2 bindet um die Furche zwischen detU /- n d  dSubdomanevon cry2. Strukturen beider
Proteine, bestehend aus der konservierten -BdR&ne von cry2 (cyan) und der CID von BIC2 (braun).
Gebunden sind zusatzlich der Kofaktor FAD, sowie AMP und*Mgodifiziert nachMa et al 202.

BIC2 windet sich gurtelartig um cry2 und bind@ver Wasserstoffbriickenbindungen und
hydrophobe Interaktionemit seinen 4}Helices an cry2Die U IHelix von BIC2 befindet sich
in der Nahe der FAD Bindetasche und interagiert dort mitglemsphatebinding-loop. Dieser
loop interagiert normalerweise mit FAD und beeinflusst mdoglicherweise die -FAD
RedoxzustandéHitomi et al, 2009) Die bisherigen Daten zeigen, dass BIC2 nicht nur die
Oligomerisierung von cry2 sterisch behindert, sondern auch die Photoreduktion des FAD
verhindert. Zusatzlich wird durch Bindung von BIC2 an cry2 die Aminosaure D393, die als
ProtonerDonor bei der Bildng des neutralen Flavin Semichinons dient, rdumlich zum
Isoalloxazinringdes FAD entfernt. Somit wird die Bildung dieses fur die Funktion der
Cryptochrome essentiellen Redoxspezies des Flavins beh(ktdest al, 202M).
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Zusammengefasst lasst sich die Inhibierung der Cryptochrome durch BICs durch zwei
Mechanismen beschreibefbb. 7). Zum einen wird die die Bildung dé$avin-Semichinons
inhibiert und zum anderen die Oligomerisierung zu einem Tetrévteeet al, 2020b) Ebenso
inhibiert BIC1 die Interaktion zwischen cry2 und anderen Interaktionspartnern wie CIB1 oder
SPAl(Wanget al, 2016) Auch ist beschrieben, dass das nach Photoaktivierung entstandene
CryptochromTetramee durch BICs monomerisierterden(Ma et al., 202®).

CRY2
FADH®

CRY2
FAD

\/

CRY2  CRY2
FADH*  FADH®

CRY2 CRY2
FADH*  FADH®
\ % CRY2 Oligomer
S
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Abb. 7: BICs inhibieren die Bildung des signalaktiven cry2 durch Hemmung von Oligomerisierung und
Bildung des FADHC. BIC inhibiert zusatzlich die Interaktion mit Signalproteinen wie CIB1 und sorgt fir
Auflésung des cry2 Tetramers. Auswirkungen auf den Zusammenhang zwischen Photoreduktion und
Photoaktivierung (rechte Seite der Abbildung) sind noch unklar. Modifizieht Macet al 202@.
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2 Material

2.1 Gerate

Gerat

Bezeichnung und Hersteller

Agarose Kammersystem
Autoklav
Blotapparatur

Feinwaage
Fluoreszenzspektrometer

French Press

Gelapparatur

Heizblock

Infrarot-Scanner

Inkubatorschrank

Inkubatorschiittler (Kultivierung voR. coli)
Inkubatorschdttler (Kultivierung o]
A.tumefaciens

Magnetruhrer

Mikropipetten

KLSM
KLSM-Objektive

Kihltruhe
Lichtmessgerat
pH-Meter

BioMax MP 1015, Kodak

V-150 Systec

Mini-TransBlot Cell Bio-Rad Laboratories
GmbH

Satorius

RF-5301PC, Shimadzu

French Pressure Cell PresSLM AMINO
Spectronic

Mini Protean® 3 CellBio-Rad Laboratories
GmbH

ThermomixercomfortEppendorf, Hamburg
Odysse® Infrared Imaging SystenhiCOR
Biosciences

B6060 Heraeus

MaxQ 4000inkubator, Thermo Scientific
Multitron Pro, Infors HT

G25, New Brunswick Scientific Co., inc

RCT basic Ika Werke

Research variable

2, 5,10, 20, 100, 200, 1000 Hppendorf
Leica SP2. SP5

HC PI APO 20.0x0x70 Imm/CORR U
HCX PL APO 40.0x1.25 OIL UV

HCX PL APO CS 40.0x1.30 OIL UV

HCX PL APO CS 63.0x1.40 OIL

Ultra low, SanyoUltra-low, New Brunswick
LICOR, inc.;LI-185B

Lab850 Schott Instruments, mit Elektrode
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Gerat

Bezeichnung und Hersteller

Photometer

Proteinr Aufreinigungssystem

Quarzkivetten
SicherheitslichiDunkelrot
SpannunggStromquelle
Sterilbank

Thermocycler

Vortex

Zellmihle

Zentrifugen

Zweistrahlphotometer mit Kiihlung

2.2 Verbrauchsmaterialien

GeneQuant 1300, Heraeus

NanoDrop ND 1000, Thermo Scientific
AKTA Purifier FPLC systemAmersham
Biosciences

105.200QS 10mm, Hellma

EncapSullte, Typ R20

Power 300, Integra Biosciences

KS 12, Thermo Scientific

Mastercycler GradientEppendorf

Genie 2 Scientific Industries

MM200, Retsch

Biofuge pico Heraeus

J2-21. Beckmann

400R, Heraeus

5417R, Eppendorf

Mikro200/200R, Hettich

UV-1800, Shimadzu; Krydhermostat WK
5, Colora Messtechnik GmbH

Material Hersteller
Aluminiumfolie Roth, JES Collection
Einmalkuvetten Sarstedt
EinwegHandschuhe (Latex, Nitril) Sempercare

Falconréhrchen (15 mL, 50 mL)
Membrankonzentrator
Mini-Protean® TGXTM Precast Gels
Pipettenspitzen (1 mL; 200, 20, Q)
ReaktionsgefalRe (0,1 mL)
Reaktionsgefale (1,5 mL, 2 mL)

Greiner BiecOne GmbH

Amicon™ Ultra 10 kDa MWCO Millipore
BioRad

Sarstedt

Qiagen

Sarstedt
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2.3 Antikérper

Antikorper Bezeichnung Antigen Quelle Herkunft

Primar UHA 3xHA-tag Ratte Klon 3F10, Roche
(Nr.: 11867423001)

Sekundar URat 80 CRattelgG Ziege LICOR Bioscience
(Nr.: 926-32219)

Sekundar URat HRF Ratte IgG Ziege Merck (Nr.:AP136P)

Primar UTubul i rUTubul i Maus SigmaAldrich  GmbH
(Nr.: 020M4753)

Sekundar UMouse 7 MauslgG Esel LICOR Bioscience

(Nr.: 926:32222)

Primar UHi s His6-tag Maus antibodies.com
(Nr.: X1990)
Sekundar UMouse €&MauslgG Esel LICOR Bioscience
(Nr.: 926-32212)
Primar, Ucryl cryl Protein Kaninchen AG Batschauer (2009
polyklonal Abiocode
Sekundar URabbi t KaninchenlgG Ziege LICOR Bioscience

(Nr.: 926:32211)

2.4 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien von Applichem
(Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Taufkirchen) in analytischer Qualitat bezogen.

2.5 Plasmide

Vektoren wurden fir ihren jeweiligen Einsatzbereich fur verschiedene Modellorganismen und

Anwendungen ausgewabhilt.
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2.5.1 Vektoren fir stabile Transformation in A. thaliana

Fir eine stabile Transformation vén thaliang wurde ein bindres Vektorsystem, sogenannte
GatewayVektoren, verwendetFur BIC1 wurde der UniPre€ode: Q9LXJ1 verwendet.
Kloniert wurde Aminosaure -240. FiUr die eingefigten DNB&equenzen, sowie
Aminosauresequenzen der BHBbnstrukte siehd&apitel Anhang8.1 Eine Resistenz gegen

das Herbizid Glufosinat wird in dieser Arbeit mit dem HandelsnanastdBbenannt.

Plasmid Funktion Selektionsmarker  Quelle

pGWB614 35S pro, G3xHA Spec, CmBasta (Nakamura et al,
2010)

pGWB615 35S pro, N3xHA Spec, CmBasta (Nakamura et al,
2010)

pUBN-3HA-Dest PUBQ10::3xHAtag Spec, Cm, Basta (Grefenet al,, 2010)
V341 N-terminal

pUBC-3HA-Dest PUBQ10::3xHAtag Spec, Cm, Basta (Grefenet al,, 2010)
V386 C-terminal

pDONR221 BICY'T  Entry-Vektor Kan Biocat

pDONR221 BICE“A Entry-Vektor Kan Biocat
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2.5.2 Vektoren fur in planta Anwendungen und transienter Expression in

N. benthamiana

Fur transiente Proteinexpressionerinbenthamianader Proteinlokalisationsstudien, sowie
der Untersuchung vophotobodieswvurden bindre Vektoren verwendet. Fur die eingeflgten
DNA-Sequenzen, sowie Aminosauresequenzen der-Bl&iktrukte, sowie von cryl und cry2

sieheKapitel Anhang8.1

Plasmid Funktion Selektionsmarker  Quelle
pUGT1 Dest. Binarer Vektor Spec K. Schumacher
mMGFP5 Gterm. unpublished(Grefen
et al, 2010)
pUGT2 Dest. Binarer Vektor GFF Spec K. Schumacher
N-term. unpublished(Grefen
et al, 2010)

pUBC-GFRDest GFP Fusionsproteil Spec, Cm, Basta (Grefenet al,, 2010)
(V049) C-terminal
pUBN-GFPR-Dest GFP Fusionsproteil Spec, Cm, Basta (Grefenet al,, 2010)
(V055) N-teminal
pUBC-RFR-Dest RFP Fusionsproteil Spec, Cm, Basta (Grefenet al,, 2010)
(V050) C-terminal

2.5.3 Vektoren fur heterologe Proteinexpression irk. coli

Fur die Proteinexpression ik. coli wurde der IPTAnduzierbare Vektor pER8a (+)
verwendet. Die BIC1 Sequenzen wurden fur die Expressid@h toli Codonoptimiert. Die
Plasmide wurden synthetisch hergestellt und von der Firma Biocat bezogen. Exemplarisch
aufgezeigt die Plasmidkarte von BI'lin pET-28a(+) (Abb. 8).

Plasmid Funktion Selektionsmarker  Quelle
pET-28a(+) BICIWT Proteinexpression  Kanamycin Biocat
pET-28a(+) BIC13“A Proteinexpression  Kanamycin Biocat
pET-28a(+) Proteinexpression  Kanamycin Biocat

Bl C1H13A3CA
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[transcription terminator for b 5707...5754]
thrombin site CDS 5110...5137
12..467 i1 bacteri origin of
efficient ribosome binding si
[promoter for bacteriophage T7 _ 4384...5002] ;
lacl promoter_lacl_promoter 4673.. 4398

The lac repressor binds to the 4397...3513

pET-28a(+}-BIC1 WT (1).gb.xdna - 5779 nt
r colE1/pME1/pB

145972085 i

2706...2515 rop rop CDS|

Abb. 8 Expressionsvektor pET-28a(+) fur heterologe Expression irE. coli. Der Vektor ist aufgrund von Lac
Operator Sequenzen uber IP-AAgabeinduzierbar. BIC1 besitzt einen-tdrminalen 6xHistidistag. Plasmid

vermittelt Kanamycin Resistenz.
Fur die eingefligten DNAequenzen, sowie Aminosauresequenzen der-BliSistrukte siehe

Kapitel Anhang 8.1

2.6 Puffersysteme

Puffer wurden bei Raumtemperatur mit destilliertem Wasser (Aqua bidest.) hergestellt, welches
Uber eineMerck Millipore Einheit entsalzt wurde. Fir die Einstellung eines spezifischen pH

Wertes wurde ein pileter (Schott Instruments, Lab 850) verwendet.

2.7 Proteinmarker
Als GroRRenmarker fir SBBAGE undWestern Blotvurde der ProteiMarker Precision Plus

Protein Dual Color Standardson Bio-Rad verwendet.
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2.8 Escherichia coliStamme

Stamm Genotyp Funktion Quelle

One Shot Topl( F mcr A grgdRMSMcrBC) Transformation, Invitrogen
0801l acZpM1l5 @ | ac Klonierung
p(aral eu) 7697 gal
endAl nupG

NEB-Turbo F proA+B+ | acl g Transformation, NEB
& ( lpeosB) glinV galkle galE1S Klonierung
R(zgh210::Tn10)TetS endAl tH
& ( h andrB)5

NEB 10beta p( alreau) 7697 ar aD1Transformation, NEB
galK16 galE15 el4 Klonierung
80dIl ac reg¥1 BIA1 endAl
nupGr ps L (StrR) r-p
hsdRMSmcrBC)

BL21 star Fompr hsdss (rs, ms’) galdcmrnd31 Protein NEB
(DE) Expression

2.9 Agrobacterium tumefaciensStamme

Stamm Genotyp Funktion Quelle
GV3101pMP90 C58 Expressionsstamm (Koncz und Schell,
p MP9 0 ( p T-i (Resistenzen Rifampicin, 1986)
DNA) Gentamycin).
P19 GVv3101 pMP90 Unterdrickt (Voinnetetal., 2000;
pl9 posttranskriptionellesGene Voinnet et al., 2003
silencing (Resistenzen Canto et al, 2006;
Rifampicin, Gentamycin Hsiehet al, 2009;)
Kanamycin)
mCherryNLS GV3101 pMP90 Exprimiert RFP lokalisiert Katharina Caesar
mCherryNLS im Zellkern (Resistenzer

(pB7-ABAresprc Rifampicin, Gentamycin,
mCherryNLS) Spectinomycin)
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2.10 Arabidopsis thalianaLinien

Die Anzahl an Generation seit Generierung der einzelnen Genotypen ist unbekannt
(ausgenommen BIClekinien).

Genotyp Okotyp Allel GenNummer  Quelle

Wildtyp Col-0 U. Hocker, Koéln (2014);

cryl/cry2 Col cry2-1 hy4d AT4G08920 Chentao Linuber Claus
B104 AT1G04400 Schwechheimer

cryl Col hy4-B104  AT4G08920 (Mockleret al., 1999)

cry2 Col cry2-1 (Nr.: AT1G04400 (Mockleret al., 1999)
4769740)

cry1-407F Col LH1844 AT1G04400 Lars Hennig, Ziirich

phyA Ler phyA201 AT1G09570 (Reedet al,, 1993)

phyB Ler phyB-5 AT2G18790 (Reedet al, 1993)

BIC1"Tox_1 Col-0 AT3G52740 Diese Arbeit

BIC1WTox 2 Col-0 AT3G52740 Diese Arbeit

BIC13¢%ox_1 Col-0 AT3G52740 Diese Arbeit

BIC13“%ox_2 Col-0 AT3G52740 Diese Arbeit

BIC1"Tox_3 Col-0; cry2-1 hy4 AT3G52740 Diese Arbeit

(crylicry?d B104 AT4G08920

(s.0.) AT1G04400

BIC1"Tox_4 Col-0 cry2-1 hy4 AT3G52740 Diese Arbeit

(crylicry? B104 AT4G08920

(s.0.) AT1G04400
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2.11 Verwendete Websites

Zur Berechnung des Molekulargewichts in Dalton von Proteinen wurde folgende Website

verwendethttps://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm

Zum Konvertieren von Gewichisonzentrationen in Stoffmengenkonzentration oder
Stoffmenge von Proteinen wurde folgende Website verwendet:

https://www.bioline.com/media/calculator/01 04.html

Zum Konvertieren von DNA/Sequenzen in Aminosauresequenzen und zum Identifizieren von

openreadingframeswurde folgende Website verwendettps://web.expasy.org/translate/

Fur die Konvertierung von DN/&Sequenzen zu umgekehrter, komplementarer E8é¢guenz
fur  molekularbiologische  Anwendungen wurde folgende Website verwendet:

https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html

Um zu Uberprifen, ob Primer an eine bestimmte EB&§uenz binden, wurde folgende

Website verwendehttps://www.bioinformatics.org/sms2/primer map.html

Fir ein MultiplesAlignmentvon verschiedenen Aminosauresequenzen wurde die folgende

Website verwendehttps://tcoffee.crg.eu/apps/tcoffee/do:reqular

Fur die visuelle Darstellung vorMultiple-Alignment Daten wurde die folgende Website
verwendethttps://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/

Fur die Darstellung berechneter Proteinstrukturen von BIC1 wurde folgende Website
verwende(Jumperet al, 2021; Varadet al, 2022) https://alphafold.ebi.ac.uk

Fur die Berechnung auf Testung auf Normalverteilung durch Anderson Darling in Excel, wurde

folgende Website als Quelle verwendetvw.sixsigmablackbelt.de/tesiuf-normalverteilung

excel/
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3 Methoden
3.1 Anzucht und Kultivierung spezifischer Organismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere Modellorganismen verwendet. Deren Anzucht und

Kultivierung erforderte verschiedene Bedingungen und Methodiken.

3.1.1 Agrobacterium tumefaciens

Reagenzien und Gerate

Inkubationsschuttler Inkubator G25New Brunswick Scientific Co., inc

YEB-Medium 5 g/L Rinderextrakt, 1 g/L Hefeextrakt, 5 g/L Pepton, 5

Saccharose, 300 mg/L Mg®Q@ur Platten 20 g/L Agar)
Rifampicin 25 mg/mL in Methanol; Arbeitskonzentration: 100 mg/L
Gentamycin 20 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 40 mg/L
Spectinomycin 40 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 100 mg/L
Kanamycin 50 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration-25mg/L
DMSO 100%

Agrobacteriumtumefaciensvurden generell in YEBVedium bei 28°C und schittelnd bei ca.
250 rpm kultiviert. Zur langfristigen Lagerung von Kulturen konnten DMSGacks in 7 %
DMSO in flissigem Nschockgefroren und be80 °C gelagert werden.

3.1.2 Arabidopsis thaliana

Reagenzien und Gerate
Lichtmessgeréat LI-185B, LICOR
% MS-Medium 2,15 g/L Murashige&koogSalzmischung, 0,5 g/ MEROH
(pH 5,7), 9 g/L PhyteAgar, steril
Sterilisationslésung 5% NaOCI, 0,05% Tween

Pikiererde Ohne Zusatz von Dinger

Vermiculit Grobkornig
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Fur Kultivierung Uber kurze Zeitraume wurden die Samen steril auf ¥Pltfen oder auf

zuvor mit gefiltertem Leitungswasser gewéassertem Filterpapier ausgelegt.

Die Sterilisation der Samen erfolgte durch Inkubation in Natriumhypochl@sding und
Ethanol. Hierfir wurden ca. 100 Samen fir 2 min in Ethanol (70%) inkubiert und nach
Zentrifugation (1 min, 9503 g) und Dekantieren des Alkohols danach #i6 I@in in cr
Sterilisationslosung inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation und abschitten der
Sterilisationslosung wurden die Same® 3/al nach dem Zentrifugieren mit Agiedest.
gewaschen. Im Anschluss wurden die Samen in 500 pL 0,15%ige -Rbstd_6sung
resuspediert und auf die Platten pipettiert. So wurde gewébhrleistet, dass einzelne Samen mit
ausreichend Abstand zu anderen Samen ausgebracht wurden. Fur kurzfristige Kultivierung und
anschlielBender Extraktion des Gesamtproteinextrakts, wurden die Samen aathdreif
gestapelten, autoklaviertewhatman papemit steril gefiltertem (0,45 um Filter) oder
autoklavierten Leitungswasser bewassert und ausgesat. Dies ermoglichte die spatere Ernte ohne

AgaroseRuckstande.

Fur Kultivierung Gber einen langeren Zeitraum wurden Samen in einem 1:1 Gemisch aus Erde

und Vermiculit ausgebracht.

Alle ausgebrachten Samen wurden nach der Ausbringung in Kélte stratifiziert. Dies ermoglichte
die gleichzeitige Keimung. Hierfiir wurden die ausgebrachten Samer6¥t 4n Dunkelheit
vernalisiert. Diese Inkubation erfolgte32Tage lang. Im Anschluss wde die Keimung der
Samen in der Anzuchtkammer durch Gabe von 4 h Weil3licht induziert. Nach 20 h Inkubation
in Dunkelheit bei RT wurden die Keimlinge in spezifische Lichtbedingungen tberfuhrt. Hierflr
wurden sie entweder in kleine LERammern bei RT gestellin der Anzuchtkammer belassen
oder in groR3e Anzuckschranke tberfuhrt.

Die begehbare Anzuchtkammer fik. thaliana und N. benthamianawurde unter
Langtagbedingungen (16 Licht, 8h Dunkel) betrieben. Die Temperaturen beliefen sich nachts
auf 19,5 °C und tagsuber auf 24,5 °C. Die Feuchtigkeit war im Durschnitt bei 50% relativer
Luftfeuchte. Die Lichtverhaltnisse der Anzuchtkammer wurddremem Photometer ermittelt
(Abb. 9) Mit einem Lichtmessgerat wurde der Photonenfluss mit 130 prf®énmittelt.

31



i 1 ] |
B0000 == === ======== e L EEEEEEE EET T T R 1-
| | | |

40000 -
h

20000

Relative Intensitat (counts)

Wellenlange (nm)

Abb. 9 Lichtspektrum der begehbaren Anzuchtkammer fur Pflanzen unter Langtagbedingungen.
Gemessen wurde mit eing@teanHDX Photometer Ocean Optics (OcéHdX-UV-VIS).

Fur die Bluhzeitbestimmung, Dokumentation @amtilenund Messung der Rosetten wurden

die Pflanzen nach Aussaat auf Erde (nach 3.1.2) in groRe ArRabhidnke Uberfuhrt. Dort
wurden die Pflanzen unter Langtagbedingungen (16 h tagsiuber mit 22 °C und 50%
Luftfeuchtigkeit, 8 h nachts mit 18 °C und 50% Luftfatigkeit) angezogen. Mit einem
Lichtmessgeréat wurde der Photonenfluss mit-128 umol/nfs ermittelt. Das Lichtspektrum

der Schranke wurde gleichermal3en ermitieitt 10).
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Abb. 10 Lichtspektrum der Anzucht-Schranke fur Pflanzen unter LangtagbedingungenGemessen wurde
mit einemOceanHDX Photometer Ocean Optics (OcéHdX-UV-VIS).
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3.1.3 Escherichia coli

Reagenzien und Geréate

Inkubationsschittler MaxQ 4000 Inkubator, Thermo Scientific

LB-Medium 10 g/L BacteTrypton, 5 g/L HefeExtrakt, 5g/L NaCl, fuPlatten:
159/L BactcAgar

Glycerol 50% (v/v)

Spectinomycin 40 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration 100 pg/mL

Kanamycin 50 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration:25mg/L

E. coli Stamme wurden auf selektierenden -BBtten mit spezifischen Antibiotika

ausgestrichen und nach tihkubation bei 37 °C anschlieRend bei 4 °C gelagert.

Bei Flussigkulturen wurden 3 mL LBledium mit entsprechenden Antibiotika mit einer von

LB-Platten stammenden Kolonie angeimpft. Diese wurde UN bei 37 °C und 250 rpm inkubiert.

Fur eine langerfristige Lagerung vdh coli Stammen wurde in einem 1:1 Verhéltnis die
Flassigkultur mit 50% (v/v) Glycerol gemischt und B0 °C gelagert.

3.1.4 Nicotiana benthamiana

Zur Anzucht vonN. benthamianavurden die selbigen Bedingungen wie fir thaliana
verwendet. Die Samen wurden nicht direkt vor Aussaat sterilisiert. Die Pflanzen wurden in der

Anzuchtkammer kultiviert.
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3.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.1 Herstellung chemisch kompetenteE. coli Zellen

Reagenzien und Geréate

Inkubationsschittler MaxQ 4000 Inkubator, Thermo Scientific

dYT-Medium 16 g/L Trypton, 10 g/L Hefé&xtrakt, 5g/L NaCl

RF1-L6sung 100 mM RbCI, 50 mM MnCl x 4 H,O, 30 mM Kaliumaceta
(pH 7,5), 10 mM CaGlx 2 H0, 15% (v/v) Glycerol

RF2-Loésung 10 mM MOPS (pH 5,8), 10 mM RDbCI, 75 mM CaGi 2 H.0,
15%(v/v) Glycerol

MgCl2 1M

MgSOs 1M

Die Herstellung chemisch kompetenkercoli Zellen erfolgte nach einem etablierten Protokoll

in der AG Batschauer. Die Zellen der Wahl wurden in 100 mL-8A€Hium mit einer 2 mL
Ubernachtkultur angeimpft und mit 10 uM Magnesiumchlorid und Magnesiumsulfat (jeweils
1 yL der Stammlésungen auf 100 metMum) versetzt. Die Zellen wurden bei 37 °C schittelnd
bei 250 rpm bis zu einer QB von ca. 0,6 inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen 30 min
auf Eis heruntergekuhlt, geerntet (1750 gni, 4 °C) und in 33 mL steriler RAI6sung
resuspendiert. Nachweiterer 30minutiger Inkubation auf Eis erfolgte eine weitere
Zentrifugation und Resuspension in 5 mL RE&ung. Nach einer Inkubation von 30 min auf

Eis wurden die Zellen be80 °C fir eine langerfristige Lagerung weggefroren.
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3.2.2 Transformation von chemisch kompetentert. coli Zellen

Reagenzien und Geréate

Heizblock Thermomixer comforgppendorf

LB-Medium 10 g/L BacteTrypton, 5 g/L HefeExtrakt, 5 g/L NaCl, fur Platter
15g/L BactcAgar

Spectinomycin 40 mg/mL in Aqua bidestArbeitskonzentration 100 pg/mL

Kanamycin 50 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration:2%mg/L

Inkubatorschrank B6060 Heraeus

Fur eine Transformation mit entsprechenden Vektoren wurden chemisch komjgeteote
Zellen auf Eis aufgetaiHanahan, 1983¢u 100 pLE. ColiZellen wurden ca. 1 ug Plasmid
DNA hinzugegeben. Nach d@inutiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen fur 60 s bei@?2
erhitzt und direkt im Anschluss mit 1 mL ERBedium vermischt. Die Zellen wurden bei 37 °C
und 300 rpm fur 30 min auf einem Heizblockubiert. Nach anschlieRender Zentrifugation
fir 3 min bei RT und 855 g wurde der Uberstand dekantiert und eine kleine Mers@ |(8)

auf eine AgaiPlatte mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die Platten wurden kopfuber
bei 37 °C UN inkubiert.

3.2.3 Gateway-Klonierung

Fur die Klonierung von BICAT und BICP“A-Konstrukten in Vektoren, welche fiir die
Transformation vorA. thaliana und N. benthamianaverwendet wurden, wurde sich der
GatewayKlonierung bedient. Mit dieser Methode kann das Zielgen aus einem Ausgangsvektor
heraus Entry-vektol) Gber sequenzspezifische Rekombination in verschiedend/&kidren
(DestinationVekto) integriert werderiLandy, 1989)Im Rahmen dieser Arbeit wurde BI1L

aus demEntry-Vektor pDONR221 in dieDestinationsVektoren pGWB614, pGWB615,
pUBV341 Gciehe exemplarischbb. 11), pUBV386, pUBCGFRDest V049, pUBNGFPR-Dest

V055 und pUBGRFR-Dest V050 kloniert. BICI* wurde durch Mutagenese in dentry-

Vektor generiert und in di®estinationsVektoren pUBV341 und pUB&FRDest V050

kloniert.
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Die Rekombination vorntry-Vektor undDestinatiorVektor wird durch Rekombinasen und
spezifische DNASequenzen durchgefiihrt. Die Gatewégktoren haben neben ihrer
spezifischen AntibiotikéResistenz als Selektionsmarker einen zusétzlichen Selektionsmarker.
Das sogenannte Selbstmordgen ccdB, welchesiiiGenprodukt steht, das die bakterielle
DNA-Gyrase inhibiert, wird durch das Transgen rekombinant ausgetauscht. So Uberleben
ausschliellich die transformierten Zellen nach erfolgter RekombingB&mnard und
Couturier, 1992; Bernaret al, 1994)

Die LR-Reaktion ist die ausschlaggebende Rekombination des ZielgenEmnoyVektor in

denDestinationVektor.

Puffer und Reagenzien

LR Clonase™ 1l Gateway LR Clonas¥ Il Enzym Mix, Invitrogen

Enzym Mix

Proteinase K 2 ug/uL (Gateway LR Clonas# Il Enzym Mix, Invitrogen)

LOsung

LB -Medium 10 g/L BacteTrypton, 5 g/L HefeExtrakt, 5 g/L NaCl, fur Platter

15g/L BactcAgar
Spectinomycin 40 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 100 pg/L
Streptomycin 50 mg/mL in Aquabidest.; Arbeitskonzentration: 50 pg/L
TE-Puffer 10 mM Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA

Vom Entry-Vektor pDONR221 inklusive Transgen wurden 100 ng mit 150 ng des jeweiligen
DestinationVektor zusammengefihrt und mit FHuffer auf 8 pl aufgefillt. 2 pL des LR
ClonaséM Il Enzyme Mix wurden zu den Proben gegeben und bis zu 2,5 h bei 25 °C inkubiert.
Um die Reaktion zu stoppen, wurden 1 pL der Proteinase K Lésung hinzugegeben und fur
10 min bei 37 °C inkubiert. 2,5 pL der Reaktiebhd&sung wurden zE. coli Zellen NEB’-beta
hinzugegeben und transformiert (siehe Transformation 3.2.2). Die Zeltelenvauf selektiven
LB-Medium UN bei 37 °C angezogen. Eine Uberpriifung der Klonierung erfolgte durch einen

TestVerdau mit Restriktionsenzymen und durch Sequenzierung.
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pV5i 5633...8226)

Abb. 11 DestinationVektor pUBV341 fir stabile A. thaliana Transformation. Die Flankierungssequenzen

RB 3203...535 1...633 pUBGID
J
) B00...1268 BICA1
%Y
1274.. 1482 T355
.

V241 pUBM-2HA-DEST (BICT ). xdna - 8842 i

_|_

—_

J048. 3686 LB

RB (right borden und LB (eft borde) begrenzen die -DNA Sequenz. BIC1 mit Nerminalem 3xHAtag und

vorgeschaltetem Promotor UBQ10. Das Plasmid vermittelt eiastaRBarR) und Spectinomycin (SmR)

Resistenz.

3.2.4 Uberpriufung von Konstrukten und Agarose-Gelelektrophorese

Reagenzien und Geréate

Inkubationsschittler
LB -Medium

Plasmid-Isolation
Restriktionsenzym-
Puffer

Restriktionsenzyme

TBE-Puffer

Midori-Green

DNA-Marker

5x Probenpuffer

MaxQ 4000 Inkubator, Thermo Scientific
10 g/L BacteTrypton, 5 g/L HefeExtrakt, 5 g/L NaCl, fur Platten
15¢g/L BactcAgar
Nucleo$in® Plasmid, Macherefagel (MN)
CutSmar?-Puffer 10x; 500 mM Kaliumacetat, 200 mM FhAsetat,
100 mM Magnesiumacetat, 1 mg/mL BSA, (pH 7,9); NEB
z.B. EcoRI, Kpnl in 10 mM Tris/HCI (pH 7,4), 50 mM KCI, 1 m|
DTT, 0,1 mM EDTA, 200 pg/mL BSA, 50% (v/v) Glycerol; NEE
10,8 g/L Tris, 5,5 g/L Borsaure, 4 mL/L 0,5 M EDTA/NaC
(pH8,0)
Midori Green AdvancéBiozym), 12,5 uL pro 250 mL Agarosege
2-Log Ladder, 0,410 kbp (NEB)
1% (w/v) SDS, 0,1% (w/v) Bromphenolblau, 100 mM EDT
50% (v/v) Glycerin
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Konstrukte wurden nach der Gateway Klonierung Uber-Vesiaue mit Restriktionsenzymen
verifiziert. Hierbei wurde Uberprift, ob durch das Einbringen des Transgens
Restriktionsenzyme entsprechend den Erwartungen schneiden. Hierbei wurde oft eine

Kombinatian verwendet, bei der das eine Enzym im Vektor, und das andere im Insert schneidet.

Zuvor wurde das zu untersuchende Plasmid aus einer Flussigkultur mit einem Is#étions
(MN) isoliert. Die Konzentration der Plasmide wurde Uber einen Nane2Op photometrisch
bestimmt. Das LBVledium enthielt selektive Antibiotika spezifisch fur diéagmide der
transformierterE. coli Zellen. Die Flussigkultur wurde mit Transformanten angeimpft und
meist UN bei 37 °C und 250 rpm Kultiviert.

Die Plasmide wurden zusammen mit den Enzymen fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Hierbei wurden
bis zu 400 ng PlasmiDNA mit entsprechenden Restriktionsenzymen (1 unit pro 1 pg DNA)
und 10xCutSmar?-Puffer mit Aqua bidest. auf 25 pL aufgefullt und vermischt.

Im Anschluss wurden die Reaktiehésungen auf einem Agaro€kel aufgetrennt.

Hierbei laufen die Nukleinsduren aufgrund ihrer negativen Ladung zum elektrischen Pluspol.
Diese haben aufgrund spezifischer Grof3en ein spezifisches Laufverhalten und lassen sich somit

gualitativ analysierefWagner, 1964)

Zur Herstellung der Agaros@ele wurde Agarose in TBEuffer aufgekocht. Nach Zugabe von
Midori Greenwurde die Lésung auf ca. 8G abgekihlt und dann in eine Gelkammer gegossen.
Vor der Elektrophorese wurde das Gel mit FB&ffer Uberschichtet und die DNRroben
wurden in die Geltaschen geladen. Die Auftrennung erfolgte b&#080/ fur bis zu 1,5 h. Die
DNA konnte durch die Bindungon Midori Greenund demGelDoc System mittels UM.icht

visualisierbar gemacht werden.
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3.2.5 Q5®-Sidedirectedmutagenesis

Reagenzien und Geréate

PCR-Cycler TC-96/g/H(b)C, Biozym Scientific GmbHMastercycler gradient
Eppendorf
LB-Medium 10 g/L BacteTrypton, 5 g/L HefeExtrakt, 5 g/L NaCl, fur Platten

15¢9/L BactoAgar
Kanamycin 50 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration:2%mg/L
Q5-Polymerase NEB (2000 units/mL)
ReaktionsPuffer  5x Q5 Reaktions Puffer, NEB

dNTPs Jeweils 10 mM (Fermentas)
3’und 5-Primer Jeweils 10 mM

T4 DNA- NEB

Ligasepuffer

T4 PNK NEB (10000 units/mL)

T4 DNA Ligase NEB (400000 units/mL)
Restriktionsenzym Dpn I, NEB

Durch Mutagenese wurde in dem Vektor pDONR221 mit dem Insert'Bi@ie Mutante
BIC13“* in selbigem Vektor generiert. Dieses Konstrukt dienteEaisy-Vektor fir weitere
GatewayKlonierungen. Durch die 5Sidedirectedmutagenesidisst sich eine Mutation

wéahrend einer PCR durchfihren.

Fiar eine Schritflr-Schritt dreifachCystein Mutation wurden fur jede Mutation jeweils
einPrimerpaar verwendet. Hierbei wurde jeweils éorward- und ein reversePrimer

verwendet:

Mat_Bicl C99A_fwd TTGGATCGACGCTTCTACCTTCGATACTTG
Mat_Bicl _C99A_rev TCCTTGAGGAGTTCCTCTTG
Mat_Bicl_C104A fwd CTTCGATACTGCTCTTGTGCCTGCTGG
Mat_Bicl_C104A rev GTAGAAGCGTCGATCCAATC
Mat_Bicl_C135A_fwd TCATAACAGAGCTCTCATCCTCAGGGACC
Mat_Bicl_C135A rev AGTCCACCAGAAGCAGAAG
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Die Mutagenese erfolgte wahrend einer PCR. Kurze Oligonukleotide (Primer) binden an das
DNA-Template, von denen die Amplifikation der Nukleinsduren startet. Die Polymerase
vollendet den neuen DNA&trang, inklusive der durch die Primer eingefuigten Mutgtidurlis
undFaloona, 1987)

Bei einem beispielhaften PCR/Mutagendégesatz wurden folgendBubstanzen pipettiert:

Q5®-Polymerase 0,5 uL
5x ReaktionsPuffer 5 puL
10 mM dNTPs 1puL

10 uM Fwd-Primer 2,5 uL
10 puM Rewv-Primer 2,5 puL
TemplateDNA 1-25 ng
Aqua bidest. auf 25uL

Die Amplifikationsbedingungen der PCR wurde an deeaktionsansatz angepasst. Zu
beachten war die Schmelztemperatur des PrPaares. Nachfolgend ist ein beispielhaftes

PCRProgramm aufgelistet:

Initiale Denaturierung 98 °C 30s

Denaturierung 98 °C 10s

Annealing Tmder Primeii 5 °C 30s

Elongation 72 °C Abhangig von Polymeras
und TemplateGroRRe

Finale Extension 72 °C 2 min

Lagerung 4°C unbegrenzt

Die Anzahl an Zyklen (Denaturierusiffjongation) betragt im generellen-35. Durch eine
anschlieBende Behandlung mit Ligasen und Kinasen wurden die-PRicRkte
komplementiert und durch eine Behandlung mit dem Restriktionsenzym Dpn | (1 unit pro 1 pg

DNA) wurden die methylierten, urspriinglichen, nicht mutiefiemplatezerstort:
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PCR-Produkt 1L

T4 Ligasepuffer 1puL
T4 PNK 1L
T4 DNA Ligase 1L
Dpn | 1L
Aqua bidest. 5L

Die Inkubation erfolgte fur 1 h bei RNach jeder Mutation wurde das mutierte Konstrukt
mittels chemischer Transformation Encoli Zellen NEBTurbo gebracht und auf L-Blatten

mit Kanamycin selektiert.

3.2.6 DNA-Sequenzierung

Zur Verifizierung von Konstrukten wurden diese zu der Firma Microsynth nach Géttingen zum
Sequenzieren versendet. Versendete Plasmide hatten eine Konzentration @b Ag/pL

und entweder eineforward oderreversePrimer mit der Konzentration von 4 pM. Es wurde

ein Primerpaar fir die Sequenzierung des BIC1 Gens verwendet. Die tbrigen folgenden Primer

sind fur die spezifischen Plasmiibnstrukte:

BIC1_fwd ATGAATATCGACGACACCACCTC
BIC1_rev CCTGAGGATGAGGCATCTGTTATG
pGWB614 615 35S fwd CGCAAGACCCTTCCTCTATATAGG
pGWB614_HA_rev CTGCACTGAGCAGCGTAATCTG

pGWB615_NOSt_rev GCTATGACCATGATTACGAATTGG
V341Vv386_PUBQ10_fwd TTTCGTTCGATCCCAATTTCG
V341V386_T35S_rev TAGATTTGTAGAGAGAGACTGGTG

3.3 Herstellung transgener Pflanzen

Zur Herstellung transgener, stabiferthalianalLinien wurde sich im Rahmen dieser Arbeit der
floral-dip Methode bedient. Uber zuvor transformiefigrobacterium tumefaciernsurde das
Zielgen in die Eizellen der Bluten der Pflanzen eingebracht. Die Transformation in Pflanzen
wird durch ein TiPlasmid inA. tumefaciensrmdglicht. Die in den Agrobakterien exprimierten

Virulenzproteine ermdglichen das Einbringen dddNIA Sequenz inklusive des Zielgens. Die
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T-DNA wird an zufalliger Position in das Genom der Pflanze insdf@oughundBent, 1998;
Hellenset al, 2000)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden BI&1und BICE*in A. thalianaWT undin die cryl/cry2
Mutante mit dem Okotyp Cd transformiert.

3.3.1 Herstellung chemisch kompetenteA. tumefaciens

Agrobakterien wurden fur die stabile Transformation Vanthalianaund der transienten
Transformation voN. benthamian&endotigt. Fur die Transformation der Agrobakterien selbst

mit einem Transgen, wurden diese in Vorarbeiten bereits chemisch kompetent gemacht.

Reagenzien und Gerate

Inkubationsschuttler Inkubator G25, New Brunswick Scientific Co., inc

YEB-Medium 5 g/L RinderExtrakt, 1 g/L HefeExtrakt, 5 g/L Pepton, 5 g/l
Saccharose, 300 mg/L Mg®Q@ur Platten 20 g/L Agar)

Rifampicin 25 mg/mL inMethanol; Arbeitskonzentration: 100 mg/L

Gentamycin 20 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 40 mg/L

NacCl 0,15 M in Aqua bidest.

CaClz 20 mM in Aqua bidest.

Eine Einzelkolonie des Agrobakterien Stammes GV3101 pMP90 wurde mit entsprechenden
Antibiotika in einer 20 mL Ubernachtkultur in YEBedium angeimpft und bei 28 °C und ca.

200 rpm kultiviert. Die Vorkultur wurde verwendet, um eine Hauptkultur mit frisddexium

auf eine Olgoo von 0,1 einzustellen und erneut bei 28 °C und ca. 200 rpm bis zu eirgr OD
von 0,5 bis 0,7 zu kultivieren. Danach wurden die Zellen 10 min bei RT und ca. 2000 g pelletiert
und in 100 mL Natriumchlorid.6sung resuspendiert. Der Vorgawurde wiederholt und das
Pellet in 10 mL eiskalter Calciumchloflddsung resuspendiert. Die chemisch kompetenten

Zellen wurden in 100 plAliquotsin flussigem N weggefroren und beB0 °C gelagert.
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3.3.2 Transformation von A. tumefaciens

Reagenzien und Geréate

Heizblock Thermomixer comforgppendorf

YEB-Medium 5 g/L RinderExtrakt, 1 g/L HefeExtrakt, 5 g/L Pepton, 5 g/l
Saccharose, 300 mg/L MgSO4 (fur Platten 20 g/L Agar)

Rifampicin 25 mg/mL in Methanol; Arbeitskonzentration: 100 mg/L

Gentamycin 20 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 40 mg/L

Spectinomycin 40 mg/mL inAqua bidest.; Arbeitskonzentration: 100 mg/L
Kanamycin 50 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration:2%mg/L

Zur Transformation von chemisch kompetenten Zellen des Expressionsstammes GV3101
pMP90 wurden diese mit dem Zielvektor (500 ng Plasmid DNA) 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Danach wurden die Zellen 5 min in flussigemdghockgefroren, und anschlie3end fir 5 min

bei 37 °C fur einen Hitzeschock inkubiert. Anschliel3end wurde der Transformationsansatz mit
1 mL YEB-Medium auf RT versetzt und der Ansatz bei 28 °C fur dihe(Verdopplung von

A. tumefacienskchittelnd bei 250 rpm auf einem Heizblock inkubiert. Néeh Inkubation
wurden die Zellen bei 1520 g furm8in geerntet und der Uberstand dekantiert. Die Bakterien
wurden auf selektiven YERIlatten ausplattiert und bei 28 °C fiu32Tage inkubiert bis

Kolonien sichtbar waren.

3.3.3 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

Reagenzien und Geréate

Inkubationsschuttler Inkubator G25New Brunswick Scientific Co., inc

YEB-Medium 5 g/L RinderExtrakt, 1 g/L HefeExtrakt, 5 g/L Pepton, 5 g/l
Saccharose, 300 mg/L MgS0O4

Rifampicin 25 mg/mL in Methanol; Arbeitskonzentration: 100 mg/L

Gentamycin 20 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 40 mg/L

Spectinomycin 40 mg/mL in Aquabidest.; Arbeitskonzentration: 100 mg/L

Infiltrationsmedium 5% (w/v) Sucrose, 0,05% Silwet-T7 (Momentive Performanc
Materials GmbH)
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Die zu transformierende\. thaliana Pflanzen wurden bis zur Ausbildung eines noch

geschlossenen Blitenstands in der Anzuchtkammer unter LaBgtiiggungen angezogen.

Die zu transformierendef. tumefaciengellen wurden zwei Tage zuvor kultiviert. Alle YEB
Medien enthielten selektive Antibiotika. Hierbei wurde eine 3 mL MEBung mit
A.tumefaciengpUBV341, BICIT oder BICE*) angeimpft und UN bei 28 °C und 300 rpm
inkubiert. Am folgenden Tag wurden 3 mL dieser Miltur in 100 mL YEBMedium
uberfuhrt und erneut UN bei 28 °C und 300 rpm inkubiert. Die Zellen wurden bei 4500 g,
15min, RT geerntet und in Infiltrationsmedium resuspendiert, sodass eig® @ ca. 0,8
vorlag. Diese AgrobakterieBuspension wurde in groRe Glasgefal3e Uberfiihrt, sodass alle
oberirdischen Teile voA. thalianafur 3-5 s eingetaucht werden konnten. Vorher wurden
bereits offene und befruchtete Blutenstande abgeschnitten. Die transformierten Pflanzen
wurden in Eimer Uberfihrt, diese wurden mit Klarsichtfolie und mit Papier abgedeckt. Nach
2% d in der Anzuchtkammeinter LangtagBedingungen wurden die Pflanzen aus dem Eimer

herausgestellt und in der Anzuchtkammer bis zur Samenreife weiteialti

3.3.4 Selektion und Zucht von transgenerArabidopsis thaliana

Puffer und Reagenzien

BastaLo6sung 1 mL/L BastaStammldsung (Aventis), 0,05% (v/v) Silwet-717
(Momentive Performance Materials GmbH)

Zur Selektierung transgen&rthalianalinien wurden die geernteten Samen deGeheration
ausgesat und mitdstabehandelt. Als Selektionsmarker wurde zusammen mit dem Transgen
auch eine Resistenz gegen das Herbiadt@nit transformiert. Das Ziel war letztendlich eine

homozygote, unabhéngige Linie in derG8&neration zu generiereAl{b. 12).

44



pUBV341BIC1o. BIC13¢A

~ARFARRERT NN ARRINEE
/N /N /N

-FPORERECR T
/N /N /N
- § A

Abb. 12 Selektion transgenerA. thaliana Linien. Nach der Transformation der KBeneration mittel$loral-

dip wurden die FiSamen geerntet. Die Keimlinge der-&&neration wurden nachaBtaSelektion erneut bis zur
Samenreife kultiviert und eine F2eneration wurde geziichtet. Diese ist gréfdtenteils heterozygot. Die Pflanzen
der F2Generation wurden mittelgVestern Blotauf transgenes Protein hin Gberprift. Zuséatzlich wurde die
Hypokotyllange von BIC¥Tox-Linien gemessen und auf Normalverteilung hin Gberpriift. In deG&@eration
wurde selbiges wiederhtolZusatzlich wurde erneut auaBtaResistenz getestet. Bei fEttern, die homozygot
waren, haben alle FRachkommen die &taBehandlung Uberlebt. Bei heterozygoten Eltern waren % duastaB
gestorben vorausgesetzt es handelt sich um ein Trang@ésb. Anhang 2 Die laut BastaBehandlung
homozygoten F&.inien (rote Umrandung) wurden fur weitere analytische Experimente verwendet (nach Christian
Michalski, 2017).

Fir die BastaBehandlung der FGenration wurden diese nachan®chiger Stratifikation bei
4-6 C° dicht nebeneinander auf Anzuchterde ausgesat. Nach ca. 7 d nach Keimung wurden die
Keimlinge im Abstand von zwei Tagen dreimal madBal. 6sung bespruht. Nur Keimlinge,
die einen Selektionsmarker und somit auch das Zielgen trugen, tberlebten. Transgene F1
Pflanzen sind heterozygot. Die weitere Kultivierung hinzu deGEgeration erfolgte fir jede
Pflanze einzeln, da diese eine unabhéanpigien reprasentiertesprich Pflanzen die aus einem
spezifischen Transformationsereignis hervorgingen und sich genotypisch von dem Insertionsort
innerhalb des Genoms von anderen Linien unterschieden. Die Pflanzen-Gené&ation
wurden mittelsWestern Blotauf transgenes Protein hin Gberprift. Flr eine Zichtung von
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homozygoten Linien wurden die #Zlanzen zur Samenbildung kultiviert. Die Keimlinge aus
der F3Generation wurden erneut miaBtabehandelt. Bei FEltern, die homozygot waren,
haben alle FNachkommen die &taBehandlung uberlebt. Bei heterozygoten Eltern wéren
laut MendelscheRegel ¥4 durch BstagestorbenAbb. Anhang 2. Die Regel gilt nur, wenn
nur ein Transgen inseriert wurdéusatzlich wurde die Hypokotyllange von BI€"bx-Linien

und BICE“%ox-Linien gemessen und auf Normalverteilung hin Ubergiiftb. Anhang 3).

Mit den Linien aus delf3-Generation wurden analytische Experimente durchgefinhrt.

3.3.5 Transiente Transformation von Nicotiana benthamiana

Reagenzien und Gerate

Inkubationsschuttler Inkubator G25New Brunswick Scientific Co., inc

YEB-Medium 5 g/L RinderExtrakt, 1 g/L HefeExtrakt, 5 g/L Pepton, 5 g/l
Saccharose, 300 mg/L Mg%Q@ur Platten 20 g/L Agar)
Rifampicin 25 mg/mL in Methanol; Arbeitskonzentration: 100 mg/L
Gentamycin 20 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 40 mg/L
Spectinomycin 40 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 100 mg/L
Kanamycin 50 mg/mL in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration:25mg/L

Infiltrationsmedium 10 mM MgCb, 10 mM MESKOH (pH 5,6), 150 uM Acetosyringo!

Fur Proteinlokalisationsstudien, der Untersuchung plustobodies demZusatzvon BICIVT

mit Palladiummesoporphyrin (PanP), der Uberexpression von BIE1 sowie vorherigen

Tests der Konstrukte auf funktionierende Proteinexpression, bevor diese fir stabile
Transformation irA. thalianaverwendet werden, wurden ausgewéhlte Konstrukte transient in
N. benthamianaexprimiert. Fur die Transformation d&. benthamianaflanzen wurden
zunachst Ubernachtkulturen von transformierten Agrobakterien angesetzt. Neben
Agrobakterien die den Zielvektor enthielten, wurden ebenso Agrobakterien angezogen, die das
Konstrukt P19 enthielten. Diese wurden spater mit dem Expressionsstamm des Zielproteins im
Verhdltnis 1:1 vermischt. Dessen Genprodukt unterdrickt posttranskeig®rGene
Silencingund erhdht somit die Ausbeute des Zielprotgi@antoet al, 2006; Hsiehet al,

2009) Eine Kolonie des entsprechenden AgrobakteStamms wurde in 3 mL YERIedium

mit halber Arbeitskonzentration der Antibiotika versetzt, damit diese schneller anwuchsen. Die
Bakterien wurden tGber Nacht bei 28 °C bei 250 rpm inkubiert. Nach ca. 17 h v2undeder
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Ubernachtkultur in 4 mL frisches YEBledium mit voller AntibiotikaKonzentration Uberfiihrt

und erneut fir 4 h bei 28 °C und 250 rpm inkubiert. Von den restlichen 1 mL konnte ein-DMSO
Stock hergestellt werden. Anschlie3end wurden die Zellen bei 4 °C 15eii520 g geerntet.

Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet imL1eiskaltem Infiltrationsmedium
resuspendiert. Die im Verhdltnis 1:1 zu vermischenden Bakterienstamme (mit Zielvektor bzw.
P19) wurden mit dem Infiltrationsmedium in der finalen Lag@aof eine Ol von 0,60,7
eingestellt. Danach wurden die Zellen 1 h bei RT inkubiert, damit die Agrobakterien durch das
Acetosyringon in dem Infiltrationsmedium ihre Virulenz Gene hochregulieren, die flr einen
Trarsfer der FDNA notwendig sind. Die zu infiltrierended. benthamiandflanzen wurden
bereits am Vorabend ausreichend gewéassert und mit einer Plastikhaube bedeckt, damit deren
Stomata durch die hohe Luftfeuchtigkeit ausreichend geo6ffnet sind. Die letztendliche
Infiltration erfolgte mit einer 1 ingroRen Spritze ohne Kanile in die Blattunterseite der Blatter
durch die Stomata. In der Regel wurde vor allem das erste Blattpaar infiltriert. Die Pflanzen
wurden anschlieBend wieder in die Anzuchtkammer tberfuhrt und fir weitéréage fur
nachfolgenéd Analysen inkubiert. In diesem Zeitraum war die Menge an gebildetem Zielprotein

optimal.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

Fur die Charakterisierung von BI®L, BICI3“A und BIC113A3¢A wurden verschiedene
biochemische Methoden verwendet. Diese waren rekombinante Expressign anli,
Aufreinigung Uber Affinitditschromatographie, Immundetektion und unterschiedliche Analysen

der Proteine.

3.4.1 Heterologe Proteinexpression irk. coli
Die Expression der BIGKonstrukte BICY'T, BIC13“A und BICT'**A*A erfolgte in dem IPTG

induzierbarem Vektor pE28a(+) in demE. coli ExpressionsstamimL21 star

Reagenzien und Geréate
Inkubationsschittler MaxQ 4000 Inkubator, Thermo Scientific; B6060 Heraeus fir

2 L Erlenmeyerkolben

LB-Medium 10 g/L BacteTrypton, 5 g/L HefeExtrakt, 5 g/L NaCl, fur Platten
15¢g/L BactoAgar

Kanamycin 50 mg/mL in Aqua bidestArbeitskonzentration: 250 mg/L

FeSO 10 mM in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 10 uM

5- 100 mM in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 500 uM

Aminolavulinséaure

IPTG 1 M IPTG in Agua bidest.; Arbeitskonzentration: 1 mM

PBS 8 g/L NaCl, 0,2 g/LKCI, 1,8 g/L NaHPQy x 2H0, 0,24 g/L
KH2PQOy

Eine 50 mL Flussigkultur wurde mit transformierténcoli Zellen angeimpft und bei 37 °C,

UN und 200 rpm kultiviert. Alle verwendeten Flissigkulturen wurde mit spezifischen
Antibiotika fir die Selektion versetzt. Am folgenden Tag wurden 2 mL deKuUkkur in 50mL

frisches Medium tberimpft und fiir 5 h bei 37 d&d 200 rpm inkubiert. Grof3e 2 L Kulturen
wurden mit der gesamten aAuffrisedvancags&ul t ur
bei 37 °C und 200 rpm angezogen (Mgdium wurde auf 37 °C vorgeswmt). Vorher wurde

das LBMedium der grofRen Kulturen mit Eisensulfat unédrinolavulinsdure versetzt, um

die Expression von Hahaltigen Proteinen zu steigern. Nach Erreichen der gewiinschten

ODeoo wurden die Zellen auf Eis heruntergekuhlt, durch 1 mM IPTG Zugabe die Expression
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der Zielgene induziert, und bei 25 °C, UN und 200 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurden
die Zellen bei 5000 g und 4 °C fur 10 min zentrifugiert und geerntet. Die Ernte erfolgte mit
einer J291 Zentrifuge vorBeckmanr{JA-20 Rotor). Die pelletierten Zellen wurden mit #hQ

PBS gewaschen, erneut bei 4500 g und 4 °C fur 45 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde

dekantiert und die Zellen wurden b8D °C bis zum Zellaufschluss weggefroren.

3.4.2 Aufreinigung l6slicher, rekombinanter Proteine ausE. coli

Proteine mit einem 6xHitag konnen dber NickeNitrilotriessigsaure (Ni-NTA)
Affinitatschromatographie aus einem Zelllysat aufgereinigt werdefi. sid in der Lage,

durch Austausch von Wasser mit zwei Histidin Resten des Zielproteins zu interagieren und so
Uber eine hohe Affinitat zu binden. Dieser Komplex kann erst durch die Zugabe von Imidazol
und den Wechselwirkungen von Imidazol mit der Saliexirix aufgebrochen werden und das
Zielprotein von der NNTA-Matrix verdrangen. Somit eluieren die HjstagtenProteine nach

Imidazol Zugabe.

Puffer und Reagenzien
Lysepuffer 50 mM HEPES (pH 7,0), 500 mM NaCl, 10% Glycerin, 1 mg/
Lysozym, 0,2 mg/mL DNase, 14 uM-&, 0,25 mM AEBSF, 1 uV
Pepstatin, gelost in Aqua bidest.; steril filtriert (Nitrocellulc

Membran 0,22 um); spatere Zugabe von Triton1l00 auf
Endkonzentration von 1%

Proteinpuffer 50 mM HEPES (pH 7,0), 300 mM NacCl, 10% Glycerin, gelost in A
bidest.; steril filtriert (Nitrocellulose Membran 0,22 pm)

Imidazol Puffer 1 M Imidazol, 50 mM HEPES (pH 7,0), 300 mM NacCl, 10% Glyce
gelost in Aqua bidest.; steril filtriert (Nitrocellulose Membr
0,22pm)

HisTrap-Saule 1 mL HisTrap HP, GE Healthcare

Vor der Aufreinigung der Zielproteine iber Affinitatschromatographie an efigeaPurifier-
System(P10, GE Healthcare wurden die zuvor pelletiertei. coli Zellen lysiert und
aufgeschlossen. Die Zellen wurden in einem 50 mL Reaktionsgefald auf Eis aufgetaut und mit

35 mL, eiskaltem Lysepuffer versetzt und resuspendiert. Zur Zelllyse wurdéremehPress
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(ca. 1000 psi) verwendet, und die Zellen wurden in drei Durchgangen aufgeschlossen. Hierbei
hatte die Zelle eine Temperatur von 4 °C. Das Lysat wurde bei 30000 g und 4 °C fur 75 min
zentrifugiert, sodass die Zelltrimmer und anderes unl6sliches Matetetiggewurden und

I6sliche Proteine im Uberstand vorlagen.

Bevor das Lysat auf die Hisap-Saule und somit auf die NNTA-Matrix beladen wurde,

wurde diese zuvor mit 20 SV (Saulenvolumina) Proteinpuffer aquilibriert. Das Aquilibrieren,
das Beladen, und einzelne Waschschritte der S&aule erfolgte Uber eine Peristaltikpumpe.
Nachdem das Lysat aufedSaule geladen wurde, wurde dem Lysepuifeion X-100 auf eine
Endkonzentration von 1% hinzugeftigt und 10 SV Uber die Saule gegeben, sodass unerwiinschte
Proteine herausgewaschen wurden. Im Anschluss wurde die Saule 8N P@oteinpuffer
nachgewaschen, um das TritorlBO herauszuwaschen, sodass die Saule akktiaBurifier-
Systermangeschlossen werden konnte. Hier wurde ein Imidd@adengradient als Programm

zur Aufreinigung HisgetagterProteine verwendet. Dabei wurde zu Beginn mit 5 S\-i&&m
Imidazol Puffer gewaschen und auf 10% (5 SV), 20% (5 SV50%6 (5 SV) und 100% (5 SV)
erhoht. Die Proteine eluieren bei spezifischen Imidazol Konzentrationen. Die Elution wurde
dabei Uber die Bsorption bei 280 nm (aromatise Aminosauren) und 415 nm (H&am)
detektiert. Die Proteinlosungen wurden im Anschluss aufkonzentriert und die Imidazol

Konzentration durch Pufferaustausch auf unter 0,2 mM verringert.

3.4.3 Aufkonzentrieren von Proteinen

Puffer und Reagenzien

Proteinpuffer 50 mM HEPES (pH 7,0), 300 mM NaCl, 10% Glycerin, gelost in A
bidest.

Membran- Amicon™ Ultra 10 kDa MWCO Millipore

konzentrator

Das Aufkonzentrieren von Proteinlésungen und einhergehender Pufferaustausch erfolgte tber
einem Membrankonzentrator. Die Proteinlésung wurde 20 min bei 3940 g und 4 °C
zentrifugiert. Puffer und Proteine kleiner als KIBa wurden durch dercutoff Filter
hindurchzentrifugiert und verworfen. Zu der Proteinldsung wurde neuer Proteinpuffer
hinzugegeben. Nach mehrmaligen Zentrifugationsschritten wurde das gewiinschte Volumen

bzw. die gewlinschte Konzentration erreicht. Zuséatzlich wurde so der Imiudtzge Puffer
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gegen Proteinpuffer ausgetauscht. Die BRZdteine sind gréRer als 10 kDa und verbleiben

daher in dem Uberstand.

3.4.4 Denaturierender Proteinextrakt aus A. thaliana Keimlingen

Zur Gesamtproteinextraktion wurden zwei verschiedene Methodiken angewendet. Bei
ergrinten Pflanzen kdnnen ChloropHRydltige Massenproteine aus Chloroplasten ein stark
storendes Signal wahrend dégesternBlots mit dem Infrarotimaging Systengeben. Aus
diesem Grund wurde durch mehrere Waschschritte mit Aceton versuchGhtasphyll
herauszuwaschdiidao et al, 2015) Diese Methode wurde bei der Isolation von 3xBKC1

ausN. benthamianangewendet.

Puffer und Gerate
Zellmuhle MM200, Retsch
Proteinextraktions- 100% (v/v) Aceton, 10% (w/v) Trichloressigsaure, 4,5 mM DTT
Puffer

Waschpuffer 100% (v/v) Aceton, 45 mM DTT
5xSDS 225 mM TrisHCI (pH 6,8), 250 mM DTT, 5% (w/v) SDS, 50% (v/
Probenpuffer Glycerol, 0,05% (w/v) Bromphenolblau

Blattproben wurden zwischen den Arbeiten in flissigesngdlagert bzw. heruntergekdhilt.
3540 mg Pflanzenmaterial wurden mit 2 Stahlkugeln in einem Aufschlussgefald in eine
Zellmihle eingespannt und 3x fur 30 s bei 30 Hz aufgeschlossen. Nach dem Aufschluss wurde
das Pulver in 1 mL Extraktionspuffer resuspendiert und fir 1 R20€C prazipitiet. Nach
Zentrifugation bei 20000 g bei 4 °C und 15 min wurde der Uberstand dekantiert und das
Prazipitat in 1 mL Waschpuffer resuspendiert. Im Anschluss wurde die Ldésung erneut
bei-20°C fur 30 min préazipitiert. Dieser Waschritt wurde so lange wiedelhisltas Préazipitat

weil3 gefarbt war. In der Regel wurde dies nach\®aschritten erreicht. Das weil3e Préazipitat
wurde fur 15 min bei RT unter Vakuum gezogen, um die Aceton Reste zu entfernen. Das
Prazipitat wurde in SD®robenpuffer resuspendiert und élie SDSPAGE 10 min bei 95 °C
gekocht. Vor dem Auftragen der Probe auf ein STaf/acrylamid Gel wurde diese bei 2000

auf RT fur 15min zentrifugiert, um unldsliches Material zu pelletieren.
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In der Regel wurdenArabidopsisKeimlinge im Dunkeln angezogen, wenn der
Gesamtproteinextrakt mittelW§esterrBlot untersucht werden sollte. Nachfolgend beschriebene
Methode wurde bei allen stabilén thalianaUberexprimiereiLinien angewendet. Durch die
Aufzucht in Dunkelheit besitzen die Keimlinge keine ausgebildeten Chloroplasten und zeigen
keine storenden Hintergrundsignale durch Chlorophglitige Proteine. Somit konnte auf
Waschschritte mit Aceton verfitet werden und direkt nach dem Aufschluss SDS

Probenpuffer auf den Extrakt gegeben wer@d®anget al, 201D).

Puffer und Reagenzien
SDS 120 mM TrisHCI (pH 7,0), 4 % SDS, 5% Glycerol, 10 mM TCE
Probenpuffer (neutraler pHWert), 0,05% (w/v) Bromphenolblau

Die Blattproben wurden wie zuvor behandelt, jedoch nach dem Aufschluss in der Zellmihle

direkt in SDSProbenpuffer resuspendiert.

3.4.5 Aufreinigung von BIC1-GFP ausN. benthamianaund Immunprazipitation mittels
U G F-Rgarosebeads

BIC1-GFP wurde transient iN. benthamianaxprimiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde

ver sucht , -Antikérgem Has PrateFBRGGFP zu immunprazipitieren und in der
Massenspektrometrie analytisch zu untersuchen. Hierbei wurdefT GpRgarosebeadsvon

Chromotek verwendet. Diese geben aufgrund fehlender leichter Antikorperketten kein
storendes Signal in der Massenspektrometrie und somit kann das Zielprotein direkt an den
Agarose beadstryptisch verdaut und massenspektrometrisch untersucht werden. Generell
wurde flr die Immunprazipitatod as Pr ot ok ol | GBMIP & Arthalimmat e k
plant sample§8 v e r \(Habneret &l, 2010)

52



Puffer und Reagenzien

Lysepuffer 25 mM HEPES/KOH (pH 7/4,5), 100 mM NaCl, 10% Glycero
0,5% Tergitol 155-9; 10 mM DTT; 10 mL pro 8 g Blattmaterial

Waschpuffer 25 mM HEPES/KOH (pH,4-7,5), 100 mM NaCl, 5% Glycerol

Protease PI-C o c k tfoa pldnt céll and tissue extratt, 3,3 OL

Inhibitoren Blattmaterial, SigmaAldrich

DNase 1,5 pg pro 100 mg Blattmaterial

Sterilfilter 0,45 um Filtropur S, Sarstedt

Antikdrper U G FARyaroseBeads Chromotek

N. benthamian&flanzen wurden vor der Proteinisolation Aitumefaciensokuliert, welche

mit pUBC-GFRDest V049BIC1-GFP transformiert worden waren (siehe 3.3.5). Nach 4 d
Inkubation in der Anzuchtkammer unter LangBgdingungen wurde ein infiltriertes Blatt

unter einem KLSM analysiert. Bei 488 nm Anregung und Detektion der Emission bei
50071 550nm wurde Uberprift, ob GF8ignal detektiert werden kann. Bei Verifizierung
wurden die infiltrierten Blatter geerntet und nach einfrieren in fliissigeb@N80 °C gelagert.

Ca. 8 g Blattmaterial wurden fur die Immunprazipitation eingesetzt. Das Blattmaterial wurde
unterEinsatz von flissigem Neu feinem Pulver gemorsert. Protedskibitoren, DNase und
Lysepuffer wurden zu dem Pulver gegeben, vermischt und 30 min auf Eis inkubiert.
Wahrenddessen wurde das Lysat mehrmals durch eine Nadelspitze (0,8 x 40 mm) gedrickt, um
den Aufschluss zu verbess. Nach der Inkubation wurde das Lysat bei 20000 g fur 10 min bei

4 °C zentrifugiert, sodass die Zelltrimmer pelletiert wurden. Der Uberstand wurde durch einen
0,45 Om Sterilfilter {BéatistachiderRitokoll Zon@homoteku r d e n
gewaschen und zu dem Lysat gegeben. Die Agdreadsinkubierten 2660 min bei 6 °C
wahrend das Lysat in dieser Zeit invertiert wurde. Im Anschluss wurden die Apaatsbei

2500 g fur 5 min bei 4 °C pelletiert und in ein kleines Reaktionsgefal3 GberfihBeds

wurden einmal mit Lysepuffer und 2-mal mit Waschpuffer gewaschen. Im letzten Schritt
wurde der Waschpuffer dekantiert. DiBeads wurden entweder direkt in die
Massenspektrometrie (Uni Marburg, Fachbereich Chemie)fiilber oder auf ein SDS

Polyacrylamid Gel beladen.
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3.4.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Fur die Bestimmung von Konzentrationen von Proteinlésungen wurde entweder die Bradford
oder AmidoschwarMethode verwendet. Bei Proteinlosungen ohne SDS, sprich native,
I6sliche Extrakte, wurde stets die Methode nach Bradford verwendet. Diese ist jecldch ni
durchfiihrbar, wenn die Extrakte SDS enthielten. In einem solchem Fall wurde stets die

Methode mit Amidoschwarz durchgefihrt.

3.4.6.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Reagenzien und Geréate
Bradford-Losung Roti-Quant x5 (Roth, Karlsruhe)
Proteinstandard 10 mg/mL BSA
UV/VIS - GeneQuant 130@GE Healthcare

Spektrometer

Fir die Proteinkonzentrationsbestimmung von Proteinlésungen, die kein SDS enthielten, war
die BradfordMethodik die Methode der WaliBradford, 1976)Die Proteine mit unbekannter
Konzentration binden den Farbstoff Coomassie Brillant Blaw25G Durch die
Wechselwirkungen mit den sauren Aminosaureseitenketten verschiebt sich die Absorption des
Farbstoffes von 465 zu 595 nm. Die Ausbildung dieses RrBtabstoff Komplexes ist bereits

nach 2 min abgeschlossen und die Absorption kann mit einem Fotometer bestimmt werden. Fir
eine genaue Konzentrationsbestimmung ist eine Eichgerade mit BSA bekannter Konzentration
und der Bradford.6sung durchgefuhrt wordeiie Absorption von 595 nm wurde ermittelt.
Hierbei wurde das LambeBeerGesetz verwendet, bei dem die Konzentration eines Stoffes

sich linear zu dessen Absorption verhalt.
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3.4.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mit Amidoschwarz

Puffer und Reagenzien

Amidoschwarz- Amidoschwarz bis zu einer QR von 10, 90% (v/v) Methanol
Arbeitslésung 10% (v/v) Eisessig

Waschlésung 90% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Eisessig

Natronlauge 0,2M

Proteinstandard 10 mg/mL BSALGsung

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen, die aufgrund der Extraktionsmethode
SDS enthielten, wurde die Amidoschwaviethode verwendet, da diese im Vergleich mit
anderen Methoden relativ robust gegeniiber SD@&@povet al, 1975) Wenn Proteine den
Farbstoff Amidoschwarz binden, lassen sich diese spektroskopisch bei einer Absorption von
615 nm detektieren. Somit lasst sich die Proteinkonzentration ber dig l@Btimmen. Um

auf die gemessene Proteinmenge schlie3en zu kdnnen, muss vorher eine Eichgerade mit einer
Proteinldsung erstellt werden, dessen Konzentration bekannt ist. Als Proteinstandard wurde

BSA verwendet.

Von den zu untersuchenden Proben mit unbekannter Konzentration wur@@rulLOnit Aqua

bidest. auf 200 puL aufgefullt und zu 800 puL AmidoschwaArbeitslosung gegeben. Nach
grandlicher Durchmischung der Proben wurden diese bei RT mit 10000 g fur 12 min
zertrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, dass Pellet mit 1 mL Waschlésung gewaschen
und erneut zentrifugiert. Nach erneutem Dekantieren wurde das Pellet fir ca. 30 min auf RT
getrocknet und mit 1 mL Natronlauge resuspendiert. Durch die Natronlaugge der
Farbstoff Amidoschwarz wieder in Losung gebracht uodnitebei ODs15 gemessen werden.

Das Fotometer wurde zuvor mit einer Probe genullt, die kein Protein enthielt, jedoch wie die

anderen Proben mitgeprobt wurde.
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3.4.7 Elektrophorese von Proteinen

Puffer, Reagenzien und Gerate

SDS 120 mM TrisHCI (pH 7,0), 4% (w/v) SDS, 5% Glycerol, 10 m
Probenpuffer + TCEP (pHneutral), Bromphenolblau (Spatelspitze)

Red

SDS 120 mM TrisHCI (pH 7,0), 4% (w/v) SDS, 5% Glycerc
Probenpuffer - Bromphenolblau (Spatelspitze)

Red

Acrylamid -Gele Mini-PROTEAN TGX Precast Gel15%, Bio-Rad
Lammli -Puffer 250 mM Tris, 1,82 M Glycin, 1% (w/v) SDS

Proteinmarker Precision Plus Protein Dual Color Standards, Btad
Gelkammer- Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad
System

Mithilfe der SDSPAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Ggkktrophoresik
werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen anhand ihres Molekulargewichtes
aufgetrennf{Laemmli, 1970) Das Detergens SDS im Probenpuffer bindet dabei als anionisches
Tensid kovalent an Proteine. Die Proteine haben entsprechend ihrer Grol3e eine spezifische
Anzahl an SDSVolekiilen gebunden und somit eine spezifische negative Formalladung. Diese
wandern dannin einem elektrischen Feld zur Anode und kdnnen so anhand ihres
Molekulargewichtes differenziert und analysiert werden. Hierbei migrieren kleine Proteine
schneller durch die SDBolyacrylamid Gele, da deren Mobilitdt durch die vernetzten
PolyacrylamidPoren des Gels hoher ist. Die Eigenschaften der Auftrennung kann bspw. durch
eine verdnderte Konzentration &olyacrylamid PAA) verdndert werden. In dieser Arbeit
wurde ein vorgefertigtes Gradient@el (PAA-Konzentration 415%) vonBio-Radverwendet.

Zuvor wurden die Proteine im SEEobenpuffer fir 10 min bei 95 °C gekocht, sodass deren
Tertiar und Sekundarstruktur zerstért wurde. Die Proben wurden in einem elektrischen Feld
bei konstant 30 mA pro Gel und maximal 300 V aufgetrennt. Alddidfer wurde ea LAmmli

Puffer verwendet. Als Proteinmarker wurden 3 pL éescision Plus Protein Dual Color

Standard Markergeladen.

Folgend konnten die Gele entweder Western Blot®der Coomassi€arbungen verwendet

werden.
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3.4.8 Coomassie Farbung

Reagenzien und Geréate

Inkubations- 3005, GFL

schittler

Farbelbsung 0,05% (w/v) Coomassie R250, 25% (v/v) Isopropanol, 10% (
Eisessig

Entfarbelésung 10% (v/v) Eisessig

Fir die Visualisierung von Proteinen aihem PAAGel ist die Farbung mit Coomassie eine
schnelle und einfache Methode. Durch die Zugabe der Farbelésung fallen die sich im Gel
befindlichen Proteine aus und binden den Triphenylmeffaathstoff Coomassie. Die Farbung
kommt zustande, indem Coomasan die basischen Seitenketten der Aminosauren bindet. Das
Gel wurde zusammen mit der Farbel6sung zur Beschleunigung der Reaktion fir ca. 1 min in
der Mikrowelle erhitzt und bis zu 8 h bei RT und 100 rpm inkubiert. Danach wurde das Gel in
der Entfarbelésug so lange gewaschen, bis der gewlinschte Entfarbungsgrad erreicht wurde

und die einzelnen Proteinbanden visuell erkennbar waren.

3.4.9 Western Blot

Fir den Nachweis eines Zielproteins in einem Proteingemisch wurde die Methodikestesn
BlotsangewendefTowbin et al, 1979) Hierbei wurde nach der SEFAGE ein Transfer der
Proteine aus einer 3Blatrix heraus auf eine Protebindende Membran durchgefiihrt. Die
Proteine auf der neuen Zatrix lassen sich dann mittels Immundetektion spezifisch

nachweisen.
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3.4.9.1 Transfer von Proteinen auf eine Nitrocellulose oder PYDF-Membran im Wet
Blot Verfahren

Puffer und Reagenzien
Transfer-Puffer 48 mM Trisbase, 39 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol
Blotting-Papier MN 827 B, MachereyNagel

Nitrocellulose- Porablot NCP, Porengrof3e 0,45 um, Machéxegel N Hybond ECL
Membran 0,45 um, Amersham Biosciences

PVDF-Membran  Porablot PVDF, Porengréf3e 0,2 um, Machekagel

Gelkammer- Mini TransBlot Cell, Bio-Rad

System

Fir den Transfer werden bei déffetBlot Proteine auf eine Membran durch ein elektrisches
Feld migriert. Dabei sind alle Komponenten, spBébtting-Papier, Gel und Membran mit dem
TransferPuffer Uberschichtet, sodass ein kontinuierlicher Stromfluss durch die Zelle

gewahrleistet ist.

Die Membran wurde fur 15 min im Transfoffer vor Beginn des Transfers aquilibriert. Fur

den Transfer wurden alle Komponenten so zusammengebaut, dass die Proteine in Richtung
Anode auf die Membran migrieren. Dabei wurde darauf geachtet, dass keineaderitbl
zwischen Gel und Membran vorhanden sind, da ansonsten der Transfer behindert ware. Das
elektrische Feld wurde bei konstant-B00V und ca. 0,25 A betrieben. Um Uberhitzung
vorzubeugen, wurde ein Kihlakku mit in den Puffertank gegeben. Je nachdeem ob
Proteinnachweis mittels LICORystems oder mit ddEnhanced Chemiluminescen@CL)
Methode durchgefuhrt wurde, wurde entweder eine Nitrocelluloder PVDFMembran
verwendet. Eine PVDMMembran hat den Vorteil, dass sie eine hohere Stabilitat aufweist als

Nitrocellulose und daher besser ECL geeignet ist.
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3.4.9.2 Immundetektion von Proteinen

Puffer und Reagenzien
Blocking-Puffer 5% (w/v) Milchpulver (Roth) in TBS

TBS 20 mM TrisHCI (pH 7,5),150 mM NaCl

Primére 200 ng/ nmdl opUBA10, Ratte), O, :

Antikorper 200 ng/mL (UHis, Maus) in 20
20 OL des Serums Ucryl (Kanin

Sekundare 100ng/mL in 20 mL TBS

Antikorper

Die an denWestern BlotanschlieRende Immundetektion resultiert aus der Spezifitdt von
Antikdrpern zu Zielproteinen, die auf der Membran gebunden sind. Dies ist bspw. durch
spezielle Proteitags erreichbar, welche spezifische Antikérper binden konnen. Der
spezifische AntikorpeProteirKomplex lasst sich durch verschiedene Methoden visualisierbar

machen.

Vor der Immundetektion wurde die zu probende Membran fiir mindestens 1 h bei RT oder UN
bei 4 °C in 5%w/v) Milchpulver geblockt. Dabei werden die Stellen auf der Membran, an der
keine Proteine gebunden sind, mit unspezifischen Proteinen aus dem Milchpebetzt,
sodass die Antikorper fur den Proteinnachweis nicht unspezifisch an die Membran binden und

eine falschpositives Signal geben.

Im Anschluss wurde die Membran dreimal mit TBS fir jeweils 15 min gewaschen, sodass
UberschussigerBlockingPuffer herausgewaschen wurde. Grundsatzlich wird zwischen
primaren und sekundaren Antikbrpern unterschieden. Primére Antikérper binden an ein
spezifisches Epitop des Zielproteins oder an ein Prédgj(z.B. His oder HAtag). Sekundére
Antikorper erkennen spezifisch den eingesetzten primaren Antikérper und binden diesen.
Dieser ermdglicht die Detektion im Anschluss des Immunblottings, beispielsilmsesine
Fluoreszenzmarkierung (detektierbar tUber HESOR-Systerh oder einer Konjugation mit
Horseradish peroxidasddetektierbar UberECL). Teilweise kénnen mehrere sekundare

Antikorper einen primaren Antikorper binden und sorgen dadurch fir eine Signalverstarkung.

Der Primare Antikdrper wurde in einer Konzentration von 200 ng/mL in 20 mL TBS gel6st und

auf die Membran gegeben. Diesgkubierte mindestens fur 1 h auf RT oder UN bei 4 °C. Im
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Anschluss wurde die Membran erneut dreimal mit TBS fiir 15 min gewaschd®@nd/mL
des sekundéaren Antikorpers in TBS wurde fir 1 h auf RT mit der Membran inkubiert. Nach

erneutem Waschen mit TBS erfolgte die Detektion.

3.4.9.3 Proteinnachweis mittelsLICOR Odyssey Infrared Imaging System

Puffer und Reagenzien

Sekundéare UMouse | RDYubdig,0 CW (
Antikorper URat | RDy e 8O-Dactovs) ( f ¢ r HA

UMouse | RDy e 8 @agNaGhweis))f ¢ r Hi s
URabbit | RDye 800 CW (fg¢r cry
TBS 20 mM TrisHCI (pH 7,5), 150 mM NaCl

Die Wahl der Detektiontethode hangt unter anderem von den sekundéaren Antikorpern ab.
Bei einem Proteinnachweis mit dafCOR-Systenwerden sekundare Antikorper verwendet,

die mit einem Fluoreszenzmarker gelabelt sind. Die Fluorophore IRDye700 und IRDye800
(FirmaLiCOR) werden bei einer Wellenlange von 685 nm bzw. 785 nm angeregt und emittieren
im langerwelligen Bereich. Der Vorteil zweier unterschiedlicher Detekficn®ile besteht

darin, dass zwei unterschiedliche Zielproteine gleichzeitig detektieranalysiert werden
kénnen. DedVeiterenlasst sich mit denhiCOR-Systentdie Proteinmenge quantifizieren, da

eine Linearitat zwischen emittierter Signalstarke und Zielproteinmenge Uber einen weiten
Bereich besteht. Von Nachteil bei dieser Methode ist, dass die gesamte Membran mit den
Lasern angeregt wird. Somit emittieren auetoteine, welche bei 685 nm bzw. 7&%
absorbieren und sorgen somit fiir unspezifisches Signal. Dies ist besonders bei Proteinextrakten
aus grurgewachsenen Pflanzen relevant. Untetesem aus diesem Grund wurde haufig auf

die Methode deECL zuriickgegriffen.
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3.4.9.4 Proteindetektion mittels Enhanced Chemiluminescence (ECL)

Puffer und Reagenzien

Sekundéare URat -kéhpidtert (HA)
Antikdrper
TBS 20 mM TrisHCI (pH 7,5), 150 mM NacCl

Luminol/Enhancer  Clarity™ Western ECL SubstratBjo-Rad

Losung, Peroxid

LOsung

Entwickler Entwickler, Carestream Dental; Kodak
Fixierer Fixierer, Carestream Dental; Kodak
Waschbad 3% (v/v) Essigsaure

Hyperfilm ECL ™  Amersham Biosciences

HypercassettéM  Amersham Biosciences

Eine Alternative zu dem IndrotDetektionssystem ist die Proteindetektion UBEIL. Ein

Vorteil dieser Methode ist unter anderem, dass sie deutlich sensitiver ist als Uber
Fluoreszenzmarker, und dass somit geringere Mengen an Zielprotein nachgewiesen werden
kénnen. Bei deECL-Methode sind die sekundéaren Antikorper mit HR#djugiert. Diese ist

in der Lage, enzymatisch Wasserstoffperoxid und Luminol umzusetzen, sodass Photonen frei
werden. Diese chemilumineszente Reaktion kann durch Auflegen eines kititsanFilms

auf die Membran sichtbar gemacht werden.

Nach dem letzten Waschritt wahrend des Immunblottings wurden die Substrat Losungen mit
Luminol und Wasserstoffperoxid iMerhaltnis 1:1 gemischt und fir 5 min auf der Membran
inkubiert. Dabei wurde die Reaktion mit Luminol und Wasserstoffperoxid gestartet. Die
Membran sollte dabei vollstdndig mit dem Substrat bedeckt sein. Nach der Inkubation wurde
das Substrat verworfen urle Membran in eine Plastikfolie eingelegt, sodass Austrocknen
verhindert wurde. In einem abgedunkelten Raum mit einer Dunkelre@ioblie wurde der
lichtsensitive Hyperfill™ auf die Membran aufgelegt und in einer HypercasSéttekubiert.

Die Dauer @r Exposition kann je nach Signalstarke individuell angepasst werden (von 10 s bis
30 min). Der Film wurde im Anschluss in Entwickler so lange eingelegt, bis sich ein

gewilnschtes Resultat zeigte. Die Reaktion wurde durch eine kurze Inkubation in 3% (v/v)
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Essigsaure gestoppt und anschlielend bis zu 3 min in der Fikineng inkubiert. Der Film

wurde dann in Leitungswasser gewaschen, getrocknet und bis zur Auswertung gelagert.

3.4.10 Native PAGE

Puffer und Reagenzien

Natives Gel Mini-PROTEAN TGX Precast Gel#5%; BioRad

Ladepuffer 62,6 mM Tris HCI (pH 7,1), 40% Glycerin; Spatelspit
Bromphenolblau

Laufpuffer 10x 0,25 M Tris base, 1,9 M Glycine (pH 8,3)

Laufpuffer 1x 90% (v/v) Aqua bidest., 10% (v/v) Laufpuffer 10x

Proteinpuffer 50 mM HEPES (pH 7,0)300 mM NaCl, 10% Glycerin

geldst in Aqua bidest.

Da es sich bei deMative PAGEum eine Methode handelt, Proteine nicht denaturiert auf ein

Gel aufzutragen, also im nativen Zustand, wurden alle Arbeiten soweit mdglich auf Eis oder im
Kihlraum bei ca. 6 °C durchgefuhrt. Da die Proteine eine unterschiedliche Ladung besitzen,
kann in de Native PAGEnicht mehr nach Molekulargewicht der Proteine differenziert werden.

Die Proteinlésungen wurden je nach gewlnschter Konzentration zuvor mit einem Proteinpuffer
verdiinnt und mit dem Ladepuffer gemischt. Der Laufufvurde ohne SDS hergestellt.
Nachdem das Gel mit den Proteinldsungen beladen wurde, wurde dieses 1 h lang bei niedriger
Stromstarke (20 mA) laufen gelassen, bis das BPB des Puffers aus dem Gel herausgelaufen ist.
Im Anschluss konnte das Gel z.B. fir Q@uassieFarbungen, Western Blotsoder

ChloronaphthcelAssaysrerwendet werden.

3.4.10.1Test auf Peroxidaseaktivitat durch Chloronaphthol

Mit Hilfe des Substrates Chloronaphthol -dqdloro-1-naphthol, 4CN) wurde auf
Peroxidaseaktivitat von BIC1 getestet. Dabei wurde eigefi™ ChloronaphthelLdsung von
Thermo Scientifioverwendet. Chloronaphthol reagiert spezifisch irotseradish peroxidase
zu einem visuellen, sichtbaren, blaulichen Prazigitaung, 1989farkaet al, 2016) Dabei
katalysiert HRP zusammen mit dem Oxidationsmittel Wasserstoffpereki 4u benzed-

chlorocyclohexadieonedpb. 13. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob auch BIC1
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Chloronaphthol als Substrat in Anwesenheit vosfOHverwenden kann, sodass auf eine
Peroxidaseaktivitdt geschlossen werden kénnte. Die zuvor angdsatate PAGE und das
anschlieBende Gel wurde fir 1 h in der ChloronapHtiieung bei 6°C inkubiert.
AnschlieBend wurde mit denGelDocSystemvon Bio-Rad eine Fotografie des Gels

aufgenommen.

OH O

- C

Cl H,O, H,O Cl

Abb. 13 Vereinfachte Darstellung des Wirkungsmechanismus vonHorseradish peroxidasemit
Chloronaphthol. Gezeigt ist die katalytische Konversion voiCAl zu Benzed-chlorocyclohexadienone durch
HRP und dem Oxidationsmittel Wasserstoffperdfbdifiziert nach Farkat al, 2016)

3.5 PflanzenAssays

Reagenzien und Geréate

Bestrahlungs FloraLED CLF, Plant Climatics Germany; programmierba
Kammern Modell V7 und Modell 201 V7

Anzuchtschrank CLF Plant Climatics Germany; Modell PGG1O

% MS-Medium 2,15 g¢g/L MurashigeSkoogSalzmischung, 0,5 g/L MEROH

(pH 5,7), 9 g/L PhyteAgar, steril
Sterilisationslésung 5% NaOCI, 0,05% Tween
Pikiererde Ohne Zusatz von Dunger

Zur Analysierung und Auswertung der Phanotypen der BiGg- und BICE "ox-
Pflanzenlinien, wurden mehrerAssayslurchgefuihrt. Diese sollten einem besseren Verstandnis

der Wechselwirkungen zwischen BIC1 und Cryptochromen dienen.

63



3.5.1 Bestrahlung und Hypokotyllangenbestimmung

Zu untersuchend@. thalianaLinien wurden (nach 3.1.2) auf Y2 M@edium ausgesat und
stratifiziert. Nach der Keiminduktion fir 4 h in der Anzuchtkammer und anschliel3ender
Keimung fir 20 h in Dunkelheit bei RT wurden die Keimlinge in die entsprechenden

Lichtbedingungen uberfuhrt.

Hierbei wurden mit LEDs fur Blaulicht 474 nm 10 pmotanfir Rotlicht 658 nm 10 pmol/fs

und fiir Dunkelrotlicht 741 nm 10 umolfseingestellt. In den Bestrahlungskammern herrschte
RT. Die Bestrahlungsdauer fur die Messung von Hypokotyllangen betrug 4 d. Nach der
Bestrahlung wurden die Keimlinge auf schwarze Pappe ausgelegt und von oben abfotografiert.
Hierbei muss der Abstand von akera zu Keimlingen immer gleichbleiben. Die
Hypokotyllangen wurden in der SoftwadreageJausgewertet.

Fur die Bestrahlung voery1 und cry1-4°’F Pflanzen wurde 10 pmol/fa Blaulicht verwendet.

Die Stratifikation erfolgte fur 1 Tag.

3.5.2 Bluhzeitbestimmung

Nach Aussaat auf Erde (nach 3.1.2) wurden die Pflanzen in grof3e Aigaluiinke Uberfuhrt.

Dort wurden die Pflanzen unter Langtagbedingungen (16 h tagstber mit 22 °C und 50%
Luftfeuchtigkeit, 115120 pmol/ns, 8 h nachts mit 18 °C und 50% Luftfeuchtigkeit)
angezogen. Die Bluhzeitpunkte wurden notiert, wenn die Pflanzen bereits eine erste leicht

gedffnete Blute hatten.

Cantiles wurden 9 Wochen nach Keimung fotografiert.

3.5.3 ShadeAvoidanceTypisierung

Nach Aussaat auf Erde (nach 3.1.2) wurden die Pflanzen in grof3e AiBalotinke tUberfuhrt.

Dort wurden die Pflanzen 3 Wochen unter Langtagbedingungen (16 h tagstber mit 22 °C und
50% Luftfeuchtigkeit, 11820 pmol/nts, 8 h nachts mit 18 °C und 50% Luftfeuchtigkeit)
angezogen. Die Pflanzenrosetten wurden nach 3 Wochen mit einer Plastikpetrischale

plattgedrickt und eine Fotografie wurde von oben aufgenommen. EeatlMinze diente
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dabei als Referenz und wurde mitfotografiert. Der Rosédgichmesser, sowie auch die Blatt

Oberflache wurde ermittelt, indem die Fotografien in die SoftiasgeJeingefiigt wurden.

3.6 Spektroskopische Methoden

Die spektroskopische Charakterisierung der aufgereinigten-BiZianten wurde mit Hilfe

von UVNIS- und Fluoreszenzspektroskopie durchgefuhrt.

3.6.1 UV/VIS-Spektroskopie

Mit der Methode der UV/\&-Spektroskopie wurde untersucht, ob BIC1 und BMlitanten

eine Affinitat zu Ham und Hamnaloga besitzen, erkennbar durch eine Anderung des

Absorptionsspektrums.
Reagenzien und Geréate
Fotometer Zweistrahlphotometer UAL800; Shimadzu, Japan
Quarzglaskivette Ultra-Mikro-Kivette 105.2580S SD, Quarzglas Suprasil, Hellma
Proteinpuffer 50 mM HEPES (pH 7,0), 300 mM NaCl, 138tycerin, geldst in Aquz
bidest.

Hamin Losung 1 mM Hamin in DMSO; Arbeitskonzentration 10 uM

Pd-mP Losung 1/10 PBSLo6sung, 0,05% Silwet 177 (Momentive Performanc

250mL Materials GmbH), 10 uM Pd (lI) MesoporphyriX zuvor in 1 mL
DMSO gel6st (Frontier Scientific), kihl und dunkel lager
Arbeitskonzentration 10 uM

Bei der UV/VISSpektroskopie wird die Absorption einer Substanz im ultravioletten und
sichtbaren Spektrum gemessen. Das verwendete Zweistrahlfotometer misst die Absorption der
zu untersuchenden Probe gegen eine Referenzkivette. Dadurch werden nur die Unterschiede
zwischean beiden Lésungen ermittelt. Die Energie der Photonen ist dabei von ihrer Wellenlange
abhangig (EinstewBohr-Gleichung). Flur die Messung der Absorption wurden10g/uL

Protein in Proteinpuffer in eine Quarzkivette gefillt und gegen Proteinpuffer in der
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Referenzkivette gemessen. Im Anschluss wurded M der zu untersuchenden Substanz zu

der Proteinlésung hinzugegeben und erneut gemessen.

3.6.2 FluoreszenzSpektroskopie

Bei der Fluoreszen3pektroskopie wird die Emission einer Substanz gemessen, nachdem diese
elektromagnetische Strahlung spezifischer Wellenlange absorbiert hat. Dabei gilt, dass die
emittierte Wellenlange weniger Energie aufweist, als die absorbiertenléeliee (Stokessche

Gesetz).

Substanzen absorbieren anhand ihrer strukturellen Charakteristika spezifische
elektromagnetische Strahlung, sodass Elektronen angeregt werden wund in einen
hoherenergetischen Zustand gelangen. Bei der Rickkehr zu ihrem Ursprungszustand geben sie
Energie in Form von messbarer Fluoreszenz ab. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die

Fluoreszenz von Porphyrinen und von Resorufin gemessen.

Reagenzien und Gerate

Fluoreszenz RF5301PC, Shimadzu

spektrometer

Quarzglaskivette Ultra-Mikro-Kuvette 105.25@S SD, Quarzglas Suprasil, Hellma

Proteinpuffer 50 mM HEPES (pH 7,0800 mM NaCl, 10% Glycerin, gel6st in Aqt
bidest.

3.6.2.1 Ham Quantifizierung

Mit Hilfe einer stark sauren Oxalsadure kann das Elsaenaus einem Porphyrinring
herausgekocht werden. Das resultierende Protoporphyrin kann mittels Fluoreszenz
Spektroskopie detektiert und quantifiziert werden, sodass Ruckschlisse auf vorhandenes Ham
in den Proteinlésungen getroffen werden kdnnen (Methodik modifiziert Saotiair et

al., 1999)
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Reagenzien

Oxalsaure 2 M in Aqua bidest., gesattigte Saure, Uberstand verwen
Hamin Losung 0,435 uM in DMSO, aus Schwein, Sigma
Proteinpuffer 50 mM HEPES (pH 7), 300 mM NacCl, 10% Glycerin, gel

in Aqua bidest.

Zu 5 UM der Proteinlésungen wurden 2 M Oxalsaure gegeben (Endkonzentration 98% (v/v);
490 pL Oxalsaure von 500 pL Gesamtvolumen) und diese wurden jeweils bei 95 °C fir 20 min
auf einem Heizblock gekocht. Gleichbehandelte Proben wurden als Kontrolle vor der
Fluoreszenz Messung nicht gekocht, sodass man fur die Auswertung jeweils eine Probe mit
Ham und eine Probe mit Protoporphyrin misst. Ebenfalls wurden Proben unterschiedlicher
Konzentrationen mit einer Hamin Losung hergestellt, sodass spater eine Eiehgestadit
werden konnte. Beachtet werden musste, dassAdsaynur von 1 nM bis M Ham
Konzentration pro Ansatz linear ist. Die Emission des Protoporphyrinrings wurde bei einer
Anregungswellenlange von 406 nm bei 653 nm gemessen. AnregunmtEmissionsmaxima
wurden vorher im Fluoreszenzspektrometer bestimmt. Saektrometer wurde mit sehr
schneller Scaiieschwindigkeit, einer hohen Sensitivitat und einer Schlitzbreite sowohl bei der
Emission, als auch der Anregung von 20 nm verwendet. Die gemedsSenssionen der
erhitzten Proben werden mit denen der nicht erhitzten subtrahiert und dann gegen die Ham
Eichgerade getesteAlfb. 14).
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Abb. 14: Eichgerade mittels linearer Regression von Losungen unterschiedlicher Hamin Konzentration.
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3.6.2.2 PeroxidaseAssaymittels Amplex Red

Mit Hilfe des ReagenAmplex Red10-acety}3,7-dihydroxyphenoxazine) kann in einem Ein
Schritt Assaydie Peroxidaseaktivitéat von Proteinen bestimmt werden. In der Gegenwart von
Peroxidasen reagieftmplex Rednit Wasserstoffperoxid in einem 1:1 Verhéltnis und oxidiert

zu dem Produkt Resorufin, dessen spezifische Emission gemessen wurde (modifiziert nach dem
Protokol | v oAmplexRed HydragenderoxideuAssayikitbb. 15. Wahrend

der Reaktion oxidiert HRP dabéimplex Redzu Resorufin und HRP selbst empfangt
Elektronen, soass die Reaktion wiederholt werden kdWanget al, 20174).

SOy R Oy
+ r‘ > N/

Resorufin

o Rl
N Compound Il N

‘ Amplex Red

Compound | HRP resting state

Abb. 15 Reaktionsmechanismus vormHorseradish peroxidaséHRP) mit Amplex RedHRP kann mithilfe des
Oxidationsmittels KO, spezifische Substrate oxidierelAmplex Redwird in diesem Fall zu dem
Fluoreszenzfarbstoff Resorufin oxidiert (Anregung bei 530 nm und Emission b&3870m). Fir den Test auf
Peroxidaseaktivitat kann die HRP durch das zu testende Protein ausgetauscht werden. Zur Ubersichtlichkeit wird
nur das ktive Zentrum der HRP gezeigt. Substratspezifitdit muss beachtet w@idelifiziert nach Wanget

al., 2017).

Durch Oxidation von HRP und Abgabe zweier Elektronen durch Wasserstoffperoxid &ndert
sich der Redoxzustand des Eisenatoms und l&sst gleichzeitig Wasser aus Wasserstoffperoxid
entstehen. Das entstandene Radikal gewinnt ein Elektron vom Substréin{piex RejJ um
in den Zustand vonCompound2 zu gelangen. Dieser Zustand gelangt zurlick zum
Ausgangspunkt, indem es ein weiteres Elektron von einem andenpiex RedMolekul
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gewinnt. Die genaue Reaktion demplex Re&emiquinon Radikals hinzu Resorufin ist noch
nicht abschlielend geklart. Eine Hypothese ist eine bimolekulare Disproportionierung, die zu
einer Deacetylierung fuihrt, sodass letztendlich ein Resorufin und ein Amplex Red Molekdl

gebildet werden.

Reagenzien

Amplex Red 10 mM 10Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine in DMSC
Cayman chemicals

Horseradish peroxidase 10 mU/mL in PBS 1x, Grade | AppliChem

PBS 1x 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM N&PQs, 1,8 mM
KH2POy

H202 20 mM in Aqua bidest., vor Gebrauch frisch ansetzen

Arbeitslosung 89% (v/v) PBS 1x, 2nM H202, 0,1 mMAmplex Red

Die zu messenden Proteine wurden in einem 1:1 Verhaltnis mit der Arbeitslosunguirzi00

einer ProteirEndkonzentration von 5 pM vermischt. Diese wurden dann 30 min im Dunkeln
auf RT inkubiert und im Fluorimeter gemessen. Das Fluorimeter wurde mitllecHdean
Geschwindigkeit, einer geringen Sensitivitdt und einer Schlitzbreite bei der Emission von
10nm und bei der Anregung von 5 nm verwendet. Die Anregung erfolgte spezifisch flr
Resorufin bei 530 nm und ein Emissionsmaxima zwischeri &0 nm (Messujp am
Fluoreszenzspektrometer). Als Positivkontrolle wurdem®ml HRP in 1XPBS gemessen und

als Negativkontrolle eine Probe ohne HRP. Die Negativkontrolle wurde von den gemessenen

Werten der Proteinlésungen subtrahiert.

3.6.3 Massenspektrometrie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proteine mittels Massenspektirometrie am Fachbereich
Chemie (Universitat Marburg) verifiziert. Hierfir wurden bspw. Proteinbanden aus einer mit
Coomassigyefarbten SDSAGE  herausgeschnitten oder  Proteinldsungen nach

Immunprazpitation analysiert (qualitative Protein Identifizierung).
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3.7 RNA-Sequenzierung

Pflanzeninien und Gerate
A. thalianaLinien ~WT (Col-0), cryl/cry2(Col),
BIC1WTox_1 (Cot0), BIC1"Tox_2 (Cot0),
BIC1WTox_3 ryl/cry2 Col), BIC™"Tox_4 cryl/cry2 Col)
Bestrahlungs FloraLED CLF, Plant Climatics Germany; Modell 201 V7

Kammern

Die RNAs von unterschiedliche\. thaliana Linien, angezogen unter verschiedenen
Lichtbedingungen wurden sequenziert und analysiert. Hierbei wurden die ausgewerteten Daten
von Kontrollen (WT undtryl/cry2DoppetKnockoutMutante), mit zwei BICYTox-Linien im
Col-O-Hintergrund und zwei BICATox-Linien im cryl/cry2Hintergrund(Col) miteinander
verglichen. Teile dieser Arbeit wurde von Kooperationspartnern durchgefiihrt. Die
Sequenzierung der RNRroben erfolgte imCologne Center for GenomicgKaoln,
Deutschland). Die Auswertung der Sequenziertbiggbnisse erfolgte in Zusammenarbeit mit

der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Anke Becker und mit Paul Klemm zugehorig der

Arbeitsgruppe Lechner; Institut fir Pharmazeutische Chemie, Phllpp&rsitat Marburg.

3.7.1 Proben Aufzucht

Puffer und Reagenzien
MS Medium 4,3 g/L MS (Duchefa), 3% Saccharose, 0,05% MES, 8 g/L Phyto
gel6st in Aqua bidest., pH 5,7

Die zu untersuchendéx thalianaLinien wurden Oberflachesterilisiert (nach 3.1.2), auf MS
Medium ausgesat und fur 3 d im Kihlraum bes 4C im Dunkeln stratifiziert. Nach der
Keiminduktion fir 4 h in der Anzuchtkammer mit Weil3licht wurden die Keimlinge fur 5 d im
Dunkeln bei ca. 22C aufgezogen. Im Anschluss wurde ein Teil der Keimlinge fir 2 h in
BlaulichtBedingungen uberfuhrt. Genutzt wurden hierfir mit Blaulicht LEDs @4

20 umol/n?s) ausgestattete Bestrahlud¢mmmern. Die restlichen Keimlinge verblieben fir
diese 2 him Dukeln. In den Bestrahlungsammern herrschten ca. 22 °C. Nach der Inkubation

wurden die Keimlinge unter Grinlicht geerntet und in flissigem Stickstoff weggefroren. Dabei
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wurden die Keimlingeca. 66120 mg Keimlinge pro Probenit einer Schere abgeschnitten,
sodass kein Agar in die Proben transferiert wurde. Die Wurzeln der Keimlinge wurden nicht
mitgeerntet. Es wurden vier Wiederholungen durchgefiihrt, wovon drei fur die- RNA

Sequenzierung genutzt wurden. Gelagert wurden digeRrbei80 °C.

3.7.2 RNA-Aufreinigung

Reagenzien und Geréate
Zellmuhle MM200, Retsch
Aufreinigungs-Kit  RNeasy Plant Mini Ki{ID: 74904), QIAGEN;
RNaseFree DNase S€tD: 79254), QIAGEN
Photometer NanoDrop ND 1000, Thermo Scientific

Ca. 100 mg proProbe wurden zwischen den Arbeiten in fliissigem de¢lagert und
heruntergekihlt. Zu dem Pflanzenmaterial wurden 2 Stahlkugeln in einem Aufschlussgefaf}
hinzugegeben, in eine Zellmihle eingespannt und 3x fur 30 s bei 30 Hz aufgeschlossen. Die
RNA-Isolation erfolgte mit demRNeasy Plant Mini Kit(ID: 74904) von QIAGEN.
Anpassungen des Protokolls des Herstellers waren die Zugabe von 450 pL des Puffers RLT
und die Zentrifugation in den QlAshredédgéulen fir 2 min bei 21380 g. Im Anschluss erfolgte

der DNA-Verdau auf der Séaule mit defRNaseFree DNase SqiiD: 79254) von QIAGEN.

Nach Zugabe von 350 pL RW1 Puffer und 1 min Zentrifugation bei 8000 g erfolgte der Verdau
durch Zugabe von 130 pL DNase und 910 pL RBOffer pro Probe fir 15 min bei RT. Die
Beendigung des Verdaus erfolgte durch Zugabe von 35B\WI Puffer und Zentrifugation

bei 1 min und 8000 g. Die Proben wurden zweimal auf der Séaule mit 500 utPRiRE
gewaschen und erst fir 1 min und dann fur 2 min bei jeweils 8000 g zentrifugiert. Zum Schluss
wurde die trockene Saule fir 1 min bei 21380 g zentrifugiert, um die letzten {Refée zu
entfernen. Die trockene, mit RNgebundene Saule wurde in ein RNase freies Reaktionsgefal}
von Invitrogen fion stick Gberfihrt. Eluiert wurde 2x mit 30 pL RNase freiem Wasser fur

1 min bei 8000 g, sodass jede Probe in 60 uL Eluat vorlag. Die Konzentration der RNA wurde

mit einem Photometer bestimmt.
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3.7.3 RNA-Qualitats Check

Reagenzien und Geréate

System Agilent Fragment Analyser 5200
Kit Agilent DNF471 RNA Ki¢15 nt)

Der RNA-Qualitats Check erfolgte in der AG Becker (Philigpsiversitadt Marburg). Die
Qualitat der RNA und deren Grad der Fragmentierung wurde UbeR&lAequality numlre

(RQN) von 110 bestimmt (1 steht hierbei fir schlecht und degradiert; 10 flr gut und intakt).
Diese Zahl gibt das Verhaltnis der ribosomalen 28S und 18S Einheiten an und zeigt somit die
Integritat der RNAProben. Fur eine RN&Sequenzierung war ein RQNw@ erforderlich, fur

alle Proben wurde im Durchschnitt ein Wert von 9,5 erreicht. Wierpriifung erfolgte an
einem Agilent Fragment Analyser Uber das Kigilent DNF471 RNA Kit(15 nt). Die
Auswertung erfolgte mit der SoftwaRROSize 3.0

Die Proben wurden an d&ologne Center for Genomiwgerschickt und dort sequenziert. Die
Proben wurden im Durchlauf A0O06200277 und A006200283 bearbeitet.

3.7.4 Bioinformatische Auswertung

Die bioinformatische Auswertung erfolgte im Rahmen einer Kooperation mit Paul Klemm (AG
Lechner, Institut fir Pharmazeutische Chemie, Phiigpwersitat Marburg). Als Referenz
Genom wurden die sequenzierten Proben der drei biologischen Replikate gegen da
ArabidopsisGenome TAIR10.1 gemappt. Gene, die eine groRere Differenzfathan der
relativen mRNAMenge zeigtenfgld change FC>2), wurden als differentiell hocloder
respektive heruntareguliert betrachtet (FC<2). Die Auswertung erfolgte UberRtogramme
fastq, multigc, samtools, bowtie2, featureCowms DESeq?2

3.8 Konfokale Laserscan Mikroskopie

Fir Proteinlokalisationsstudien, der Untersuchungplastobodiesdem Bindungsissayvon
BIC1 mit PdmP, sowie zur Analyse von Uberexpression von BGFP wurden ausgewahlte
Konstrukte transient irN. benthamianaexprimiert und mit einem konfokalen Laserscan

Mikroskop (KLSM) untersucht. Dabei wurden die infiltrierten Epiderétlen von
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N. benthamianaetrachtet. Die Blattproben wurden alle von Pflanzen entnommen, welche in
der Anzuchtkammer im Langtag gewachsen sind. Die vektortragéndemefacienZellen
wurden nach oben beschriebenem Protokoll transformiert, angezogen und inokuliert. Mit dem
KLSM lassen sich Praparate mit Lasern spezifischer Wellenlangen untersuchen. Die verbauten
Laser wie z.B. ein Argohaser emittiert mehrere Wellenlangen (z488, 488 und 514 nm).

Die Intensitat der einzelnen Laser bzw. Wellenlangen wird AibmisteOptical Tunable Filter
(AOTF) reguliert und in Prozent angegeben. Dabei ist es meist nicht moglich, die genaue
Intensitéat der eingestrahlten Laser zu ermitteln. Durch die Bestrahlung wurden meist
fluoreszierende Proteine angeregt und deren Emissionen gemessen. Die Detelgjphierf

tber Photomultiplier die letztendlich ein digitales Signal ausgeben. Die Vorteile gegentber
konventionellen Lichtmikroskopen besteht darin, dass nur ein bestimmter Bereich im Praparat
beleuchtet und fokussiert wird.aburch hat man eine deutlichere Verbesserung hinsichtlich

Auflésung, Tiefenschérfe und Detailvielfé§flaxtonet al, 2006)

3.8.1 GFP/RFP Lokalisierung

Fur Lokalisationsstudien von BIC1, cryl und cry2 wurden diese mit GFP als Fusionsprotein
transient in N. benthamianaexprimiert (Leffel et al, 1997) C-Terminal fusionierte
Cryptochrome in dem Konstrukt pUGT1 wurden AntumefacienStamm GV3101 pMP90
exprimiert. Ebenso wurden die Fusionsproteine BIC mit GFP entwederr@inal (pUBGC

GFP V049) oder Nrerminal (pUBNGFP V055) verwendet. Als Kontrollstamm wurde
mCherryNLS in GV3101 pMP90 eexprimiert. Das RFP, mit einer Kernlokaligatssequenz

ist hierbei gro3tenteils im Zellkern lokalisiert und dient daher als Nachweis des Zellkerns als
Lokalisationsort. Die Aufnahmen erfolgten am KLSM (Leica SP2)e [hokulierten
Blattproben wurden direkt von Pflanzen aus der Anzuchtkammer bei Tag entnommen, auf
einem Objekttrager prapariert und direkt unter dem KLSM untersucht. Die Anregung von GFP
erfolgte bei 488 nm und von RFP bei 543 nm. Alle Aufnahmen wurg@étersin der
Analysesoftware von Leica Las X bearbeitet. Um dunkle Bilder aufzuhellervioaedsersa
wurde hierf ¢r AutoacaRd ou rakmtm an ev &r wendet, soda:

Ergebnis erzielte.
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Die GrolRe de®inholes sowie dieFrame und Line-Averagesunterschieden sich, ansonsten

wurden die gleichen Bedingungen fiir die Lokalisationsstudien von cryl und cry2 verwendet:

Pinholecryl1: 123 um/F/L 2/8;
Pinholecry2: 132,3 umF/L 2/4;

400 Hz ScanGeschwindigkeit; Format 1024x1024; Argon Lab#ensitat: 1630%;

spezifische Laserintensitat in Prozent angegeben

Anregung bei 488 nm: 90,35% Emission: 50%15 nm
Anregung bei 543 nm: 100% Emission: 608625 nm

Die GroRe de®inholesunterschieden sich, ansonsten wurden die gleichen Bedingungen fir

die Lokalisationsstudien von BIC1 verwendet:

PinholeBIC1-GFP: 76,4 um
PinholeGFRBIC1: 95um

F/L 1/1; 400 Hz Scaieschwindigkeit; Format 1024x1024

Anregung bei 488nm: 90,35% Emission: 508615 nm
Anregung bei 543nm: 90,35% Emission: 608625 nm

3.8.2 Pd-mP Assay

Im folgenden Assay wurde untersucht, ob GHBRIC1 mit dem Farbstoff Palladium
mesoporphyrin cdokalisiert. Durch diese Ghokalisation kann auf eine Bindung von GFP
BIC1 mit dem Farbstoff und somit auf eine generelle Affinitat zu Porphyrinen geschlossen
werden. Das Ansetzamd die Inokulation mit PanP erfolgte generell nach einem etabliertem
Protokoll (Vanheeet al, 2011) Die inokulierten Blattproben wurden direkt von Pflanzen aus
der Anzuchtkammer bei Tag entnommen, auf einem Objekttrager prapariert und direkt unter
einem KLSM (Leica SP5) untersucht.
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Reagenzien

PBS 1x 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM N&PQs, 1,8 mM
KH2POy

Pd-mP Lésung 250 mL 1/10 PBSLOsung, 0,05% Silwet 177 (Momentive
Performance Materials GmbH), 10 pupM Pd (Il)
MesoporphyrinX zuvor in 1 mL DMSO gel6st (Frontie

Scientific), kiihl und dunkel lagern

Hierfir wurde GFPBIC1 (pUBN-GFP V055) transient ifN. benthamianaxprimiert. 24 h
bevor die KLSMAufnahmen gemacht wurden, wurde die -iIRB Lo6sung in die
Epidermiszellen der bereits mit Agrobakterien inokulierten Blatter gespritzt. Als
Negativkontrolle wurde zusatzliany1l-GFP (pUGT1) transient iN. benthamian&xprimiert

und mit der PemP Ldsung beprobt.

Die Anregung von GFP erfolgte bei 488 nm und vomiRIbei 405 nm. Fir die Auswertung
der Aufnahmen wurde die Fluoreszesizirke aller Bilder auf die PahP und GFFFluoreszenz
von den GFPBIC1 Aufnahmen normalisiert. So kommt der visuelle Unterschiedliemam

Channel der PahP Detektion besser zur Geltung.

Die Frame undLine-Averagesinterschieden sich bei manchen Proben, ansonsten wurden die

gleichen Bedingungen flr den Bindurfyssaywon GFRBIC1 verwendet.

F/L bei 4/4 bei GFRBIC1 und WTProben.
F/L bei 2/2 beicryl-GFP.

Ansonsten wurden folgende Bedingungen fir alle Proben verwendet:

Pinhole 263,1 um; 400 Hz ScaBGeschwindigkeit; Format 1024x1024

Argon Lasetintensitat 30%; spezifische Laserintensitat in Prozent angegeben

Anregung bei 405 nm: 50% Emission: 428470 nm
Anregung bei 488 nm: 50% Emission: 506650 nm
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3.8.3 Entstehung von photobodies

Im Folgenden experimentellen Ansatz wurde versucht, sogenatmotigbodieson cry:GFP

zu erzeugen. Hierzu wurden verschiedene Intensitaten und Wellenlangen derLlas8&M
verwendet. Die inokulierten Blattproben mit pUG@iy1 wurden direkt von Pflanzen aus der
Anzuchtkammer bei Tag enthommen, auf einem Objekttrager praparcedirekt unter dem

KLSM untersucht. Bei langerer Bestrahlungsdauer der Proben wurden die Objekttrager unter
dem KLSM im Strahlengang der Laser belassen. Die Software wurde au&seimltet,

sodass die Laser dauerhaft auf die Probe strahlten. Neben Intensitat und Wellenlange spielt hier
noch die ScaiGeschwindigkeit eine wichtige Rolle. Diese bestimmt, wie haufig die Photonen
auf die Probe treffen. Alle Aufnahmen wurden spétetenAnalysesoftware von Leica Las X
bearbeitet. Um dunkle Bilder heller zu machen uicé versavurde hierfur im Programm die
AAutoscaled Funktion verwendet, sodass ma n das
Anregung von GFP erfolgte bei 488 nm. Allawendungen dgrhotobodiebetreffend wurden

am TCS SPELSM durchgefuhrt.

Fir das Finden der passenden Einstellungen zur InduktiogphdésbodyEntstehung wurden
dieselben Grundeinstellungen beibeha(t&bb. Anhang 4):

Pinhole 100 pum; ScarGeschwindigkeit 400 HZ/L 3/3; Format 1024x1024

Argon Lasetintensitat 20%; spezifische Laserintensitat in Proaegegeben
Anregung bei 488 nm: 80% Emission: 506650 nm

Die Bestrahlung mit spezifischen Wellenlangen fir die Induktionplariobodie®rfolgte fur
5 min bei unbekannter Intensitat. Hierfir wurden die Proben mit 633, 458, 405 und 488 nm
bestrahlt.

Nach Vorversuchen und dem Versuch, die optimalen Bedingungen zur Induktion ven cryl
GFPphotobodiezu finden, wurden spezifische Bedingungen gefunden und fur nachfolgende
photobodyAssaysverwendet. Aulerdem wurden mit selbigen Bedingungen getestet, ob die
Orientierung des GFFusionsproteins (Noder GTerminal) einen Einfluss auf die Entstehung
derphotobodiedat. Hierfur wurden die Konstrukte pUGTityl und pUGTZryl transient in

N. benthamian&xprimiert. Um den Einfluss von BIC1 auf crphotobodieszu untersuchen,
wurden BICY'™- und BICECA-RFP Konstrukte (pUBE@RFRDest) zusammen mit cryGFP
(pUGT1) ceexprimiert. GFP ohne Fusionsprotein (pUHENFP) wurde ebenfalls getestet, um

maogliche GFFEInflisse ausschliel3en zu kénnen. Die Anregung von GFP erfolgte bei 488 nm
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und von RFP bei 561 nm. Bei der Durchfilhrung wurde genauso verfahren, wie bei den

Vorversuchen.

Die folgenden Bedingungen wurden ausgewahlt, da sich bei diesen vermehrt die Entstehung
von cry:GFP photobodiesbeobachten lieRen. Die Bestrahlung mit folgenden kombinierten

Wellenlangen erfolgte bis zu 15 Minuten:

Pinhole 65um;F/L 3/3; ScarGeschwindigkeit 400 Hz; Format 1024x1024
Bestrahlung bei Argon Laser Power von 20%, spezifische Laserintensitat in Prozent angegeben

405 nm: 10%

458 nm: 80% (bei pUBN-GFP nur 79%)
488 nm: 80%

633 nm: 80%

Emission von GFP 50850 nm

Fur Aufnahme, bei denen das BHREP in ceexprimierten Proben zusatzlich gemessen wurde,
wurde fur die Emissionen von RFP zuséatzlich der Laser 56damngeschaltet. Jedoch nur
wahrend der Bild Aufnahme, nicht wahrend der Vorbestrahlung.

Anregung bei 561 nm: 80%
Emission von RFP: 58600 nm

3.9 Statistische Analysen

Fur die Uberprifung, ob zwei unabhangige Datenreihen einen signifikanten Unterschied
aufweisen, wurde defTiest verwendet. Zuvor wurde mit einem Zv@&ichprober-Test die
Varianz ermittelt, sodass entweder eifest fir gleiche oder ungleiche Varianzaneier
Stichproben angewendet wurde. Bei mehref&pedt fiir einen Versuch wurde anschliel3end
eine BonferroniKorrektur durchgefihrt, mit deren Hilfe die Alpaimulierung neutralisiert
wurde. Alle Berechnungen wurden mit dem Programm Excel (MicrosoiteOffrofessional

Plus 2019) durchgefuhrt.

Der Zweistichprobent-Test priift anhand des Mittelwertes zweier Gruppen, ob sich diese
signifikant voneinander unterscheiden. Oft wird mit dem Test Uberprift, ob die zu
untersuchenden Daten der zuvor aufgestellten Nullhypothese entsprechenTd3érist
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gegenuber Verletzungen der Normalverteilung der Daten relativ robust, daher wurde

angenommen, dass alle gepruften Daten normalverteil{Resthund Guiard, 2004)

Zuvor wurde Uber einen Zwd&tichprober-Test Uberpriuft, ob die Varianzen (v) zweier
Datensatze gleich sind oder sich unterschei@®idel, 1971) Dabei wurde fur Alpha ein
Signifikanzniveau von 0,05 ausgewahlt. Durch einen Vergleich der Varianz Verhéaltnisse
errechnet man, ob die Varianzen gleich (Verhéltnis von 1 (F)) oder unterschiedlich sind und

vergleicht diese mit dem zuvor angenommenen Algaw
F=v/v,

Anschlielend wurde entweder ein Zweiseitig@est mit Annahme gleicher Varianz
(homoskedastisch) oder ungleicher Varianz (heteroskedastisch) durchgefiihrt. Alle Tests

wurden mit Annahme einer zweiteiligen Verteilung durchgef(Bitdent, 1908)

Nach der Berechnung de3éstes wurden alle ermittelten Signifikanzniveaus nach Bonferroni
korrigiert (Dunn, 1961;Bland und Altman, 1995) Die Korrektur ist wichtig, um den
akkumulierenden Alphafehler durch mehrereTests innerhalb eines Versuchs zu
neutralisieren. Bei einem angesetzten Signif
durchgefuhrter -Tests ein adjustiertes Signifikaniveau fir jedes Experiment berechnet

werden:

_ a
ad]” anzahlderTests

Letztendlich wurde so Uber jede zuvor aufgestellte Nullhypothese geurteilt, ob diese
beibehalten oder verworfen wurde, sodass eine Alternativhypothese angenommen werden
musste. Anderes gesagt wurde so ermittelt, ob ein Unterschied zweier Datenreihiausignif

ist oder nicht. Dig-Tests wurden immer von der zu untersuchenden Gruppe im Vergleich zum

WT als Kontrolle verglichen.

Fir das Berechnen von Mittelwert und Standardabweichungen wurde das Programm Excel
verwendet. Bei der Auswertung der H&oantifizierung und deAmplex Red Assaysurde
mit der Formel =STABWN, bei der Quantifizierung der 3xBAC1 Menge inA. thaliana

Keimlingen mit der Formel =STABW gerechnet.
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4 Zielsetzung

Die Photoaktivierung von pflanzlichen Cryptochromen ist bereits in Teilen verstanden und
beinhaltet initial die  Photoreduktion des  FlaWofaktors, gefolgt von
Konformationsanderungen, Oligomerisierung, Phosphorylierungen und Interaktion mit
identifizierten Signaltransduktionskomponent@ang und Lin, 202(). Es war lange Zeit

unklar, ob es neben der Dunkelreversion des Flavins hin zu FADox weitere Mechanismen gibt,
die die Menge an signalaktivem Cryptochromen regulieren und in den ehadgtierten
Zustand versetzen. Dies wirde es der Pflanze ermoéglicldnas Starklichtbedingungen
besser anzupassen bzw. schneller zwischen Licht und Dunkelzustand zu unterscheiden. Die im
Jahr 2016 entdeckten BICs zeigten, dass es solch einen von der Dunkelreversion unabh&angigen
Inaktivierungsmechanismus der Cryptochrombt gWang et al, 2016) ProteirProtein
InteraktionsstudierfWang et al, 2016)und die Aufklarung der cryBIC2 Proteinstruktur
zeigten, dass BIC2 direkt an cry2 bin¢ia et al., 202D).

Im Rahmen dieser Arbeit werded. thaliana Pflanzenlinien generiert, die BIC1
Uberexprimieren. Diese Linien sollten dazu dienen, herauszufinden, ob BIC1 ausschlief3lich

cry-kontrollierte, oder auch cryl unabhéngige Prozesse beeinflusst.

Vorarbeiten in der AG Batschauer zeigten, dass bei heterologer Proteinexpression von BIC1 in
E. coliein Hamc als Kofaktor gebunden wird und dass BIC1 moglicherweise als Enzym bei
der Umsetzung von #D: fungieren konntgNils Niemann,DissertationPhilippsUniversitat
Marburg, 2021) Diese Befunde solltenweiter geklart werden. Durch Austausche von
konservierten Cysteinen in der CID von BIC1 sollte weiterhin untersucht werden, ob BIC1
intermolekulare Disulfidbricken bildet und, wenn ja, ob diese einen Einfluss auf die
biologische Funktion von BIC1 haben. di&lhermalRen sollte analysiert werden, ob diese

Cysteine die Bindung von Haabeeinflussen.

Es ist nicht vollstandig verstanden, ob photobodie®in Teil der Photoaktivierung oder Orte

des cry Abbaus sind. Es war schon langer bekannt, daspluy@odieselbst bei niedrigen
Fluenzraten von Blaulicht bildet. Auch neuere Befunde unterstitzen die These, dass cryl
speziell unter hohen Fluenzraten von Blaulicht arbditet et al, 2022) Mit Hilfe von
konfokalerLaserscanMikroskopie und transienter Expression von eyEP Konstrukten in
Nicotiana benthamianaoll analysiert werden, ob auch crgtiotobodiesilden kann, was zu

Beginn der vorliegenden Arbeit noch nicht beobachtet worden war.
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5 Ergebnisse

BIC1 fungiertals Inhibitor von Cryptochromen iA. thalianaundin vitro (Wanget al., 2016;
Ma et al, 202®). In Vorarbeiten konnte mittels Massensjpeknetrie zusatzlich gezeigt
werden, dass rekombinastin E. coli exprimiertes BIC1landemCystein an Positiof9 ein
Ham c kovalent gebunden hdNNils Niemann, Dissertation Philipgdniversitat Marburg,
202]). Ebenso wurde gezeigt, dass Bl@rmutlicheine Peroxidaseaktivitdtat, zumindest
mit demAmplex RedEnzymAssay Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem die Frage
adressiert, ob eiAustauschaller drei Cysteine ir\. thalianaBIC1WT zu Alanin (BICE®*) zu
einem Hamfreien BIC1 fuhrt und diesAustauscheauch zu einem Verlust der vermuteten
Peroxidaseaktivitat filen Um die Wirkung von BICIVT und der Mutante BICH” auf
Cryptochrome zu untersuchen, wurden verschietteviero- undin plantaAnsatze verwendet.
Unter anderemwurden die BIC3iVersionen heterolog irE. coli exprimiert die Proteine
aufgereinigiundin verschiedeneProteirAssaysveiter analysierttbenso wurdenif weitere
Analysen des inhibitorischen Effekts von BI®T und BICE®A auf Cryptochromediese
Proteinversionen inA. thaliana tUberexprimiert unddie erhaltenen Linierphanotypisch

analysiert.

5.1 Nachweis von BIC1 Kofaktoren und der Einfluss von AminosaurerAustauschen
auf die Kofaktorbindung

Die Kofaktorbindung von BICAT und BICECA wurdennach Expression i&. coli sowohlin
vitro, als auch von BICAT nach Expressioin planta analysiert.Hierfiir wurde zuvor ein
Expressions und Aufreinigungsprotokoll beider Proteinvarianten etabliert. Fur die
nachfolgenden  Analysen  wurden  UV/VIS und Fluoreszen®pektroskopig
Massenspektmetrieundin vitro Assays/erwendet. Fur weiterAnalysen der Bindung eines

Kofaktors wurdeauchdie Mutante BICT*3A3CA generiert.

5.1.1 Heterologe Expression von BIC¥T und BIC13¢A in E. coli und Bildung von

intermolekularen Disulfidbriicken

Fur proteinbiochemische Analysen beider BiZdrianterwurden diese ik. colitransformiert
und exprimiert. Fiir beide Proteine, sowoh! Wildtyp Bf€1als auchBIC13¢A, wurdendie

kodierenden DNABereiche der VolllangeRroteine in dem Konstrukt pEd8a (+) mit N-
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terminalem Histag verwendet. Beide Konstrukte wurden von der Firma BioCat GmbH
bezogenAbb. 16). Die ausA. thalianastammenden Sequenzen wurden fur die Expression in
E. coliCodoroptimiert

Ham
66 ! 135
BICIWT  N- His, N B C=-C
99
66 135
BIC13¢A N- His, A A A == -C
99

Abb. 16. Schematiscle Darstellung der BIC1-Konstrukte, die fir die Expressionin E. coli verwendet
wurden. Beide VarianterdesA. thalianaProteinswurdenin dem VektorpET-28a(+) in E. coli BL 21 star
exprimiert. Die Konstrukte sindiir E. coli Codonoptimiert und weisen eine L&ange von 174 Aminosauren
inklusive Nterminalem 6éfachen His-tag auf. Die konservierteCryptochrominteragierende DomanéCiD)
befindet sichzwischenPosition66-135 der Aminosduren am-Terminus Die genaue CID von BIC1 isin
Gegensatz zu BICRoch unbekanntMa et al, 202®). Dasin BIC1 konservierteCystein, an de die Bindung
von Hamc in Vorarbeiten mittels Massenspesmetrieentdeckivurde ist anPosition99. In der Mutante BICXA
wurden alle vorhandenen drei Cysteine im Protein durch Akumsgetauscht

Obwohl Hamc mittels Massenspektrometri@ils Niemann DissertatiorPhilippsUniversitéat
Marburg, 202) an C99gebundengezeigt wurdewar nicht auszuschlie3en, dass auch die
beiden weitererCysteine eine Hane Bindung ermdglichen Auch gibt es von BIC1 keine
Proteinstruktur, die die Lokalisation des Ham Kofaktors zéigs desemGrund wurde eine
DreifachMutante hergestellt, d@urch Fehlen von allen Cysteineicht mehr in der Lagsein
sollte,H&m zu binden.

Die Expression erfolgte in denk. coli Stamm BL21star. Das Medium wurdemit
Aminolavulinsdure als Vorstufe des Hams in der mhyrinsynthese und Eisensulfat
supplementiertDies sollte einem Mangel des HAm Kofaktors entgegenwi(k#rmouchanest

al., 2000;Varnado und Goodwin, 200&jegeet al,, 2018) Die Expression der BIGYarianten
erfolgte nach IPT@nduktionin LB-Medium bei 25°C Uber Nacht un&chtteln der Zellen

mit 150 rpm.Die gewahlten Bedingungen wargeeignet um eine genugende Menge an
I6slichem BIC1 Protein fur nachfolgende Analysen zu erhalten. Die Aufreinigung der His
getagtenrekombinanten Proteine erfolgte libef N\ TA-Affinitatschromatographienit Hilfe

desAKTA -Purifier-Systens (GE Healthcarepei ca. 6°C. Uber die Analysesoftware konnte
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wahrend der Aufreinigung die Absorption von aromatischen Aminosauren bei 280ddie
von Ham bei 415 nmaerfolgt werden Abb. 17A). In demChromatogrammah man mehrere
ProteinrAbsorptionsmaximalie nachunterschiedlichetKonzentrationen an Imidazol von der
Ni2*-S4ule eluiert wrden. Die Absorption von Ham bei 415 nnief bei BICTA deutlich
geringer aus, als bei der WHariante(Abb. 17 C). Daraus lasst sich schlieRen, dass Bf¢1
geringere Mengen an Ham gebunden Hair beide BIC1-Varianten wurdendieselben
Bedingungetitir Expression und Aufreinigurgewahlt, die vorher durch verschiedene Anséatze
getestet wurden. Dabei handelt es sich um Salzkonzentnatttem Proteinpuffermnd Dauer
und Volumina der Waschschritt@ghrend der AufreinigungUm zu analysieren, welcher
Proteinpeak das aufgereinigte BIClenthéalt wurden von mehrereRraktionen derEluate
Proben autinemSDSGel analysier{Abb. 17B, D).

BICIWT
1400~ ~120 oo
—Abs 280 < Q@ b ,\gla ,L@la sk RS
1200 -.Abs 415 L1007
| ~%B1 £
5 1000 Lso 5
< | -
g 800 \/\ leo © 75 kDa
% 6004 < v A
= = - T =
< 2004 ,‘\_ 140 E 3
H i -
200 o ‘»\ _\»20 e 25kDa i e <
e W e L e ——e - R < — p— o
0 ) y ‘ 0 G
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BIC13¢A
1400+ —120 olo olo ol olo
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2 s004 & -~
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Abb. 17: Aufreinigung von BIC1WT und BIC13¢A liber Affinitatschromatographie. (A) Chromatogramm und
(B) mit Coomassie gefarkaeGel deiSDSPAGE von der Aufreinigung von BIGT mit einemAKTA -Purifier-
SystemDie Elution erfolgte mit einerAnstieg von Imidazol Uber einen Stufengrad@mtmidazolkonzentration
des B1 Pufferbetrugbei 100%1 M. Die Absorption bei 280 nm (aromatische Aminoséurerg 415 nm (Ham)
wurden detektiert.Das Gel furSDSPAGE wurde mit Eluaten derAffinitdtschromatographideladen undnit
Coomassigefarbt.Eluate wurden jeweils nach Anstieg der Imidazol Konzentration entnorfiPneteinpeaks,
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um die Reinheit der Proteinlosung zu bestimni€) Chromatogramm un(D) mit Coomassie gefarktesel nach
SDSPAGE der Mutante BIC3“A, Schwarze Pfeilim Coomassigsel zeigen BIC1 Bande bei ca. 25 kDa. Die
Klammer im Coomassi&el zeigt die Fraktionen, die letztendlich fir weitere Anwendungen zusammengefihrt
wurden.* ChaperoneGroEL und DnaK. ** Protein zur Regulation der Eisenaufnahfar. Alle drei Banden
wurdendurchMassenspektrometreem Fachbereic®hemie, Marburgiberprift(sieheAbb. Anhang ).

Wahrenddes Anstiegs des ImidazolStufengradientenvurden mehrere Proteipeaks bzw.
Proteine eluigr Durch Auftrennender Proteineder verschiedenen Eluaia einemSDSGel

und anschlieRender Farbung mit Coomassie konnteies&R@linheit derEluate detektiert
werden Zu erkennerwar sowohl bei BICY'T, als auch bei BICE#, eineBande bei ca. 25 kDa.
Die zusatzlichen zwei markanten Proteinbanden bei ca. 60 und 75 k& soldChaperone
GroELundDnakK. Die markante Proteinbande bei ca. 15 kizaidas Proteirur, welches die
Aufnahme von Eisen reguliefDie Proteine wurden mittelSlassenspektrometrigberpruft,
durchgefuhrt von Dr. U. Linne, Fachbereich Chender Fhilipps-Universitat (siehe
Abb. Anhang 1). Mit zunehmender Imidazol Konzentration wahrend der Aufreinigung
verschvanden die restlichen  Proteinbanden  bzw.unspezifisch  gebundenen
Proteinverunreinigungen. Jedoch verringezine zunehmende Imidazol Konzentration auch
die Affinitat der HisgetagterBIC1-Varianten zur Ni*-Matrix. Deshalb wurde BIC1 bdi00-
1000 mMImidazol eluiert, zusammengefihrt und fur weitere Anwendungen verwendet, und
BIC13CA bei 200-500 mM Imidazol. Vermutlich aufgrund der veranderten Eigenschaften von
BIC13¢A unterschieden sich die Imidazébnzentrationen fur die ElutionAuf weitere
Aufreinigungen mittels Gelfiltration wurde aufgrund bereits hoher Reintleit Proben
verzichtet die furBIC13“* allerdings etwas hoher war als BIC1VT. Die Proteine wurden
Uber einenMembrankonzentratorugkonzentriert und mit einem Proteinpuffer versetdy
kein Imidazol entlelt, da dieses bei spateren Anwendungen wie z.B. derVI®v
Spektroskopie flein verdndertes Absorptionsspektrum gefiihrt hatte oder die Bindung von
moglichen Kofaktoren beeinflusst héatte konnachbis zu sech®ufferAustauscknhaten

die BICIV'- und BICECA-Proteinlésungen einen ImidazGkehalt von < 0,2 mM.

In vorherigen SDSAGEs wurde beobachtet, daBC1"" bei unzureichender Reduktion
durchReduktionsmitteOligomerahnlicheStruktureraufzeigt. Daher wurden die eluierten und
aufkonzentrierten Proteidarianten jeweils in SD®robenpuffer mit und ohne
Reduktionsmittel bei 95 °C fur 10 Minuten gekocht und fur Coomd&sibungen untVestern
Blotsverwendet Abb. 18). Als Reduktionsmittel wurde TCEiR einer Endkonzentration von

10 mMim SDSProbenpuffer verwendet.
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Abb. 18 BIC1 bildet intermolekulare Disulfidbriicken in vitro. (A) Coomassigsel mit 3 pg aufgereinigtem
BICIWT und BICECA SchwarzerPfeil deutet auf sich bildende Dimere imeFehlenvon Reduktionsmittel bei
BIC1WT hin. BIC13¢A bildet aufgrunchicht vorhandene€ysteine keine Disulfidbriicken und somit keine Dimere.
(B) Western Blomi t -Arkikoipergegenaufgereinigte BIC4Varianten. Proteine zeigen Monomer Bande bei
ca. 25 kDa und BICAT zusatzlichOligomere gchwarzePfeile). Proteinmengediragtl,5pug. 10 mM TCEP im
SDSProbenpuffer.

Bei dem mit Coomassie gefarbten @elr eine zusatzliche Bande bei 50 kibaderProbeder
BIC1VT-Proteinlosungzu erkenner(Abb. 18 A, schwarzer Pfejl Diese Bandevar starker
ausgepragtwenn die Prbe nicht mit TCEP als Reduktionsmittel versetzbraen war Die
Bande des BICAT Monomes war in der Probehne Reduktionsmitteticht zu sehenlm
Vergleich dazu zeigtdie BICI*“A-Variante keine solche Dimerisieruniuch zeigie BIC1IWT

im Western Blotrotz Zusatz von Reduktionsmitteine nochstarker retardierte Bande als die
des Dimersdie bereitsim Coomassié€Gel erkembarwar. BIC13¢A zeigie im Western Blohur
eine Monomer BandeApb. 18B). Aufgrund dessendnnteangenommen werden, dass BIC1
Uber die Cysteine mit anderen Bl@itermolekulareDisulfidbriickenbilden konnte Hierbei
war das Dimemach dem Monomedler favorisierte Zustanddas ReduktionsmittelT CEPim
SDSProbenpuffersorge fur eine ausreichende Reduktion solcbesulfidbriickenund einem
Aufbrechen der oligomeren Strukéur Da BICECA keine Cysteine besitzt, bildetiese

Varianteauch in Abwesenheit von ReduktionsmitteineOligomere
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5.1.2 Spektroskopische Analyse aufgereinigter BICAvVarianten

Anhand von UV/VISSpektren kann die spezifische Absorption von Proteinen Aufschliisse
uber deren gebundenen Kofaktor geben. Bei dem UVSfigktrum von BICYT nach der
zuvor beschriebenen Aufreinigungar ein Absorptionsmaximunbei ca. 410 nnerkennbar
(Abb. 19A). Das beobachtete Maximum Hstinlichkeit mit denSoretBandenandere Ham
bindenden Proteine und zedgto deutlich die Anwesenheit von Ham in der B{¢-1.6sung
Zuséatzlichwarendie fur Ham charakteristiscimeAbsorptionsSchulten bzw. QBandenbd
500-600 nmbei BICIVT (Abb. 19B), nicht jedoch bei BIC}* (Abb. 19D) erkennbafClezy
undMorell, 1963; Cowamund Gray, 1989; RodrigueRoldanet al, 2006)
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Abb. 19 BIC13¢A zeigt noch eine Affinitat zu Hamin (A) UV/VIS-Spektrum vonl pg/uL BICIWT mit und

ohne zusatzliches Hami(B) VergréRertesSpektrumaus (A),gezeigt von 5000 nm.(C) UV/VIS-Spektrum
von 1 ug/uL BIC13A mit und ohne zusatzliches HamifD) VergroRertes Spektrum aus (®eide Proteine
wurdenmit 10 pM Hamin versetzt und spektroskopisch gemesggénzelspektenvon Hamin mit 10 uM.

Nach Zugabevon 10 uM Himin zu der Protewbosungerkannteman eine Zunahme der
Absorption ebenfalls bei ca. 410 nm. Im Vergleich zamih ohne Protein, welches ein
Absorptionsmaxnum bei 390 nnbes} kann mardurch derShiftvon 20 nm davon ausgehen,
dass BICY'T eine Affinitat zu freiem KEmin besitzt und dieses imbekannteArt bindet.Die
Mutante BICECA zeige ein dhnliches Verhalten nach Rekonstitution mit M@ Hamin

(Abb. 19 C). Allerdings hatte BIC13“* ohne Zugabe von Hamin eine geringere Absorptiein
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410nmals BICIWT, was darauf schlieBen lasst, dass Cysteine in BIC1 die Bindung von Ham
fordern Nichtsdestotrotz scheinen Cysteine nicht essentiell fir eine Affinitat von Hamin nétig
zu sein, da es keinen deutlichen Unterschied zwischen beidervBiieinten zu geben scheint.

Der einzige beobachtbare Unterschied war das Ausbleiben der charakteristidtaede bei

BIC13CA, welchen einen Hinweis auf das Ausbleiben spezifischer-Bidung geben kénnte.

5.1.3 Nachweis von Ham als Kofaktor von BICYT in planta

BIC1"T zeigte nach heterologer Expression und Aufreinigung die Bindung-éon Dies
bedeutet aber nicht, dass Ham auch an BIC1 in Piegedeunden ist, weil sich daskterielle
Expressionssystem stark von dem eukaryotischeflanzlichen System unterscheide
(Geccheleet al, 2015) Um zu lberprifen, ob BICY™ auch in Pflanzen Ham bindeturde

eine Uberexpression von BI®I1-GFP (pUBGGFRDest) in N. benthamiana mit
anschlieCender I mmu n pAntk@rperp dutctegefihm Hierben iwtrdee | s
BICIWT-GFP uber A. tumefaciensin bis zu 24 Tabakpflanzemnokuliert. Nach 4d
Proteinexpressiowurde eine Blattprobe im KLSMntersucht. Hierbei wurde getestet, ob ein
starkes GFFSignal detektiert werdenokinte (Anregung bei 488 nm und Emission bei 500

550nm), sodass davon ausgegangen werden konnte, dass die transiente Expression

funktionierie. Die inokulierten Blattproben wurden ifiissigem N schockgefroren und

bei -80°C gelagert. Die Blattproben wurden lysiert, von Zelltrimmern befreit und mit den
UGFRAntikdrpern bei ca. 6 °C inkubierEur die Immunprazipitation wurden GHRyarose
Antikdrper mit dazugehorigem ProtokokBrmvendet (ChromotekiNach mehrmaligem waschen

und herunterzentrifugieren der Antikorper wurden diese sowohh&gsenspektrometrische
Analysen (durchgefuhrt von Dr. Uwe Linne am Fachbereich Chemie, Marburg), als auch fur

ein Coomassi&sel verwendetAbb. 20).
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Abb. 20 Nachweis von HamKofaktor in pflanzlich exprimiertem BIC1WT-GFP. (A) Coomassiayefarbtes
SDSGel nach BICYT-GFP Extraktion ausl. benthamiananittels Immunprazipitation. BIC{™-GFP mit einer
Grol3e von ca. 46 kDa lauft als obere markante BafR)eMassenspektrometrisch&fachweisvon Ham an

BICIVT-GFP.Im Massenspektrurwar ein Peptidvon BICIVT nachweisbarwelches a H13 (Histidin an 13.
Stelle in der Gesamtaminosauresequenz von BICdine zusatzliche Masse von 616 g/nkolrrespondierend zu
Ham, band (durchgefiihrt von Dr. Uwe Linne am Fachbereich Chemie, Marbuggprobt wurde eine
ImmunpréazipitationsProbe Verdaut wurdelirekta n  d e nBea#i§Ffgebnisse filMassenspektrometriehe

Abb. Anhang 1

Die verwendeten AntikorpAdanobodiessind speziell fur Verdaue direkt an den Agarose
Beads geeignet, da diese keinnventionellenleichten und schweren Antikorperketten
besitzen, dien der Massenspektrometrign artifizielles Signalergeben konnten. Anhand des
Coomassigyefarbten Gels konnte man eine definierte Proteinbandeabdi6kDa erkennen
(sowohl BICH'T als auch GFRaben eine Masse vea. 25 kD Die starke Bande bdbkDa
deutee auf eine gute Expressiodes Fusionsproteins ifh. benthamiana(Abb. 20 A).
Zusatzlich wurde durch didassenspektrometribestatigt, dass es sich um BHKIIGFP
handelt(Abb. Anhang 1). Das Massenspektrum zedgtin spezifisches Peptid von BI&H-
GFP, an welchem das Histidin an 1%telle der Aminosauresequenz von BY€leine
zusétzliche Masse von 616 g/naoifwies(Abb. 20 B). Diese zusatzliche Masse korrespondiert
mit kovalent gebundenem Ham an Histiddindungervon HamanHistidin sindrelativ selten
(Nothnagelet al, 2011) Zusatzlich wurden noch weitere Modifikationen an unterschiedlichen
Peptiden gefunden. Diese konnten jedoch nicht spezifischen Modifikationen zugeordnet
werden, da meist mehr aésne Aminosaure modifiziert warSomit konnte ein qualitativer
Nachweis von pflanzlich exprimierten BI®1gebracht werden, welches kovalent Ham bindet.
Andersalsvermutet wurdé&ein Hamc gefundenjedoch an Histidin kovalent verknipftes Ham

87



5.1.4 Expressionund Analysevon BIC1HI3ASCA

Das Massenspektrum von M benthamianaxprimiertenBIC1VT-GFP zeige eine Bindung
von Haman einem Histidin, anstatt wie bei rekombinan€incoli exprimierten BICYT an
einem Cystein. Jedoch kadie Massenspektrometrieur positive Ergebnisse liefern, sodass
immer nochdie Moglichkeit besteht, dass BI®T auchin plantaHaman einem Cystein bindet
Um eineFunktionvon Histidin an13. Position von BICY'™ auf die Bindungzon Ham weiter
zu untersuchen, wurddie VierfachmutanteBIC1H1343CA konstruiert undin dem Vektor

pET-28a (+) mit N-terminalem His-tagin E. colirekombinant exprimierfAbb. 21A).
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Abb. 21 Histidin Austausch zu Alanin in BIC1 hat keinen zusatzlichen Effekt zum dreifachCystein
Austausch.(A) BIC1H1343CAwurde in dem Vektor pER8a(+) in E. coli BL 21 star exprimiert. Das Konstrukt
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wurdefur E. coli Codonoptimiert und weist eine L&nge von 174 Aminosauren inklusiterishinalem éfachen
His-tag auf. Die konservierte CID befindet sich an Positionl85 der Aminosauren am-Cerminus.In BICIWT
befindet sich das konservierte Cystein Rwosition 99 und das Histidin, an dessen die Bindung von HAm
pflanzlich exprimierten BICYT mittelsMassenspektrometrisachgewiesewurde, an Positioi3. In der Mutante
BIC1H13ACA wurden alle vorhandenen drei Cysteine und H13 im Protein durch Akumsgetauscht(B)
Chromatogramm von BICH343CA der Aufreinigung mit dem AKTAPurifier-System. Elution erfolgte mit einem
Anstieg von Imidazol Uber einen StufengrademDie Absorption bei 280 nm (aromatische Aminosauterg
415nm (Ham)wurden detektiert(C) Mit Coomassie gefarbé&SDS Gel mit geladenen Eluaten der dazugehdrigen
Aufreinigung zeigt die aufgereinigte BIC1*3CA Mutante Eluate wurden jeweils nach Anstieg daeridazol
Konzentrationvon denProtein-peaksentnommen, um die Reinheit der Proteinlésung zu bestimBehwarzer
Pfeil im Coomassiésel zeigtdie BIC1H13A3CA Bande bei ca. 25 kDa. Die Klammer im Coomas3@ zeigt die
Fraktionen, die letztendlich fir weitere Algsenzusammengefiihrt wurdefD) Coomassigsel mit 3 pgpro Spur
aufgereinigtem BICYT, BIC13¢A und BICT1343CA SchwarzePfeil deutet auf sich bildende Dimere ioefrehlen
von Reduktionsmittel bei BICM hin. BIC13¢A und BICT34A3CA pilden aufgrund von Cysteilutationen keine
Disulfidbriicken und somit keine Dimer¢E) Western Blomi t -ArikoiPer gegenaufgereinigte BICL
Varianten. Proteine zeigen Monomer Bande bei ca. 25 kDa und"BifisétzlichOligomere(SchwarzePfeil).
Proteinmenge beigt3 pg. Proben wurden mit 10 mM TCEP als Reduktionsmii®) versetzt.(F) UV/VIS-
Spektrum von Jug/pL BICH3AXCA ynd Rekonstitution mit 10 uM &min. Einzelspektrum von Bmin mit 10uM.

Untersucht wurde, ob die Mutante eine nogRkringere HamBindung hat, als die
Dreifachmutante BICK”. Hierbei wurden fur die Expression, die Aufreinigung und die
Analyse via Coomassi®@el und Western Blotdie gleichen Protokolle wie fur die

Proteinvarianten BICAT und BICEA verwendet.

Anhand des Chromatogrammasurde die Elution der Proteine wahrend ein&nstiegs des
ImidazolStufengradientens detekti¢Abb. 21 B). Die Absorption von Ham bei 415 nwar

im gesamten Chromatogramm sehr geriAgf einem mit Coomassie gefarbten S8l
konntedie Reinheit der Proteinldsung analysiert wer@hnb. 21 C). Die Proteinbande bei ca.
25 kDa entspricht BICH343¢Aund erst bei zunehmender Imidazol Konzentration erminhn
eine  hohere Reinheit des gewunschten Proteins, indem die ungewollten
Proteinverunreinigungen ihre Affinitat zur #HMatrix verloren und eluieten. Die
Affinitatschromatographieder BICT13ACA Mutante zeigt mehr Verunreinigungen und
weniger lésliches Protein albei BICIWT. Die Analyse derBIC1H1343CA Mutante (iber
Coomassigsele, Western Blotaind UV/VIS-Spektroskopieeigtekeine Unterschiede zu der
BIC13¢AMutante Abb. 21D, E, F). BeideMutanterzeigen aufgrund fehlender Cysteine keine
intermolekularen Disulfidbriicken bzwligomere Banden. Die Proteinbande von BIEA3CA
sowohl im Coomassi6el, als auch inwestern Blotvar schwéacher als bei den anderen BIC1
Varianten. Diezeigtk die schlechtere Expression und Aufreinigwagn BIC173A3CA Beide
Mutanten zeiten zusatzlickein &hnliches Verhalten nach Rekonstitution mit 10 pféhtth.

Somit schienselbst BICT1343CAnoch eine Affinitat zu Emin zu besitzenJedochwar das
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Absorptionsmaximum nach Rekonstitution bei 410 nm nicht so stark ausgebildet wie bei
BIC1"T und BICECA,

5.1.5 Quantifizierung von Ham als BIC1 Kofaktor und Test auf Peroxidaseaktivitatim

Amplex RedAssay

Die aufgereinigten Proteine BI&1, BIC13“A und BIC11343¢A unterschieden sich darin, dass

die Mutant& aufgrund fehlender Cysteine keine Disulfidbriicken und sauith keine
Oligomerebilden kénnenTrotz gezeigter Affinitdt zu Hamin in der UV/ViSpektroskopie
wurde m folgenden Abschnitt die Frage adressiert, ob die Mutationen zuséatzlich noch daftr
gesorgt haben, dass BIE€% und BICH13A3CA quantitativ weniger Ham nach der heterologen
Expression inE. coli binden als BICYT und ob die zuvor bei BICY beschriebene
Peroxidaseaktivat (zuerst gezeigt durch Nilsid&nann Dissertation Philipp&niversitat
Marburg, 202) reduziert ist.

Zunachst wurde Uber Fluoresze®pektroskopie quantifiziert, inwiefern die Mutationen
Einfluss auf die KofakteBindung haben. Hierfiir wurden BI®], BIC13¢A und BICH13ACA
miteinander verglichen. Die Proteinldsungen wurden in stark saurer Oxalsaure fur jeweils
20min bei 95 °C gekocht, sodass alle vorhandenen Hm®mn aus bestehenden
Porphyrinringen geldst wden (Sinclair et al, 1999) Ebenfalls wurden gleichbehandelte
Proben der jeweiligen Proteinlésungen vor der Fluoreszenz Messitigekocht, sodass fir

die Auswertung jeweils Proben mit Ham und Protoporphyrin verglichendav. Die
eisenfreien Pghyrinringe wurden bei einer Anregungswellenlange von 406 nm und einer
Emission von 653 nm gemessen. Die Messungen wurden mit denen eindfi¢tégmraden
verglichen, sodass man die Menge an Ham in der Proteinlésung in pmol quantifizieren konnte
(Abb. 22A).
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Abb. 22 Ham-Bindung durch Cysteine ist essentiell fir resultierende Peroxidaseaktivitaton BIC1. (A)
Quantifizierung von Ham in verschiedenen BIC1 Proteinlésumgiereiner Konzentration von 5 pMMithilfe
von Oxalsaure wden Eisedonen aus bestehenden Porphyrinringen herausgekocht, sodass die eisenfreien
Porphyrinringe mittels Fluoreszei®pektroskopie detektiert und quantifizieminden. Die Anregung erfolgtbei
einer Wellenlange von 406 nm udd Emissionwurde bei653 nmgemesserDurchgefiihrte-fTests signifikant
nach BonferronKorrektur bei *P < 0,025(B) Test auf Peroxidaseaktivitéerschieéner 1uM BIC1 Losungen
mit dem ReagenzAmplex Red Hierbei reagiertAmplex Redin der Gegenwart von Peroxidasen mit
Wasserstoffperoxid in einem 1:1 Verhdltnis und oxidiert zu Resorufin. Resomtirde bei einer
Anregungswellenlange von 530 nm und einer Emission 888nm detektiert und quantifiziert. Als
Positivkontrolle dieten 2 mU/mL HRP. Die gemessenen Wertker Proteinlésungerwurden fir eine
Normalisierung der Datewon einer Negativiontrolle ohne HRP subtrahie®,8 pmolHamin entsprechen der
Ham-Menge von 1 uM BICYT und wurderohne Zugabe von Proteinen als KontrglEmesen.Durchgefiihrte
t-Tests signifikant nach BonferreKiorrektur bei *P< 0,017. Fur beide Testsalf n= 3 technische Replikate.

BICIWT zeige eine 106fach hthereKonzentration von Ham in der Proteinlosualg BIC13¢A
undBIC1MH13A3CA UnterAnnahme einemaximalerKofaktor-Besetzung von 1:1 zegBIC1WT
einen Besetzungsgrad vea. 1,8%Die beiden Mutanten mit einem Besetzungsgrad von ca.
0,2% warenungefahr 1&fach schlechter besetzt. Die Besetzung wurde Uber eine gleichzeitig
aufgenommene Eichgerade mit Hamin ermittBite geringe Besetzung von Hakonnte
entweder auf eine artifizielle Bindung hinweisen oder auf mangelnde Ham Syntlies®in
wahrend der Protein Expression zuriickzufiihren @houchaneet al, 2000;Varnado und
Goodwin, 2004;Fiegeet al, 2018) Dasimmer noch nachweisbare Ham den Mutanten
konnteauf die durch UV/VIS bestatigte Affinitdt zu Ham zurtickzuflihren ,semddlassmmer
noch die Moglichkeit einer unspezifischen Bindung bestdadoch &nntees sich nicht um
Hamc handelnBeider Berechnundes Besetzungsgraswurdedavon ausgegangen, dass alle
Proteine in der gemessenen LoésemgBICLkMolekile waren und Verunreinigungen
vernachlassigt wurden. Ebenso wurde angenommen, dass alle gemessenéiolékite
Kofaktoren von BIC1 warerfir eine deutliche Verringerung gebundenentdam sclenen

alleine die Austauscheder Cysteine verantwortliclyewesenzu sein da die zuséatzliche
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Mutation des HistidirCodons zu Alain zu keine weiteran Verringerung an Ham in der Probe

fuhrte.

Der Test auf Peroxidaseaktivitat der Blarianten erfolgte mit dem ReageAmplex Red
Uber Fluoreszen3pektroskopie. Hierbei reagiemplex Redin der Gegenwart von
Peroxidasen mit Wasserstoffperoxid und oxidestu dem Produkt Resorufin. Resorufin kann
bei einer Anregungswellenlange von 530 nm und einer Emission vonnd@tektiert und
quantifiziert werder(Karakuzuet al, 2019) BICIVT, BIC13A und BIC1H1343CA wurden in
einer Endkonzentration vahuM mit 5 mM Amplex Redind 10 mM Wasserstoffperoxid fir
30 min im Dunkelrbei RT inkubiert. AnschlieRend wurde Resorufin im Fluorimeter gemessen
unddie Relative FluoreszerEinheit (RFU)wurdeermittelt(Abb. 22B). Die Menge an Ham

in den Proteinlésungenachienmit der Peroxidaseaktivitat zu korrelieren (nicht statistisch
getestet). BICYT, welches im zuvor gemessenéssaymehr Ham besy zeige hier die
starkste Peroxidaseaktivitat. Auch die Cystein Mutatics@nienenwiederausschlaggebend
fur eine Verringerung der Peroxidaseaktivitat zu SEiatz eines fehlenden Haobei BICTCA

und BIC1H1343CAwyrde eine schwache Reaktion ndimplex Regiemessen. Dies konnte durch
die noch immer vorhandene Affinitat zu Hamen erklarbar se&imit>eigte sich, dass Ham
nicht alleine firdie gezeigte Peroxidaseaktivitat zustanaay. Dasausgetauschtdistidin in

der BICT13A3CAMutante hatke keinen Einfuss auf die Peroxidaseaktivitat, da es auch keinen
Einfluss auf die Ham Besetzung teatHamin wurde zusatzlich nodhlleine gemessen, in
derselberKonzentration wiegHam ineiner 1 uMBIC1"T Proteinlésung. Hier zeigte sich, dass
bereits Harmm alleine in diesemAssayeine Peroxidaseaktivitat auis Die Bildung von
Resorufindurch Hamirwartrotz ahnlicher Ham Konzentration wie bei Bf1ca.doppelt so
stark. Dieskonntez.B. darauf zuriickzufilhren sein, dass die Bi€Rroteinlésungnit anderen
Proteinenverunreinigtwar und somit eindalscheProteinkonzentratioson BICIVT berechnet
wurde Alternativ wareHaminin diesemAssayeffektiverals Hambspw. durch einen anderen
RedoxzustandSomit kann fir BICIVT nicht von einerspezifischenPeroxdaseAktivitét
ausgegangen werden, sondeiase ist alleine durch den gebundeaiaktor bedingt In
unten beschriebenekssaysvurde einemdogliche Peroxidaseaktivitat von BI&WL zusatzlich

getestet.
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5.1.6 Test auf Peroxidaseaktivitat von BIC¥T mit Chloronaphthol als Substrat

Peroxidasenbenotigen fur die katalytische Reaktion mit reaktiven Sauerstoffspeeias
spezifischesSubstratbzw. Reduktionsmitte{Chmielnickaet al, 1971) Das Substrat von

BICIWT fiir eine Peroxidaseaktivitat igdochunbekannt.

Fir einen weiteren Test auf Peroxidaseaktivitat von BfCwurde ein weiteres Substrat
getestetDas farblose Substrat Chloronaphthol reagiert mit Peroxidasen (speziell getestet fur
HRP) in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und bildas$ violette PrazipitatBenzo4-
chlorocyclohexadienongroung, 1989)BIC1VT in verschiedenen Konzentrationen wurde mit
Kontrollen auf ein natives Gel geladéhbb. 23 A, C). Hierbei wurde darauf geachtet, dass
alle verwendeten Losungen 6 °C hatten und auch das Gel bei niedriger Stromstérke (20 mA,
1h) gelaufen lassen wurde, damit die Proteine nicht denatmieHRP wurde als
Positivkontrolle geladen, da deren Substratspezifitdit mit Chloronaphthol bekannt ist. Als
Negativiontrolle wurden 4 ug denaturiertes Cytochrom C gelabDenaturiertes Cytochrom C

tragt immer noch kealent gebundenes Hamund dient als Kontrolle, ob Ham alleine ausreicht,

um eine Peroxidaseaktivitit diesemAssayzu erzielen bzw. um zu testerob derAssay
spezifisch fur enzymatische Reaktionen éaich einstiindiger Inkubation des nativen Gels in
der Substrat.6sung wurde eine Aufnahme mit de@elDocSystenmvon Bio-Rad gemacht

(Abb. 23 B). Das violette Produkt der Chloronaphthd@sungwar nur bei deiPositivkontrolle

HRP zu sehen
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Abb. 23 BIC1WT zeigt keine Peroxidaseaktivitaimit Chloronaphthol als Substratin einem nativen Gel (A)

Mit Coomassie gefarbtesatives Gel mit BICY¥T und Kontrollennach 60 min Inkubation mit Chloronaphthol
(Thermo Scientific).(B) Aufnahmedes nativen Gelsmit dem GelDoc Go (Bio-Rad) ImagingSystemnach
einstindiger Inkubation in Chloronaphthol. Peroxidasen wie HRP kénnen das farblose Chloronaphthol als Substrat
verwenden und in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid in ein violettes Prézipitat konve¢(@natestern Blot

mi t Bmikogern zur Detektion von BICT. Unterschiedliche Konzentrationen von BMawurden auf das

native Gel gelade(A, B, C). Als Positivkontrollen wurden unterschiedliche Konzentrationen an HRP geladen.
Als Negativiontrolle wurde gekochtes, denaturiertes Cytochrom C gelg@3nvergleich Proteinproben vor
Zugabe vonChloronaphtholund (E) nach 66mindtiger Inkubationmit Chloronaphthol 50 Vol.%). Die
Konzentratioender Proteinavaren:BIC1WT 10 pg/L, Cytochrom C 0,1g/pL, HRP 0,6 pg/jlL undhabereine
vergleichbare Konzentration an Hank) (UV/VIS-Spekten der eingesetzten Proteine au3, (E). Fur die
Berechnung des H&@ehalts wurden jeweils die Absorptionsmaxima verwendet und gegen eine Eichgerade von
Hamingeprobt. BICY'T bei 411 nm, Cytochrom C bei 409 nm und HRP bei 403 nm. Experiment wurde mit einem
technischen Replikat durchgefihrt.
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Hieraus lasst sich schlieRen, dass BYE&ntweder keine Peroxidaseaktivitat besitzt, oder
Chloronaphthol nicht als Substrat verwenden k&iach der Inkubation in der Substtaisung

wurde das Gel mit Coomassie gefarbt, sodass man feststellen konnte, dass alle Proteine auf dem
Gel geladerund dort nachder Native PAGEvorhanden ware(Abb. 23 A). Erkennbamwaren
Proteinbanden fur alle Proteinlésungen, jedoch konnte nur Uber @iestern Blotdie
tatsachliche Anwesenheit von BI€ (iber den Hiss-tag bestéigt werden Abb. 23 C).
Zusatzlich lasst sich sagen, dass Ham alleine in didssay anders als ilhssaymit Amplex

Red keinen Peroxidas&hnlichenEffekt zeige. Das denaturierte Cytochrom C zeigeine

violette Farbung und somit keine Reaktion mit Chloronaph8ahitwar der Kofaktor Hanc

ohne das Apoprotein Cytochrom C nichtin der L&g&ronaphthoals Substrat zu verwenden.

Da es unbekannt war, ob eine vergleichbare Menge an Ham pro Proteinlésung in dem nativen
Gel eingesetzt wurde, wurde der Ansatz im Reaktionsgefald mit vergleichbarer Ham
Konzentration angesetaind wiederholt(Abb. 23 D, B. Die Proteinlésungen wurden
spektroskopisch so verdinnt, dass eine vergleichbare Ha&m Konzentiaticallen
Proteinlésungegegeben wagAbb. 23F). Uber lineareRegression einer Hamin Eichgeraden
wurde spektroskopisch der Ha@ehalt der Proteinldsungen bestimmt. Die eingesétara
Konzentration betragt b&IC1WT 36 uM, Cytochrom C 37 uM und HRP 41 pRie Reaktion

von BICIWT, Cytochrom C und HRP mit dem ChloronaphtBoibstrat wurdeauf Eis
durchgefiihrt.Die Proben wurden vor Zugabe va&@hloronaphtholund nach 6@mindtiger
Inkubation mit Chloronaphthol (50 Vol.% des Gesamtvolumeeyglichen.CytochromC

wurde in diesem Ansatz nicht denaturiert, um dessen Saenifit dem Substrat zu testen.

Ohne Chloronaphthol ersemen alle verwendeten Proteine aufgrund in der Lésung
befindlichen Ham leicht bréunlich. Nach Zugabe und einstindiger Inkubation mit
Chloronaphthol verfarbktsich die HRPProbe sehr stark dunkelviolett und die Cytochrom C
Probe leicht violett. Die BICA™-Probe hingegen verfaisich nicht. Somit zeigtnur HRP

und in gewissem Umfang auch Cytochrom C eine Peroxidaseaktivitat"Bi@igegen nicht.
Ausschlie3enkonnte man deshalb,dass Hamalleine diese Reaktion katalysiertweil
Cytochrom C eingwenn auctschwachekatalytische Aktivitat mitChloronaphthol im nativen

Zustandhate, im denaturierten Zustand jedogitht

Aufgrund der beidenunterschiedlichen Tests auf Peroxidaseaktivitat dsshalb davon
auszugeherdass BICYT keine Peroxidase ishie mutmaRliche Peroxidagektivitat von den

BICIWT im AmplexRed Assajst ausschlieRlich auf Hamzuriickzufiihren
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5.1.7 Co-Lokalisierung von BICIWT mit Palladium-mesopophyrin IX (Pd-mP)

Palladiummesoporphyrin hat strukturelle Ahnlichkeiten mit HfBeveranceund Hamza,
2009; Vanheeet al, 2011) Im Gegensatz zu dem in Ham befindlichen, zentralen Haen
kann PalladiummP im KLSM angeregt und sichtbar gemacht werden. Durch transiente
Expression von BICAT fusioniert mit GFPin N. benthamianaund einer Inokulatiordes
Gewebes miPd-mP sollte untersucht werden, ob BRSJeine Affinitat zuPorphyrinerbesitzt.

Um diese Frage zu beantworten, musste vorher untersucht wierdethchen Kompartimenten
BICIWT in der Pflanzenzelle lokalisiert ist und welcResion (N oder Gterminal) mitGFP

amgeeiqetsten istAbb. 24).

GFP mCherryNLS DIC

BIC1WT-GFP

GFP-BICIWT

Abb. 24 Die N- oder C-terminale Orientierung von GFP an BICIVT hat keinen Einfluss auf dessen
Lokalisation in N. benthamiana Fur Proteinlokalisationsstudiemurden BICY"-GFP (pUBGGFP) und GFP
BIC1VT (pUBN-GFP) transient itN. benthamianaxprimiert undnittelsKLSM untersuchtCo-exprimiert wurde
mCherryNLS als Kontrolle zauldentifikation des Zellkerns GFP wurde bei einer Wellenldnge von 488 nm
angeregt und die Emission bei 5855 nm gemessen. RFP wurde bei einer Wellenlange von 543 nm angeregt und
die Emission bei 60625 nm gemessen. Zur Kontrolle wurde ebenfalls ein DifferentialinterferenzkoBiicst
aufgenommen (DICDie Fusionsproteine wurden in den jeweiligéanaleneinzeln angeregt.
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Das Fluoreszenzsignal wurde in den auR3ersten Epidermiszellen untersucht, weil diese frei von
Chloroplasten und somit frei von storender Autofluoreszesren An welcher Stelle GFP mit
BICIWT fusioniert war, hate keinen Einfluss auf die Lokalisation von BI¢1 in der
Pflanzenzelle.BICIWT wurde hauptséachlich imZellkern beobachtet, wie mCherLS.
AuRerdemwar BIC1YT im Cytosolnahe der Zellmembran lokalisiel differenzierten Zellen

ist die Vakuole voluminés, sodass das Cytosol nur eine dinne SeniciRand der Zelle
ausbildet(Serna, 2005t utheret al, 2021) Das Fusionsprotein ist mit seinen knapp 50 kDa
noch im Bereich einer moglichen passiven Diffusion. Jedoch kann ein aktiver Zellkerntransport

nicht ausgeschlossen werd@rossmaret al, 2012; RaicesndDd Angel o, 2012)

Um zunachstdas spezifische Fluoreszenz Signal von-niRl herauszufindenwurden
verschiedene Kontrollen durchgefiihrt. Zum einen wurde-8FRYT (pUBN-GFP) transient

in N. benthamian&xprimiert und ohne den Zusatz voni& unter den verwendeten KLSM
BedingungemetestetAbb. 25 A obere Reihe Im Vergleich dazu wurde eine Probe getestet,
in der kein fluoreszierendes Fusionsprotein exprimiert wurde, jedoch 24lenMikroskopie

die Blatter mitPdmP inokuliert wurde.

In der Probe ohne PdP erlannte man kein Signal, wenn man die Wellenlange 405 nm fir die
PdmP Anregung und fir die DetektioredEmission 420470 nm verwendet Jedocterkannte
man ein schwaches, diffuses Signal nach Inokulation mit dem FarlpssefSignal beschréret
sich primar auf da€ytosol (Abb. 25 A zweite Reihg Hierausliel3 sich ableiten, dass die

gewahlten Bedingungen fir die €Cokalisation geeignet waren.

Als Negativiontrolle wurdecryl-GFP (JGT1-Dest.) in Tabak exprimier24 h vorder
Mikroskopie wurden die zuvor mit. tumefaciensiokulierten Blatter mit einer PohP Losung
versetzt. Selbiges wurde mit dem zu untersuchenden KonstrukBGHP'™ getan. Das Rd

mP Signalschiendurch das GHSignal der Fusionsproteine verstarkt zu werden, da in dem
Detektionsbereich des fdP Kanals(420-470 nm) noch Emission von GFP detektiert werden
konnte Deshalbkonntedas PemP Signal in Kombination mit GFPusionspreeinen starker

als in derKontrolle ohne FusionsproteiarscheinenEin deutlicher Unterschiedar jedoch,
dass dasryl-GFP Signal im Zellkern akkumuliestdas PemP Signal becryl-GFP aber nicht

im Zellkern colokalisiere (Abb. 25 A WeiRer Pfeil. In der Uberlagerung der Bildevierge
bleibt der Zellkern griin, da dort kein{awP Signal lokalisiert wurde, welcher bei Uberlagerung

von violettem und griinem Signal zu hellgriinem Signal verschmelzen wirde.
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Abb. 25 Palladium-mesoporphyrin co-lokalisiert mit GFP-BIC1WT. (A) Untersucht wurde, ob GFBICIWT
(PUBN-GFP) mit PdmP inN. benthamianao-lokalisiert. PAmP wurde in zuvor mif\. tumefaciengfiltriertem
Gewebefur transiente Expression von GHEPCIYT inokuliert und 24 h spater mittels KLSM untersucht.
Mitgetestewurden verschiedene Kontrollen. GBRC1WT ohne PemP zeige kein Signal im PemP Kanal Die
Probe ohne FusionsproteinPdmP zeige unspezifischescytoplasmatischeSignal im PémP Kanal cryl-GFP
(pUGT1-Dest.)bindet keine Porphyrine und wurdés Negativiontrolle mitgeprobt.Im PdmP Kanalwurde mit
einer Wellenlange von 405 nm angeregt und die Emission bed420m gemessen. GFP wurde bei 488 nm
angeregt und die Emission bei 5880 nm gemessen. Ifanal Mergewurden die Signale von RdP und von
GFP (ibereinander gelagert. Wenn die Signale vemPdind GFReo-lokalisieren ergb sich beim Uberlagern
eine hellgriine FarbunyVeilRerPfeil deutet afiZellkerne. B) UV/VIS-Spektrum vor0,5 pg/uL BICIWT und
Rekonstitution mit 1 uMPd-mP. Spektrum von PanP alleine wurde mit tM Pd-mP gemesserKonzentration
von BICIVT im Spektrum ohne RchPwar 0,5 pg/pl.

Im Unterscheid dazu eaknteman eine Cd.okalisation des PahP Signals mit dem GFP
Signalvon GFRBIC1WT im Bereich des Zellkern@VeiRer Pfeil) Im Kanal Merge erkannte
man eine hellgrine Farbung, wenn beide Signal GUbereinander galagamtSomitschiennur
bei GFRBIC1WT der Farbstoff PanP im Zellkern zu akkumulieren.

Daraus lasst sich schlieRen, dass ®FE1YT mit PdmP colokalisiert undBIC1VT eine
Affinitat zu PdmP undsomit wahrscheinlich generell zu Porphyrinen besitzi/1-GFP

hingegerschienPdmP nicht zu binden

Zusétzlich ieR sich spektroskopisch nachweisen, dass BiGQmhit PdmP rekonstituiert wrde
(Abb. 25 B). Nach Zugabe von 1 pM PdP Losung zu 0,5 pw/pL BICY erkannte man eine
leichte Zunahme der Absorption im Berei@85 nm und550 nm, ahnlich wie bei anderen
Rekonstitutionen mit RchP (Laraet al, 2005) Dies konnte durch eine spezifische Bindung
von PdmP an BICYT erklarbar seinJedoch wurden keine Anderungen sowohl bei der
Absorption zwischen 60@00 nm, als auch einen moglichesd-Shiftder PAmP Absorption
durch Proteinbindung beobacht&lie Absorptionszunahmanterstitztdie Annahme, dass

BIC1"T eine Affinitat zu PemP und somit wahrscheinlich generell zu Porphyrinen besitzt.
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5.2 BIC1WT zeigt konservierte Sequenzahnlichkeiten in de©rdnung der Brassicdes

Um zu verstehegrwie BICIWT strukturell in der Lage isHam als Kofaktor kovalent zu binden,
wurden BICVT Sequenzen miMultiplem Sequenzvergleichnalysiert. Dies zeigteinenhoch

konservierta Bereich im CTerminus Abb. 26A).
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Abb. 26 BIC1WT zeigt hoch konservierte Cysteine in der CryptochrorinteragierendenDomane. (A)
Multipler Sequenxergleichdurchgefiihrt miT-Coffee Verglichen wurderlf Aminosauresequenzen von BNE1
aus vier verwandten Pflanz&@rdnungenalle zugehdrig zu der Klasse der Rosidépstein99 und Histidinan
Position13 wurden mit einenschwarzerPfeil markiert. An beiden Aminosauren wurdei BICIVT (A. thaliana)
massenspektrometris¢hiédm nachgewieserCID ist mit grauem Balken visualisiei®equenzahnlichkeit wde
von ESPriptdurch einen mathematischen Schwellenwert von 0,7 bestifminoséduren mit strikter Identitat
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sind weiB in einer schwarzen Box markiémninosauren mit hoher Ahnlichkeit sind schwarz in einer grauen Box.
Aminosauren mit einer mathematischen Sequenzahnlichkeit unterhalb des Schwellenwertes werden als nicht
konserviert betrachteB) BICIWT Struktur, berechnet vohlphaFold Protein Daten wurden asiprot mit dem
Proteincode Q9LXJ&éntnommenAlphaFolderrechnet einen Konfidenzwert pro Aminosaure vdi0 LDDT)

und gibt die Wahrscheinlichkeit fiir die Richtigkeit der Strukturberechnung in Faibdar. Dunkelblau mit einer

sehr hohewWahrscheinlichkeitdLDDT > 90), Blau mit hoher Wahrscheinlichkeit (9@tDDT > 70), Gelb mit

geringer Wahrscheinlichkeit (7OptDDT > 50) und orange mit sehr geringer Wahrscheinlichi&ibOT < 50).

Die CID von BICIVT ist hoch konserviert und sorgtahrscheinlich wie bei BICZir die
Interaktion mit CryptochromefMa et al, 202®). Alle Cysteinederen Codone ider Mutante
BIC13“A mutiert wurden, befinden sich inieser Domane. Das H13, an dem in der
Massenspektrometriein Ham gefunden wurgescheint nur inBICIYT der Ordnungder
Brassicdes konserviert zu sein. In andere®IC1"T Proteinen nahe verwandte

Pflanzemrdnungenst H13 nicht stringent konserviert

Bei Betrachtung der BICH" Struktur, welche voiphaFold berechnet wurdeist auffallig,

dass der Groldteil des Proteins ungeordisét(Abb. 26 B). Einzig die konservierte
Cryptochrominteragierend®omane kbnntevon AlphaFoldbesser berechnet werden. Hierbei
berechet AlphaFold einenperresidue confidence score (pLDDZyischen 0 und 100. Die
Wahrscheinlichkeit, dass die berechnete Struktur der Realitat entspricht liegt bei Dunkelblau
pLDDT > 90, Hellblau pLDDT >70, Gelb pLDDT >50 und Orange pLDDT <50. Somit
erscheinen die konsgerten und daher gut berechenbaren Strukturen blau. Das Cystein 99
bildet Giber seine ThieGruppe eine Wasserstoffbrickenbindung zum benachbarten Tryptophan
96 und einaveitere Uber ein Stickstefitom. Ebenso werden Wasserstoffbriickenbindungen
Uberden CarbonySauerstofizu den benachbarten Phenylalanin 102 und Asparaginsaure 103
gebildet. Dies bedeutet, dass das Cystein in die konservierte, helikale Struktur der CID
eingebunden ist und eine Bindung von Ha&mnwahrscheinlicher macht, da diese fur eine
Strukturanderungnnerhalb der konservierten Domane sorgen wiie.ist auch davon
auszugehen, dass die beobachtet@ermolekularen Disulfidbriicken héchstwahrscheinlich
fur eine strukturelleAnderung sorgen wiirden, die nicht von der Strukturberechnung

beriicksichtigivurde

Das Histidin 13 befindet sich wahrscheinlich in einem Bethblatt, jedoch l&asst sich durch
die schlechte Berechnung vétphaFold nur wenig Ubedesserstrukturelle Beschaffenheit

aussagen.
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5.3 Einfluss der CysteinAustausche in BIC1 auf dessen biologische Funktidn planta

Da die Cysteinén BICIVT Proteinenhoch konserviert sind und sich in einer funktionellen
Domane befindenwurde durch in planta Analysenuntersucht, ob dereAustausch durch
Mutation hin zu Alanin die Interaktion mit bzw. Inhibierung von Cryptochrom 1
beeintrachtigen.Zusatzlich wurde sonit auch analysiert, ob das/erhindern méglicher
intermolekulare Disulfidbriickehei der Mutante BICK einen Einfluss auf diénhibierung

von Cryptochromhat

Hierfur wurdenA. thalianavom Okotyp Col0 verwendet und stabile Linien generiert, die
entweder BICYT oder die Mutante BICE” (berexprimieren.Um die moglichen
Wechselwirkungen zwischen BIC1-Uberexpression und biologischer Funktion von
Cryptochromen zu untersuchen, wurde der Phéanotypgdaerierten Linienhinsichtlich
bekannter Cryptochrom Reaktionen analysiert. Hierbei wurden die Hypokotyllangen, die
Bliihzeitpunkte und andereMerkmale der Pflanzen, die entweder BY€loder BICECA

Uberexprimieren, untsucht und verglichen.

5.3.1 Expression von BIC1 inNicotiana benthamianaund Transformation in A. thaliana

Mit dem Ziel stabile Linien inArabidopsis thalianau generieren, wurdearerschieden8IC1-
Konstruktein Vektoren(bezogen vorChristopher GrefenUniversitat Tubingeneingebracht
und zuvor in N. benthamianavorgetestet. Da&en fir das ProteiIC1VT wurde hierbei
entweder € oder Nterminal mit einem HAtag versehenDie Expression wurde entweder
durch den konstitutiverB5SPromoter pGWB614 GTerm., pGWB615 N-Term.) oderden
konstitutivenUbiquitin 10-Promoter pUBV341N-Term, pUBV386 C-Term) getrieben

UberA. tumefaciensvurden die vier Konstrukte iN. benthamian@ingebracht und transient
exprimiert. Nacl8-4 Tagen wurden die inokulierten Blatter geerntet und aufgeschlossen. Dabei
wurde dasPflanzenmaterial mit einer Zellmihle aufgeschlossen und die Proteine mit einem
AcetonTrichloressigsaur&emisch prazipitiert. Die prazipitierten Proteine wurden grindlich
mit Aceton gewaschen, sodass das fiur die ImmundetekiiodemLiCOR OdysseySystem
stérende Chlorophyll vollstandig entfernurde Nach der Resuspension in Retlaksmittel
enthaltendem SD8robenpufferwurde dr Gesamproteinextrakt mittelsWestern Blotund

U H Antikorpem mit dem LICORSystem untersucht, sodass festgestellt werden konnte,

welches Konstrukt qualitativ am Besten in Pflanzen exprimiartieAbb. 27 A).
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Abb. 27 Konstrukt PUBQ10::3xHA -BIC1 (pUBV341) wurde fur A. thaliana Transformation verwendet.

(A) Western Blotmi t -Ankikérpern. Geladerwurden 20 pg des Gesamroteinextraktes von infiltrierten
N. benthamianaBlattern die mit denangegebeneKonstrukten transformiert worden warerabei entspricht
pGWB614 dem Konstrukt P35S::BI®1-3xHA, pGWB615 dem Konstrukt P35S::3xHRIC1YT, pUBV341
dem Konstrukt PUBQ10::3xHMBIC1IVT, pUBV386 dem Konstrukt PUBQ10::BI®I-3xHA. Die BICIVT
Proteinbande lauft knapp Uber der 25 KidarkerbandeAls Negatikontrolle wurde nichtransformiertesVT
Gewebe verwenddht). Auswertung erfolgte Gber da$COR-System.Der Versuch wurde mit zwei technischen
Replikaten bestétig{B) ECL WesterrBlotmi t -Ahkkérpern.A. thalianaTransformation erfolgte mit dem
Konstrukt PUBQ10::3xHABICIWT bzw. PUBQ10::3xHABIC13¢A (pUBV341). Geladenwurden 30 pg des
Gesamproteinextraktesaus A. thaliana Keimlingen der B-Generation. Geprobt wurden Extrakte von vier
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BIC1"T- und vier BIC£®A-Uberexpressions Linien. ANegativiontrolle wurde nicht infiltriertes Gewebe einer
WT-Pflanze verwendéhnt). (C) Nachfolgend werden alle abgebildeten Linien aufgrund besserer Ubersichtlichkeit
umbenannt. Die BICA'-Linie 22_4 ist nachfolgend BIGTox_1 und 24_1 ist nachfolgend BI€%x_2. Die
BIC13CA-Linie 10_2 ist nachfolgend BIC%%ox_1 und 12_2 ist nachfolgend BI€tox_2.Western Blotit dem
LICOR-System zur Quantifizierung der Proteinmeng®n transgenemBIC1YT und BICE®A aus
Gesamproteinextraktion aug\. thalianaKeimlingen der FS3Gener at i on. An t-tagwuAdrgegenr gegen
UTubulin. Tubulin wurde al s L a-bhtersiditantins ¥érhalmis zuesetztee.n d et
Als Negativiontrolle wurden nicht transformierte WA. thalianaCol-0 verwende(nt). (D) Quantifizierung der
Proteinmengevon BIC1IWT und BICEC” aus Gesamptoteinextraktion ausA. thaliana Keimlingen der F4

Generation. Durchgefiihrt wie (C). Versuche aus (C) und (D) wurden mit 3 technischen Replikaten durchgefiihrt.
Durchgefiihrte Tests signifikant nach BonferreKiorrektur bei *P < 0,00833. Bei dent-testswurden alle

Gruppen miteinander verglichems steht fir nicht signifikant.Standadabweichung als Fehlerbalken
wiedergegebert. zeigt artifizielles Signal.

Die Expression von BICY" aus den Konstrukten pGWB614 und pUBV386r in diesem
Ansatz nicht gelungen. Jedodtonnte ein starkes Signal ihICOR-System bei den
Konstrukten pGWB615 und pUBV341 detektiert werden. Beide Konstruktéesofdr eine
konstitutive Expression, jedoch wurde sich fur die folgenden Transformatioderthaliana

fur das Konstrukt puBV341 entschieden, wedrbeidie BIC1-VariantendurchdenUbiquitin
Promoter weniger stark konstitutiv exprimierterden als durch den 35SPromoter bei
pGWB615. Der 35%romote kann aufgrund seiner starken Expressionseigenschaften fir
GeneSilencingsorgen, sodass imachfolgendeenerationemenigeroder kein Fremdtein
mehrexprimiert werden wirdéschuberet al, 2004)

Sowohl BICHT als auch BICI“A im Konstrukt pUBV341 PUBQ10:3xHA-BICIWT,
PUBQ10:3xHA-BIC13¢A), transformiert in A. tumefaciens wurden mit derfloral-dip
Methodik (Cloughund Bent, 1998)n die noch geschlossendiiiten vonA. thalianaOkotyp

Col-0 eingebrachHierbei wurde, wie bei Pflanzetiblich, dasTransgen in eine beliebige Stelle

im Genomintegriert Mit Hilfe von stark sensitiverECL-Western Blotkonnten in der B3-
Generatiordie beiden BIC4Varianten nachgewiesen werdébb. 27B). Hierbei wurden pro
Transgen vier unabhangige Linien untersucht und deren Gaséentextrakte qualitativ nach

der Expressionler transgenemIC1-Variantenhin untersucht. Die Methode slECLs hat den
Vorteil, dass man ausschliel3licresdSignal der HRFk onj ugi ert en -t#&gnt i k°r
beobachtet wohingegen beim LICORSystem nicht nur die Fluoreszekanjugierten
Antikérper im Dunkelrotlicht (ca. 700 und 800 nm) angeregt werden, sondern auch andere
Proteine/Molekile die in diesem Bereich absorbieren. Aus diesem Grund wurdeesich
gualitativen Analysen stetfiir ein ECL-WesterrBlot entschieden. Fiur eine Quantifizierung der
Proteinmengevon BIC1-Variantenmusste jedoch auf ddsCORSystem zurlckgegriffen

werdendadie Intensitat der Flueszenzagsproportional und Uber einen weiten Bereroh
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der Proteinmenge amsgit Eine Quantifizierung UberECL-Western Blotist deutlich
schwieriger und wurde nicht durchgefiihrt. Es wurden jeweils zwei unabh&ngige Linien (Linien
die aus einem Transformati@signis bzw. einem Samen nach der Transformation
entstamnten) jedes Genotyps fir nachfolgende Untersuchungen verwendet, um einen
Positionseffekt ausschliel3en konnen. Hierbei wurde versugcj@weils zwei Linien zu finden,

die ein &hnliches Expressiohsvel vontransgenenBIC1YT bzw. BICE* besalRenNur
Linien mit einer &hnlichen Menge ahelprotein warenvergleichbar. Sowohl die FH3inien

(Abb. 27 ©), als auchdie F4-Nachzucht Linier{Abb. 27 D) wurden verglichen und fir spatere
Versuche verwendet. Das Expressitiesel von BICH'T schienin den LinienBIC1WTox_1
(umbenannt vor22_4 und BIC1VTox_2 @4 _1) vergleichbar zu sein. Ebenso vergleichbar
warendie Level von BICE“” in den LinienBIC13““ox_1 (L0_2 und BIC13“%ox_2 (12_2.

Auch untereinandererglichen zeigten BICA™ und BICECA Linien @hnliche Expressionslevel
Abweichend hiervon hattiie Linie BIC1VTox_1 eine signifikant geringere BI&¥1-Menge im
Vergleich zu beiden BICE” Linien in der F4Generation Ebenfalls beobachteturde eine
geringe Abnahme aller BICRroteinlevel in der F4&eneration im Vergleich zur F3

Generation

Die Quantifizierungder BICZXProteineerfolgte mit demLICORSystem, indem die relative
Intensitat der Fluoreszenz der BIC1 ProteinbarmglEmessen wurde und in Relation mit dem
Signal von Tubulin gesetzt wurde. Alle vier Linierttea eine vergleichbare Menge &tA-
BICIYT undHA-BIC13¢Ain der F3Generation

Die verwendeten vier Linien wurden nachfolgend auf ihre Homozygotie getestet, indem man
die Keimlinge der ausgesaten Samemeut mit dem Herbizid &tabehandeltegegendas sie
aufgrund desnittransformierten Selektionsmarkers eine Resistettersollten. Nahezu alle
geprobten Pflanzen lberlebten, woraus man eine Homozygotie schlussfagata(Rbb.
Anhang 2).

5.3.2 Wechselwirkungen zwischen BICiUberexpressioren in planta und biologischer

Funktion von Cryptochromen

Um zu testen, ob sich die Mutanten Linien Bi€bx phanotypisch &hnlich verhalten wie die
BIC1"Tox-Linien, wurden verschiedene Versuche durchgefiihrt. Cryptochiotheieren
verschiedene Signaltransduktionswege bei Anregung durch BlauliciihiBeerensie nach

Aktivierung bspw. das Hypokotyllangenwachstum. Dieser Effédt Teil der Deetiolierung
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(Ahmad et al, 1998) Durch die Messung von Hypokotyllangdsei unterschiedlichen
Lichtbedingungen lassen sich so Ruckschlisse auf die AktivitatPharorezeptorenwie

Cryptochrome im Blaulicht odesuch Phytochrome im Rotlichbzw. Dunkelrotschlie3en
(Casalund Boccalandro, 1995)Bei einermoglicheninhibierung von Cryptochromdurch

BIC1, wird das Wachstum ddflypokotyle dementsprechend auch im Blaulicht niciter

wenigerinhibiert. Jeweils zwei unabhangige Linien jeden Genotgps der F35eneration
(BIC1"Tox_1 und BICYTox_2 als UberexpressiagLinien von BIC1VT; BIC13“*ox_1 und
BIC13Aox_2 als UberexpressiosiLinien von BICT“A) wurden fiir die weiterenalysen
ausgesucht, da diese vier Linien vergleichbare Praiiel an transgenem BYC bzw.

BIC13“A haben Abb. 27C).

Zusatzlich zu den Quantifizierungen mitteWestern Blgt wurden die gemessenen
Hypokotyllangen (unter BlaulichtBedingungen) statistisch auf Normalverteilung hin
Uberpruft. So wurde Uberprift, oldie Linien bzw. die Hypokotyllangen nicht zuriick zum
Phanotyp des Wdtyp hin segregiden, sondern stets normalverteiaren(Abb. Anhang 3.
Die Mutanten waren alle normalverteilt, der WT jedoch streutDies wurde jedoch
vernachlassigt, da eine Streuung des WT die Ergebnisse weniger beeintreckiigbar st

dies moglicherweise durch eine zu kleine Anzahl an getesteten Individuen.

Die Samen der unterschiedlichen Linien wurderVdbh&tmanPapierausgesat und im Dunkeln
bei 6 °C fur 3 Tage stratifiziert. Danach wurde die Keiminduktion in der Anzuchtkadursr
Bestrahlung mit WeilslicHiir 4 h gestartet und die SamdanacHfir 20 h in Dunkelheit in die
Anzuchtkammerbei 22°C gestellt. AnschlielBend erfolgte die Inkubation fir 4 d bei den
Lichtbedingungen Dunkel, Blaulicht (30nol/n?s), Rotlicht (10 umol/rfs) und
Dunkelrotlicht (10 pmol/rfs). Nach Ablauf der Inkubation wurden die Keimlinge auf schwarze
Pappe ausgelegt, fotografiert und tUbmageJdie Lange der Hypokotyle bestimmt. Zuvor
wurde die Frage adressiert, welches Cryptochrom unter den gewahlten BlBeliahgungen
priméar fur die Inhibition des Hypokgllangenwachstums verantwortlich ist. Hierflir wurden
Wildtyp (WT), cryl/cry2 DoppetKnockoutMutante als auckcryl undcry2 EinzelKnockout
Mutanten getestetAbb. 28). Die DoppelMutante hat ein ca. 16fach lAngeres Hypokotgls
der WT, was autlas weitgehendé@usbleiben der Deetiolierungni Blaulicht zeigte. Einen
vergleichbare Phanotyp zeigt die cryl EinachMutante. Die Hypokotylldangen desry2-
Mutanten warenhingegen kurzer als deer cryl-Mutante und &hnlich dem WHieraus iel3
sich schlieRen, dass die beobachtete Deetiolierung durch 10 fs&8laulicht hauptsachlich
durch Cryptochrom 1 gesteuertixde
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Abb. 28 Cryptochrom 1 ist essentiell furdie Inhibierung des Hypokotyllangenwachstums unter Blaulicht.
Gezeigt sindHypokotyllangen unterschiedlicher Genotypen unter Blaulichtpis®l/n?s). Keimlinge wurden

nach 3d Stratifikation bei 6 °C und anschlie3ender Keiminduktion fur 4 d unter Blaulicht angezogen. Auswertung
erfolgte durch Fotografien der Hypokotyle auf schwarzer Pappe und Messung der Lange Uber diel8Saftyedre
Ausgewertet wurden 1 97-131 Keimlinge pro Genotyp. Durchgefuhrtd asts signifikant nach Bonferreni
Korrektur bei *P < 0,017t-Tests gegen den WT durchgeflBbxplots mit angegebenem Mediavlittelwert,
Minimum und Maximum und Whiskers im Bereich-85

Fur die Untersuchung, odie BIC13““ox-Linien einen vergleichbaren Phanotyp zu den
BIC1"Tox-Linien haben wurde die Hypokotyllange verschiedener Genotympan F3
Generatiorunter verschiedenen Lichtbedingungen verglichidib( 29 A). Hierbei wurde die
Frage adressiert, ob dizreifach-Cystein Mutation der BICE*ox-Linien einenEinfluss auf
die Cryptochrom Inhibierung ze2g
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Abb. 29 Die BIC1 Dreifach-Mutation von Cysteinen hat keinen Einfluss auf dielnhibierung von
Cryptochrom. (A) Messung der Hypokotyllangen unterschiedlicher Genotypen in unterschiedlichen
LichtbedingungenDie Samen der unterschiedlich&8-Linien wurden aufWhatmarPapierausgesat und im
Dunkeln bei 6 °C fir 3 Tage stratifizieAnschlieend erfolgte die Keiminduktiamder Anzuchtkammer fiir 4 h

und folgende Inkubation im Dunkeln fir 20 MAnschlieBend folgte die Inkubation fir 4 d bei den
Lichtbedingungen Dunkel, Blaulichif@ pmol/m?s), Rotlicht (0 pmol/n?s) und Dunkelrotlicht X0 pmol/n?s).
Auswertung erfolgte durch Fotografien der Hypokotyle auf schwarzer Pappe und Messung der Lénge uber die
Software ImageJ Ausgewertet wurden 02940 Keimlinge pro Lichtbedingung pro Genotypinter
Blaulichtbedingungen betrug n =481 Keimlinge Durchgeflihrte-Tests signifikant nach BonferroKiorrektur

bei *P < 0,0074286 t-Tests gegen den WT durchgefui{B) Auswertung der Blihinduktion durch Weil3licht
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(1157 120umol/ns). In der linken Abbwerden die Tage bis zur ersten Blitargestellt Dabei zahlte bereits
eine leicht gedffnete erste Blidés Beginn des Blihenblach Bliihbeginn wurden d&nzahl defRosettenblatter
(rechtes Diagramm) gezahlt. Ausgewertet wurden n = 20 verschiedene Einzelpflanzen. Durchg@fsise t
signifikant nach BonferrorKorrektur bei *P < 0,01.t-Tests gegen den WT durchgefuhrt. Boxplots mit
angegebenem Median, Mittelwert, Minimum und Maximum und Whiskers im Bereiéh (€ Fotografien der
obersten Bliitenstande gezeigter Genotypen. Im Hoikulseidie Cantiles weiRerPfeil. Cantilestreten bevorzugt
an der ersten Blute ohne Begleitblatt auf.

Neben den vier getesteten Uberexpression®n wurden als KontrolLinien WT (Col-0),
Cryptochroml undCryptochrom2 DoppetKnockoutMutante(cryl/cry? und Phytochrom A
(phyA und PhytochromB (phyB Mutante mitgetestetNach der Keimung wurden die
Keimlinge unterverschiedenen Lichtbedingungen fir 4 d angezoddie. gezeigten in
Dunkelheit gewachsend@enotypen weseneine Hypokotyllange gréer als rfm auf. Im
Vergleich zum WTwarendie Hypokotyllangen der Mutantemyl/cry2und phyA signifikant
kurzer und die der Linien BICTox_1 und BICYTox 2 signifikant langerUnter den
verwendeten Blaulicht und DunkelrotlichiBedingungen wrde das
Hypokotyllangenwachstum im Watarkinhibiert. Hierwarendie Hypokotyle teilweise Hnal

so lurz wie bei in Dunkelheit angezogene Keimlingen. Unter Rotlicht war das
Hypokotyllangenwachstum ebenfalls deutlich inhibi€tes deuteteauf die Deetiolierung
durch Cryptochrome im Blaulicht und Phytochrome Rwotlicht und Dunkelrotlicht hin.
Phytochrom A ist wichtig fur eine Deetiolierung im Dunkelrotlicht (sigihg/A Mutante),
wohingegen Phytochrome B wichtig fur die Inhibierung des Hypokotyllangenwachstums im
Rotlicht ist iehephyB Mutante) konsistent mit publizierten DatdRarksund Quail, 1993)
Die BIC1-Uberexpressionslinien ze&n sowohl im Dunkelrotlicht, als auch in Rotlicht nur
einen marginalen Unterschied zum WT. Einzig eileicht starkere Inhibierung des
Hypokotyllangenwachstumsni Rotlicht durch diebeiden BIC£““ox-Linien im Vergleich zu
den anderen Linierwar bemerkenswertin der Cryptochrom DoppetlKnockoutMutante
cryl/cry2war deutlich, dass Blaulichiur noch einen sehr kleinéinfluss auf die Lange des
Hypokotylsbzw. desseninhibition hate. Keimlinge im Dunkeln htéenjedoch immer noch ein
langeres Hypokotyl, als im Blaulicht aufgezogene Keimlidgghand des Vortestsel? sich
auf eine primare Rolle von Quyochrom1 auf die Deetiolierung unteden verwendeten
Blaulicht-Bedingungen schlieReAlle getesteten BICATox und BICE“*ox-Linien hatenein
langeres Hypokotyl unter Blaulichtbedingungen im Vergleich zum WT. Untereinandex zeigt
nur die Linie BICYTox 2 eine starkere Inhibierung des Hypokotyllangenwachstims
Vergleich zu BIC¥Tox_1 und decryl/cry2 Doppelmutantejedoch immer nocBignifikant

schwacherals beim WT. Dies deutet darauf hin, dass die Uberexpressinrsowohl von
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BICIWT als auch von BICK” dazu filhre, Cryptochrome zu inhibiereiie phyA Mutante
zeige einen geringen Einfluss auf die Deetiolierung unter Blaylighés ebenfalls in
Ubereinstimmung mit publizierten Daterar (Whitelamet al, 1993 Neff undChory, 1998)

Die BIC13¢A Mutanten hgenim Blaulicht deutlich langere Hypokotyle als der WT. Somit
schenen diese Mutanten in ihrer Aktivitat hinsichtlich Inhibierung der Funktion von
Cryptochrom nicht beeintrachtigiewesernzu sein.Somit warenauch die intermolekularen
Disulfidbriicken die BIC1'T zumindestin vitro ausbilden kann, fiir dessen Funktion nicht
essentiell Die Linien BICIWTox_1, BICI3“®ox 1 und BIC13“®ox _2 schienen die
Cryptochrome vollstandig oder weitgehend zu inhibieren, weil detgimotyp ahnlich der
cryl/cry2DoppetKnockoutMutantewar. Bei der Linie BIC1'Tox_2beobacht&tman nurine
partielle Inhibierung der Cryptochrome. Im Rand Dunkelrotlicht verteltensich alleBIC1
Uberexpressionkinien &hnlich zum WT. Somit inhibieren BICYT und BICEC trotz
marginaler, aber signifikanter Untersatiéeim Rot und Dunkelrotlicht wahrscheinlichicht

eine Deetiolierung, welchgurchPhytochronmB undrespektive Phytochrom Peguliertist.

Ein weitere durch Blaulicht regulierteProzessdurch Cryptochrome ist die Bluhinduktion
hauptsachlichgesteuertdurch Cryptochrom 2(Valverde et al, 2004) Nach Aussaat
unterschiedlicherGenotypenaus der F35enerationwurden die Pflanzen auf Erdm
Anzuchtschrankenm Langtag angezogeril§ h WeiRlicht bei 115120 pmol/im?s, 22 °C
tagsiber, 18 °C nachts, 50% Luftfeuchtigkddie Blihinduktion bzw. der Blihbeginn wurde
so definiert und ausgewertet, dass bereits eine leicht gedffnete erste Blite den Blihbeginn
definierte. Die Tage von Aussaat bis Bluhbeginn und die Anzahl an Rosettenblatter der
einzelnen Pflanzewurdengezahlt und ausgewertétl{b. 29 B). Blihzeitpunkt und Anzahl an
Rosettenblatterkorrelieren meist miteinander. D@ryptochromDoppetKnockoutMutante
cryl/cry2 diente dabei als Kontrolle. Die Kontrolle teatirca doppelt so lange bis zum
Bluhbeginn bendtigt als der WT (W35 + 1d undcryl/cry2Mutante63 + 3d). Die Linien
BIC1"Tox 2 (41 + 3d), BIC13“®ox_1 (43 + 2d) und BICE%ox_2 (42 * 2d) schHenen nur
wenig jedoch signifikantédngerals der Wildtypbis zum Blihbeginn benttigt zu habddie
Linie BIC1WTox 1 (34 + 1d) zeige uberraschenderweiseinen geringfiigig friiheren
Bliihbeginnim Vergleich zum WTDie Uberexpressionsinien BIC1WTox_2und BICIox3A
zeigen untereinandewenig Unterschieé im Blihverhalten sodass man davon ausgehen
konnte dass die CysteiAustausche in BICkeinen Einfluss auf dsen Funktion im Kontext
von Bluhverhalten hten Bei den Tagen bis zur Blutearendie Mutanten alle normalverteilt,
der WT jedoch street Bei den Daten der Blattanzakvaren nur die Kontrollen und
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BIC13“®0ox_1 normalverteilt(Test auf Normalverteilung durch Anderson Dagjimicht
gezeigt) Die erzielten Befunde deuen darauf hindass BICIkeinen grof3en Einfluss auf den
Signaltransduktionsweg von Cryptochramien Kontext von Bluherbesld oder dass BIC1
beim Zeitpunkt der Blihinduktionur fir eine partielle Inhibierung von Cryptochromen sorg
DassBIC1WTox_1, BIC13®ox_1undBIC13“"ox_2aber biologisch aktiwaren ergibt sich aus

deren Einfluss auf ddsypokotyllangenwachstum

A. thalianabildet spezielleStrukturen sogenannt€antiles wenn ihr Blihbeginwerzogerist
(Gookinund Assmann, 2021)Alle Linien, ausgenommewildtyp undBIC1WTox 1, zeigen

ein Cantilean derersten Bliute Abb. 29 Q). Dies spiege#t auch die Auswertung der Tage bis
Bluhbeginnwider, daalle anderen Linien mit verspatetem Bluhzeitunkt auch diese Struktur
bildeten

5.3.3 Weitere Effekte der Uberexpression von BIC1 imArabidopsis thaliana

Das Expressionkevel von BIC1 wird durchéul3ere Bedigungen wie Temperatur und Licht
reguliert(Wanget al, 2017b)und konntez.B. Einflisse auf die Wechselwirkungewischen
BIC1 undCryptochromen haben uradsschlaggebenskin ob einevollstandigeoder partielle

Inhibierungder Cryptochrome stattfindet

Neben den oben beschriebenen Prozessen wurde auctR&etten Durchmessers und
Rosetten Oberflache analysiert mit der Frage, ob die Uberexpression von BIC1 diese
beeinflusst. Hierfir wurden die Pflanzebenfalls im Weil3licht in LEEKXammern (6 h bei
115120 umol/nts, 22 °C tagsiiber, I°€ nachts, 50% Luftfeuchtigkg@@ngezogen. Verwendet
wurden Linien deF3-Generation3 Wochemach Aussaawurdendie Rosetten dePflanzen
mit einer Petrischale plattgedriickt und von oben fotograffdsb. 30 A). Die Flachealler
Rosettenblatter und der Durchmessir Rosettenwurden Uber die SoftwarelmageJ
ausgewertetAbb. 30 B). Diese Dokumentation zeigte ayahass die Uberexpressionslinien
von BICI"Tox und BICE“ox stark verlangerte Petiolentten und einige von dieserach
oben und zur Seite gebogeraren so wie dies flrine shadeavoidanceresponse(SAR
beschrieben igiKeller et al, 2011) Signifikantgrof3erwar der Durchmesseter Rosetten der
BIC1WTox und BICE%ox-Linien im Vergleich zum WT und der CryptochroBoppet
KnockoutMutantecryl/cry2 mit Ausnahme von BIC{Tox_2 Augenscheinlich korreliertde
Flache der Rosettenblatter mit dem Durchmesser der GesamtrdSeitestische Tests

bestatigten aber keinen Unterschiemischen Wildtyp, cryl/cry2 und den BIC1
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Uberexpressionslinien mit Ausnahme vBIC13““ox_2 Die, wenn auch nicht signifikant,
vergroRertd-lacheder Rosettenblatter konnieil einesshadeavoidanceresponsesein Esist
bekannt, dass Pflanzen durch eine partielle Inhibierung von Cryptochromtenschwachem
Blaulicht mitshadeavoidanceresponseeagierer(Pedmaleet al,, 2016) Da die Cryptochrom
DoppetKnockoutMutante und der WT sich nicht untergaden, lonntemandavon ausgehen,
dass fur den beobachteten Effekt Cryptochrome nur teilweise inhibiert seiendiader dass
die BICs hier eine von Cryptochromen unabhéangige FunktiterhdVie schon bei anderen
Prozessen weiter oben beschrieben, e@igth hier die Uberexpression der Bi€iMutante

keinen Unterschied zu BI®1T.
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Abb. 30 Partielle Inhibierung von Cryptochromen, nicht aber deren vélliger Ausfall, induziert eine shade
avoidanceresponse (A) Fotografien einzelner Pflanzeser entsprechendeGenotypen verwendet fir die
Auswertung gezeigt inB. Die Rosetten wurden vorsichtig mit einer Pladdi&trischale plattgedriickt. Als
GroRenstandard dieagine ein CenMinze, welche mit jeder Pflanzenrosetti#gfotografiertwurde Qurchmesser
16 mm).Bilder der Pflanzen wurden mit eindigitalen Kamera aufgenommen urmie Bilder in der Software
ImageJausgewerte{B) Linkes Diagramm zeigt die Messung der Rose@@erflache in mrhpro Blatt. Rechtes
Diagramm zeigt die Messung der Rosetiirchmesser gezeigter Genotypéwsgewertet wurden n =-3
verschiedene Einzelpflanzen. Durchgefuhfleests signifikant nach Bonferre#iorrektur bei *P < 0,01t-Teds
wurden gegen den WT durchgefiBbxplots mit angegebenem Median, Mittelwert, Minimum und Maximum
und Whiskers im Bereich 95.
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5.4 Blaulicht-Effekt auf transkriptioneller Ebene

Pflanzen reagieren durch Anderungen der Genexpression auf die Exposition von Blaulicht. In
Wanget al (2016 wurde gezeigt, dass Uber 1200 Geng.ithalianaBlaulicht-abhangig durch
Cryptochrome reguliert werden. Zusatzlich zeigten die Autoren, dass knapp 1000 Gene von
Cryptochromen und BICs zusammen reguliert werden und weitere 400 Gene exklusiv von
BICs. Im Rahmen dieser Arbeit sollten publizierten Daten Wanget al (2016) bestatigt

werden.

5.4.1 Transformation von HA-BICL1 in cryl/cry2DoppelKnockoutMutante

Zusatzlich wurde die Frage adressiert, ob und wenn ja welche Gene exklusiv von BIC1 und
somit in Abwesenheit von Cryptochromen reguliert werden. Hierzu wurden neben den
bestehenden Linien BIGTox_1 und _2 in CeD-Hintergrund, den Kontrollen WT und der
cryl/cry2Mutante noch zwei weitere unabhangige Linien generiert, die'81@id cryl/cry2
Hintergrund (Col) Gberexprimierten. Hierbei wurde wie in 5.3.1 das Transgen auf dem Vektor
pUBV341 (PUBQ10::3xHABIC1VT) (iberA. tumefacienin cryl/cry2Pflanzen eingeracht.
BIC1"Tox_3 (ryl/cry?d und BICIWTox_4 ryl/cryd wurden bis in die F&eneration
gezuchtet und mitteM/estern BloAnalyse wurde die Proteinmenge von H4C1 bestimmit.

Ziel war es, Linien zu identifizieren, die eine ahnliche Proteinmenge an transgenem BIC1
untereinander tiberexprimierten und eine dhnliche Proteinmenge besaRen WitoRI1Qund

_ 2 im ColO-Hintergrund Abb. 31).
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Abb. 31 HA-BIC1 Quantifizierung in Pflanzen mit cryl/cry2Hintergrund. Western Blomit demLiCOR
System zur Quantifizierung der Proteinmenge von transgenent'Bils Gesarptoteinextrakt vorA. thaliana
KeimlingenderFsGener ati on.
als Ladekontrolle verwendet, um die BKBttensitaten ins Verhéltnis zu setzten. Als Negativkontrolle wurden
nicht transformierte WA. thalianaCol-0 verwendet (nt). Die Quantifizierung wurde mit 3 technisdReplikaten

durchgefiihrt. DurchgefluihrteTtests signifikant bei *P < 0,05. ns steht fur nicht signifikant. Standardabweichung

AnttaighkAd pgegegregEfiubuAi n

als Fehlerbalken wiedergegeben. * zeigt artifizielles Signal.

wur den

Die ermittelten Mengen an HBIC1 in den F3aLinien der BICY Tox-Pflanzen imcryl/cry2

Hintergrund waren nicht signifikant unterschiedlich. Die fur die RBEquenzierung

verwendeten und getesteten Linien B{€ax_1 zeigten ein Verhaltnis von BIC1 zu Tubulin
in der F4 von 0,05 und BIGTox_2 in der F4 von 0,09pb. 27 D). Die zusatzlichen Linien
(beide in der F3) zeigten eine starkere Expression. Bi@4 3 ryl/cryd zeigte ein
Verhaltnis von BIC1 zu Tubulin von 0,12 und B{bx_4 cryl/cry? von 0,16(Abb. 31).
Die Linien BICI"Tox_3 ryl/cry? und BIC1HTox_4 ryl/cry? wurden nachfolgend auf ihre

Homozygotie des Transgens getestet, indem die Keimlinge déeR8ration erneut mit dem

ver.\

Herbizid Basta gegen das sie eine mittransformierte Resistenz haben sollten, behandelt wurden

(Abb. Anhang 2). Beide Linien zeiten nur eine Uberlebensrate von ca. 85%, was auf eine

maogliche Heterozygotie hinwies.
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5.4.2 Biologische Replikate zeigen hohe Varianz

Untersucht  wurden die transkriptionellen  Veranderungen  nachsturzliger
Blaulichtbestrahlung (20 umolAs). Die Linien WT (Col0), diecryl/cry2DoppetKnockout
Mutante, die BICiUberexpressions Linien im GOHintergrund (BICY'Tox_1 und _2), und

die BIC1-Uberexpressions Linien imaryl/cry2Hintergrund (BICY'Tox_3 und _4) wurden
untersucht. 5 d alte Keimlinge, aufgezogen in Dunkelheit, wurden entweden fiilBaulicht
bestrahlt oder in Dunkelheit belassen. Im Anschluss wurden die Hypokotyle und Kembla
der Keimlinge geerntet und in flissigera Weggefroren. Durchgefihrt wurde das Experiment
mit 3 biologischen Replikaten. Die RNAs der Proben waralgfgereinigt, deren Integritat in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Becker bestimmt und die mRNA wur@oiogne Center

for Genomicssequenziert. In Kooperation mit Paul Klemm aus der Arbeitsgruppe Lechner
wurden die Datefpioinformatisch ausgewertet. Die relative Transkriptmenge deBHA
Transgens in den transgenen Linien konnte anhand der Sequenzigategdestimmt werden
(Abb. 32 A, B. Die Menge an Transkripten von HBIC1 war aufgrund des konstitutiven
UBQ10-Promoters lichtunabhéngig. AufRerdem konnte bei den Transkriptmengen von HA
BIC1 derselbe Trend wie bei den Proteinmenge beobachtet werden. Die Menge der Transkripte
war in allenLinien vergleichbar, bis auf die Linie BI®lox_1, in der die Menge signifikant

niedriger war.
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Abbildung 32: Relative Transkriptmenge des heterologen HAIC1 wurde in allen transgenen Linien
detektiert. (A) Transkriptmenge von Keimlingen nach Blauli@#strahlung. B) Transkriptmenge von
Keimlingen im Dunklen inkubiert. Ergebnisse entstammten der {Sduenzierung. Fragmemiappingder
Transkripte erfolgte mit der Softwalmwtie gegen die DNASequenz des Transgens. Jede Linie wurde mit 3
biologischen Replikaten getestet. Durchgeflhifests signifikant nach BonferreKiorrektur bei *P < 0,008333.

Bei den ttests wurden alle Gruppen miteinander verglichen. ns steht fiir nicht signifikant. Standardabweichung
als Fehlerbalken wiedergegeben.

Bei der Betrachtung einer generellen Transkripiéenanderung wurden alle Linien
miteinander verglichempb. 33 A). Alle Linien, sowohl Uberexpressioitsnien, als auch die
Kontrollen zeigten einen Einfluss von Blaulicht auf die allgemeinen Veranderungen in der
Genexpression. So zeigten WPflanzen, die im Dunkel gewachsen waren, einen Unterschied
im Transkriptom miteiner Varianz von ca. 44% im Vergleich zu Wlanzen, die 2 h mit

Blaulicht bestrahlt worden waren. Ein &hnlich starker Effekt wurde Ulcheaderweise bei
118



cryl/cry2Pflanzen beobachtet. Somit kann geschlossen werden, dasskffekeBlaulicht
unabhéngig von Cryptochromen ist. Alle Linien schienen eine &hnliche Anderung der
Genexpression durch Blaulichtbestrahlung aufzuweisen. Auffétig dass die jeweils drei
biologischen Replikate einer Linie eine hohe Varianz untereinander aufzeigten. Die
beobachteten Veranderungen im Transkriptom einigerDAffikelproben ahnelten eher den
Veranderungen in anderen Linien, als denen andereiDWikelprolen. Aufgrund dises
Problems, ergab sich eine gro3e Erschwernis in der Auswertung der- RNA

Sequenzierungsdaten.

Die WT-Proben dienten als Kontrolle, sprich die transkriptionellen Veranderungen der anderen
Linien wurden mit der Genexpression der Wioben verglichen. Hierzu wurden alle drei
biologischen Replikate zusammengenommen. Weil die Varianz der Proben savégch
ergaben sich allerdings nur wenige signifikante Veranderungen in der Genexpression (hoch
runterreguliert beliog2-foldchange> 1) (Abb. 33 B).
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Abb. 33: Analyse der RNA-Sequenzierung(A) Variancestabilizingtransformation(vsd) Principal component
analysis(PCA). Die berechnete Varianz der Genexpressionen zwischen&¥p@ienzierungBroben und den
zugehdorigen Genotypen und Lichtbedingungen sind mathematisch als PC1 und PC2 berechnet und dargestellt. In
der Berechnung bertcksichtigt wurden die 1000 am meisten laridbene bzw. Transkripte (HVGs)B)(
Uberblick aufgezeigter, unterschiedlich exprimierter Gene (DEG). Verglichen wurden jeweils zwei Proben
miteinander. Signifikanz eines hochder runterregulieen Genes wurde bdébg2-foldchange> 1 und einem

adjusted pvaluevon 0,05 angesetzt. Stark regulierte Gene wurden bei diog®foldchange> 3 dargestellt.
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Nicht signifikante Genexpressiofog2-foldchange< 1) oder solche, die mathematisch nicht zugeordnet werden
konnten, wurden in der mittleren Spalte aufgezeigt. ns steht fiir nicht signifikant.

Im Durschnitt wurden pro Genotyp mehr als 30000 Gene bzw. unterschiedliche Transkripte
gefunden. Im Dunkeln zeigten alle Linien nur wenige transkriptionelle Verdnderungen
untereinander. Die groRte Anderung der Genexpression war durch BlkBegtinahlung
ausgelost, exemplarisch zu sehen beilanzen gewachsen in Dunkelheit oder fir 2 Stunden
mit Blaulicht bestrahlt. Hier wurden 1705 Gene identifiziert, die Blaulatittangig
hochreguliert wurden, wovon 186 davon stark hochreguliert wurdg?2-foldcharge > 1,

oder> 3). Weiterhin wurden 1067 Gene Blauliatihédngig runterreguliert, davon 93 stark. Um
den Effekt der Cryptochrome zu studieren, wuraeyl/cry2Pflanzen mit WTPflanzen
verglichen, die beide mit Blaulicht bestrahlt worden waren. Es wurde davon ausgegangen, dass
cryl/cry2Pflanzen, die unter Blaulicht inkubiert wurden, ein vergleichbares Transkriptom
hatten wie WTPflanzen, die in Dunkelheit aufgewachsen waren. Jedoch zeigte der Vergleich
voncryl/cry2Pflanzen und WAPflanzen inkubiert untdBlaulicht Unterschiede inryl/cry2
Pflanzen in nur 30 Genen, die im Blaulicht hochreguliert und in 79 Genen, die im Blaulicht
reprimiert waren. Somit wurde kein groR3er Unterschied in der Blatlichtregulation

zwischen Wildtyp unaryl/cry2Mutante gefunden.

Das Gleiche trifft auf alle BIGUberexpressions Linien zu, sowohl im @sHintergrund, als

auch imcryl/cry2Hintergrund. Beide BICY ox-Linien im cryl/cry2Hintergrund verglichen

mit WT-Pflanzen undryl/cry2Pflanzen, die unter Blaulicht inkubiert worden waren, zeigten
nur marginale Veranderungen, sodass kein deutlicher Effekt durch BIC1 Uberexpression
erkennbar war. Bei BICY ox_4 Eryl/cry2 warenca. 50 Gene hochreguliert und knapp 100
Gene runterreguliert. Unter Blaulichtbedingungen wurden becgdricry2-Pflanzen 30 Gene
hochreguliert und 79 runterreguliert. Bei einem Vergleich von beiden'BigdLinien (Cok
O-Hintergrund) mit WTFPflanzen identifizierte man maximal 11 Gene die Blawatbhiangig

hochreguliert wurden und 25 Gene, deruntereguliert wurden.
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5.5 Photobodesvon Cryptochrom 1 und Inhibierung durch BIC1

Trotz hoher strukturelleAhnlichkeiten und tiberschneidenden Funktionen derthaliana
Cryptochrome 1 und 2 waren bisher sogenapht#obodiesur beicry2 beobachtet worden
(Ahmadet al., 1998; Wangpt al, 2016) In jungsterZeit wurdencryl photobodiedeschrieben
(Liu et al, 2022) waren aber zu Begindieser Arbeitunbekanntim Rahmen dieser Arbeit
wurde die Frage adressiergb unter Lichteinfluss crylphotobodiesentstehen, oder diese
spezifisch fir cry2 sind

5.5.1 Intrazellulare L okalisation von Cryptochrom 1 und 2

Vorlaufige Untersuchungen von i benthamian&ransient exprimiertearyl- undcry2-GFP
(beide Proteine als Volllangdftonstruktein Plasmid pUGT1 Destzeigten, dassryl-GFP
unterden gewahltehichtbedingungerfAnregungmit Laserbei 488 nmund ohne zusatzlicher
Vorbestrahlung bis auf di&nzucht der Pflanzen irbangtag ¢a. 130umol/ns 16 h Licht, &
Dunkel, tagsuber 24,5 °C und nachts 19,5 °C, Luftfeuchtigkeit S08it)ephotobodiexzeige
(Abb. 34 A). Die Aufnahmen wurden direkt aufgenommerh.das Laserlicht des Mikroskops

wirkte nur kurz auf die Probe
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Abb. 34 Photobody Bildung von cry2, aber nicht von cryl unter moderaten Lichtbedingungen (A)
Vergleich von cryl-GFP mit cry2-GFP unter einem Konfokalen Laserscan Mikroskop (KLSRB. Die
Aufnahme vorcry1-GFP ist eineOrthSereoMaxProjektion aus 20 Einzelbildern. Die Aufnahme \ay2-GFP
ist eine EinzelaufnahmeDas RFP mCherryNLS wurde -@xprimiert, um als Kontrollprotein diendgliche
Lokalisation der GFPFusionenim Zellkern nachweisen zu kénnen (rechte Reihe). Die Blattproben wurden
N. benthamian@flanzen die untetLangtagbedingungen in danzuchtkammeangezogen worden waren, direkt
entnommen. Die Proben wurden ohne weitere Behandlung direkt unter dem-8B3¢emessenDabei wurde
mit 488 nmdasGFP angeregt undie Emission bei 50515 nm gemesseggrinerKana) und RFP bei 543 nm
angeregt und Emission bei 6625 nm gemessdnoterKana). Die genauen IntensitatelerverschiedeneLaser
eines zwischenzeitth ausgedienten KLSM (SP2gssen sichnicht mehr genau ermittelnUnter desen
Bedingungen wurden nur beaiy2-GFPphotobodieseobachtet, bairyl-GFP hingegen nich{B) Vereinfachtes
Schemader Proteinstruktur vorryl undcry2. In Grau von den Softwaredphafolddisorder iber MobiDB
ermittelte intrinsisch, ungeordnete Regionen oder auch (PRsesaret al, 2022)
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