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Summary

The focus of this study was to improve the understanding of the activation and deactivation of
A. thaliana cryptochromes, 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 from A. thaliana showed distinct and specific
inhibitory effects on the cryptochromes (Wang et al., 2016). Using various protein-biological
and plant-physiological methods in this work, some of these inhibitory effects were confirmed

and further data on the role of BICs provided.

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

a dose-response of cryptochrome activity.

In vitro studies focused on heme-binding by BIC1 (initially demonstrated in the dissertation of
N. Niemann, Philipps-University of Marburg, 2021) were continued. A general affinity of heme
to BIC1 was confirmed in vitro and in planta. Through the replacement of the three cysteine
residues in BIC1 by alanines (BIC1°“* mutant), it was shown that this mutant protein when
heterologously expressed in E. coli is incapable of binding heme. Likewise, this mutant no
longer exhibited the formation of intermolecular disulfide bridges which were observed in
BIC1WT when recombinantly expressed in E. coli. However, BIC13“? still showed biological
activity in planta, indicating that the ability to form intermolecular disulfide bridges are not

essential for the BIC1 inhibition of cryptochromes.

The formation of photobodies by cryl under strong blue light described by Liu ef al. (2022)
were confirmed in this study. In contrast to previous results, photobodies were not only
identified in the nucleus but also in the cytoplasm of N. benthamiana leaf cells. The formation
of cryl photobodies was inhibited by co-expression of BICI, confirming the results of Liu et
al. (2022). Further work is needed to identify the function and biological relevance of these

cryl photobodies.



Zusammenfassung

In dieser Arbeit lag der Fokus darauf, das Versténdnis iiber die Aktivierung und Deaktivierung
von A. thaliana Cryptochromen zu verbessern, insbesondere in Bezug auf die Inhibierung von
cryl und cry2 durch das antagonistische Protein Blue light Inhibitor of Cryptochromes 1
(BIC1). In den ersten Arbeiten zu BICs nach deren Entdeckung in 2016 zeigten BIC1 und BIC2
aus A. thaliana eindeutige und spezifische inhibitorische Wirkungen auf die Cryptochrome
(Wang et al., 2016). Mithilfe verschiedener proteinbiologischer und pflanzenphysiologischer
Methoden wurden in dieser Arbeit einige dieser hemmenden Effekte bestétigt und zusitzliche

Daten zur Rolle der BICs bereitgestellt.

Uberexpressions-Linien von BIC1 in A. thaliana Col-0-Hintergrund zeigten lingere
Hypokotyle unter Blaulicht, einen verzdgerten Blithbeginn unter Langtagbedingungen und eine
Schattenvermeidungsreaktion unter Langtagbedingungen und starkem WeiBlicht. Diese
Beobachtungen zeigten, dass eine Uberexpression von BIC1 zu einer partiellen Inhibierung von
Cryptochromen fiihrt und somit eine dosisabhidngige Reaktion der Cryptochrom Aktivitit
auftritt.

In vitro Studien zur Ham-Bindung durch BICI (zuerst gezeigt in der Dissertation von N.
Niemann, Philipps-Universitdt Marburg, 2021) wurden fortgesetzt. Bestitigt werden konnte
eine generelle Affinitdt von Ham zu BIC1 in vitro und in planta. Durch Austausche von drei
Cysteinreste in BIC1 zu Alanin (BIC1’“* Mutante) wurde gezeigt, dass dieses Protein kein
Ham mehr bindet, wenn es heterolog in E. coli exprimiert wird. Ebenso zeigte diese Mutante
keine Bildung von intermolekularen Disulfidbriicken, die bei der rekombinanten Expression
von BICIWT in E. coli beobachtet wurden. Dennoch zeigte BIC13“* in planta weiterhin
biologische Aktivitit, was darauf hindeutet, dass die Fahigkeit zur Bildung von
intermolekularen Disulfidbriicken fiir die Inhibierung der Cryptochrome durch BICI nicht

entscheidend ist.

Die zuvor bei Liu et al. (2022) beschriebene cryl photobodody Bildung unter starken Blaulicht-
Bedingungen wurde in der vorliegenden Arbeit bestitigt. Hierbei konnte im Gegensatz zu
bisherigen Ergebnissen photobodies nicht nur im Zellkern, sondern auch im Cytoplasma von
N. benthamiana Blattzellen identifiziert werden. Die Bildung von cryl photobodies wurde
durch die Co-Expression von BIC1 gehemmt, was die Ergebnisse von Liu et al. (2022) ebenfalls
bestitigt. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die Funktion und biologische

Relevanz dieser cryl photobodies zu identifizieren.
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1 Einleitung
1.1 Pflanzliche Photorezeptoren und die Wahrnehmung von Licht

Die Erde empfingt 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 aus CO; und Wasser, Sauerstoff und
Zucker herzustellen. Dieser Mechanismus ist als oxygene Photosynthese bekannt und
ermOglicht erst das Leben von aeroben Organismen, einschlieflich des Menschen (Whitmarsh
und Govindjee, 1999). Ein Teil der elektromagnetischen Strahlung, die wir mit unseren Augen
als sichtbares Licht wahrnehmen, kann jedoch nicht nur als Energielieferant fiir phototrophe
Organismen dienen, sondern auch als Information iiber die Umwelt fiir diese und fast alle
anderen weiterer Organismen. Die Féhigkeit, Informationen iiber die Umwelt aus Licht zu
gewinnen, wird durch sogenannte Photorezeptoren ermoglicht. Photorezeptoren regulieren eine
Vielzahl an biologischen Prozessen, wie z. B. die Photomorphogenese, Phototropismus,
Bliihverhalten, Detektion von Nachbarpflanzen und Steuerung der Inneren Uhr bei Pflanzen

(Lin, 2000).

Hohere Pflanzen verfiigen liber Photorezeptoren mit unterschiedlichen Absorptionsspektren.
Diese Photorezeptoren ermoglichen es den Pflanzen, die spektrale Zusammensetzung,
Intensitdt, Richtung und Dauer des Tageslichts effizient zu erkennen und sich entsprechend
anzupassen. Die verschiedenen Photorezeptorklassen umfassen dabei den UV-B Rezeptor UV
RESISTANCE LOCUS 8 (UVRS8) (Heijde und Ulm, 2012), verschiedene Phytochrome (phy),
die im Rot- und Dunkelrotlicht agieren (Quail, 2010), die UV-A und Blaulichtrezeptoren,
Phototropine (PHOT) (Christie, 2007), Light Oxygen Voltage (LOV) -Domine/F-Box Proteine
(Zeitlupe Familie, ZTL; Flavin-binding Kelch repeat, F' box, FKF1; LOV Kelch Protein 2,
LKP2) (Ito et al., 2012), sowie Cryptochrome (cry) (Wang und Lin, 2020b) (Abb. 1).
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Abb. 1: Photorezeptoren Hoherer Pflanzen und Prozesse, die sie steuern. Gezeigt sind Photorezeptoren in
ihren jeweiligen Wirkungs- und Absorptionsbereichen. Der im UV-B und Blaulicht agierende Rezeptor UVRSE,
im UV-A und Blaulicht agierende Cryptochrome (cry), PHOTs und LOV-Domine/F-Box Proteine
ZTL/FKF1/LKP2, dargestellt durch ZLF. Im Rot- und Dunkelrotlicht agierende Phytochrome (phy). Modifiziert
nach Wang und Lin 2020b.

Die Pflanze Arabidopsis thaliana (A. thaliana) gehort zur Familie der Kreuzbliitler
(Brassicaceae) und ist fiir die Photobiologie der Pflanzen der bedeutsamste Modellorganismus.
A. thaliana bietet zahlreiche Vorteile flir die Forschung, da ihr Lebenszyklus von der Keimung
bis zur Samenreife nur ca. 6 Wochen betrigt, die Pflanze sehr klein und handhabbar in den
meisten Laboratorien ist und die Féhigkeit zur Selbstbefruchtung besitzt, wahrend auch
Protokolle fiir Kreuzungen etabliert sind (Meinke ef al., 1998). Die Pflanze ist auch aufgrund
thres kleinen Genoms, welches ca. 25.000 Gene enthdlt und im Jahr 2000 vollstindig
sequenziert wurde (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) und der Zugénglichkeit fiir
verschiedene genetische Ansétze einschlieBlich CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) (Miki et al., 2018) ein ideales Modellsystem. Durch die
Generierung von A. thaliana Mutationslinien durch das Pflanzenpathogen Agrobacterium
tumefaciens, sowie Sammlungen von T-DNA-Insertionsmutanten-Linien und deren Analyse
wurden an dieser Modellpflanze wichtige Entdeckungen von grundlegenden Prozessen auch im
Bereich der Photobiologie gemacht, einschlieBlich der Entdeckung aller Photorezeptoren von

Hoheren Pflanzen, wie oben beschrieben (Clough und Bent, 1998; Krysan et al., 2002).



1.1.1 Rotlichtrezeptoren

Die Rot- und Dunkelrotlicht Photorezeptoren in Arabidopsis thaliana sind die
Phytochrome A-E (Butler et al., 1959; Clack et al., 1994). Allgemein gesprochen haben
Phytochrome zwei strukturell wichtige Doménen, die N-terminale Sensordoméne und die C-
terminale Effektordomine. Uber die Effektordomine wird die Dimerisierung, sowie die
Signaltransduktion vermittelt (Quail, 1997; Qiu et al., 2017). Die C-terminale Domine besteht
wiederum aus Subdominen, den Per-Arndt-Sim (PAS) -Doménen und einer Histidine Kinase-
related (HisK-like) -Doméne. Letztere ist verwandt mit Histidin Kinasen, wie man sie auch in
cyanobakteriellen Phytochromen noch funktional findet (Yeh et al., 1997; Yeh und
Lagarias, 1998). Die Photochemie wird durch einen Bilin Chromophor und dessen
Proteinumgebung in der hoch konservierten, N-terminalen, photosensorischen Kernregion
ermoglicht. Diese Kernregion besteht aus PAS, cGMP-Phosphodiesterase/adenyl Cyclase/FhlA
(GAF) und Phytochrom (PHY) -Dominen (Wagner et al., 2005). Die durch Rotlicht ausgeloste
Konformationséinderung des Chromophors entsteht durch eine Z-E-Isomerisierung einer
Doppelbindung zwischen C15 und C16 (Kneip et al., 1999). Phytochrome liegen entweder in
einem Rotlicht-absorbierenden (Pr) Zustand oder dem biologisch aktiven, Dunkelrotlicht-
absorbierenden (Pfr) Zustand vor. Dabei konvertiert die Pr-Form nach Absorption von Rotlicht
in die Pfr-Form und vice versa. Die Riickreaktion kann zusitzlich iliber eine thermische
Riickreaktion, der Dunkel-Reversion, iiber eine ldngere Inkubation in Dunkelheit ablaufen, bei
der die instabilere Pfr-Konformation zu Pr revertiert (Borthwick et al., 1952; Kunkel et al.,
1995). Die Signal-Antwort von pflanzlichen Phytochromen ist komplexer als bei Prokaryoten
und beinhaltet einen Rotlicht-gesteuerten Transport in den Zellkern, Bildung von nuclear
bodies und Regulation von Transkriptionsfaktoren (Van Buskirk er al., 2014). Vereinfacht
lassen sich die Phytochrom-Antworten durch verschiedene Arbeitsweisen unter bestimmten
Fluenzraten unterscheiden. In A. thaliana steuern bei niedrigen Fluenzraten (LFR) die
lichtstabilen phyB-E die Lichtantworten. Nach Anregung und Kernimport interagiert bspw. die
Pfr-Form von phyB mit dem Transkriptionsfaktor phytochrome interacting factors 3 (PIF3)und
sorgt letztendlich fiir eine Anderung der Genexpression (Ni et al., 1999). Zudem werden PIFs
durch Pfr dem Abbau zugefiihrt (Legris et al., 2019). Die Signaliibertragung wird durch Protein-
Protein Interaktion gewéhrleistet. Fiir eine Phytochrom-Antwort unter sehr niedrigen
Fluenzraten (VLFR) und hohen Fluenzraten im Dunkelrotlicht (HIR) akkumuliert das
lichtlabile phyA (A. thaliana) durch die Proteine Far-red elongated Hypocotyl 1 (FHY) und
FHY1 Like (FHL) nach Lichtaktivierung im Zellkern (Genoud et al. 2008). Im Gegensatz zu



phyB, welches primidr im Rotlicht agiert, steuert somit phyA die Deetiolierung im Dauer-
Dunkelrotlicht (Parks wund 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 PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1)/ SUPRESSOR
OF PHYTOCHROME A-105 (SPAs) E3 Ubiquitin Ligase Komplex durch lichtgetriebene
Interaktion und ermdglichen die Deetiolierung iiber Transkriptionsfaktoren wie LONG
HYPOCOTYLS (HYS) und LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1 (HFR1), welche ansonsten
im Dunkeln durch COP1/SPA polyubiquitiniert und dem proteasomalen Abbau zugefiihrt
wiirden (Su et al., 2017). Zusammenfassend regulieren Phytochrome eine Vielzahl an
Prozessen, wie der Samenkeimung (Shinomura, 1997), Blithinduktion (Halliday et al., 2003)
und der Schattenvermeidungsreaktion (shade-avoidance response, SAR), eine
Anpassungsreaktion um in dichter Vegetation aus dem Schatten anderer Pflanzen heraus ans

Licht zu wachsen (Franklin 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. Die in A. thaliana vorhandenen
PHOT1 und PHOT2 regulieren den lichtinduzierten Phototropismus, das Wachstum hin
(positiver Phototropismus) oder weg (negativer Phototropismus) vom Licht (Liscum und
Briggs, 1995; Briggs und Christie, 2002). Phototropine binden iiber die LOV-Doménen den
Chromophor Flavinmononukleotid (FMN). Dieser sorgt nach Absorption fiir eine
Konformationsdnderung im Apoprotein, sodass eine Signaltransduktionskaskade gestartet
wird, angefangen mit lichtinduzierter Autophosphorylierung (Christie et al., 1998; Sullivan et
al., 2008). Im Dunklen ist FMN nicht kovalent gebunden, wéhrend im Licht eine Cysteinyl-
Bildung auftritt (Salomon et al., 2000). Einige der wichtigsten durch Phototropine ausgeldsten
Reaktionen sind neben dem Phototropismus die Regulation des Wachstums von Pflanzenzellen
(Takemiya et al., 2005), der Chloroplastenbewegung (Sullivan et al., 2008) und der Offnung

der Stomata und der damit verbundenen Regulation des Gasaustausches (Talbott ef al., 2006).



1.1.2.2 Zeitlupe-Familie

Auch die Blaulichtrezeptoren der Zeitlupe-Familie zeichnen sich durch eine LOV-Doméne mit
gebundenem FMN als Chromophor aus. Zusétzlich charakteristisch fiir die ZTL/FKF1/LKP2
Proteine sind die namensgebenden F-Box und Kelch-Doménen (Nelson ef al., 2000; Imaizumi
et al., 2003). Proteine dieser Familie regulieren malgeblich die circadiane Uhr und
photoperiodisches Blithverhalten (Kim et al., 2007). Teilweise sind die Wirkungsmechanismen
dieser Photorezeptoren noch nicht im Detail verstanden, jedoch konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass rhythmische Expression von ZTL fiir die Kontrolle des Proteasom-abhédngigen
Abbaus des Uhr-Proteins Timing of CAB Expressionl (TOC1) notwendig ist. Folglich wird die
circadiane Uhr und einhergehende circadiane Verdnderungen der Genexpression durch
Regulation der Stabilitit von TOC1 durch eine Protein-Protein Interaktion mit ZTL
gewihrleistet (Mas et al., 2003). FKF1 sorgt fiir lichtgetriebenen Abbau von Cycling DOF
Factor 1 (CDF1), dem Repressor fiir CONSTANS (CO) und sorgt somit fiir dessen
Stabilisierung und fiir eine Blithinduktion (Imaizumi et al., 2005). Eine andere Art der
Regulation des photoperiodischen Wegs erfolgt auf Ebene der Transkription durch
Cryptochrome-interacting basic helix-loop-helix 1 (CIB1). Dieser Transkriptionsfaktor
interagiert Licht-abhéngig mit cry2. Zusétzlich wird der Abbau von CIBs durch ZTL nach
dessen Photoaktivierung unterdriickt (Liu ef al., 2013).

1.1.2.3 Ultraviolett-B Rezeptor

Der UVRS Photorezeptor wurde erstmalig bei einem Screening nach UV-B hypersensitiven
Arabidopsis Mutanten entdeckt (Kliebenstein et al., 2002). Im inaktiven Zustand ist UVRS ein
Homodimer, das nach UV-B Absorption monomerisiert. Die Absorption erfolgt hierbei nicht,
wie bei anderen Photorezeptoren iiblich, liber einen zusdtzlichen Chromophor, sondern {iber
intrinsische Tryptophane (Rizzini et al., 2011). Die aktiven UVR8 Monomere akkumulieren im
Zellkern und interagieren dort unter anderem mit der E3 Ubiquitin Ligase COP1 (Kaiserli und
Jenkins, 2007; Favory et al., 2009). COP1 ist ein multifunktionales Protein in der
Signaltransduktionskette vieler Photorezeptoren und fungiert als Repressor in der
Photomorphogenese (Yi und Deng, 2005). Durch die Interaktion von UVR8 und COP1 wird
der Transkriptionsfaktor HY5 stabilisiert und UV-B responsive Gene werden aktiviert. Zu den
UV-B-induzierten Genen zédhlen solche, die wichtig fiir UV-Schutz (Chalkon-Synthase,



Flavonol-Synthase) und Reparatur von DNA-Schidden (Photolyase) sind (Kliebenstein et al.,
2002; Britt, 2004; Oravecz et 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 Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer (CPD)
Photolyasen, den (6-4)-Photoprodukt Photolyasen und in die der Cryptochrome (Tagua et al.,
2015). Photolyasen lassen sich anhand deren Substratspezifitit der zu reparierenden DNA
Schidden in die jeweiligen Klassen einteilen. Cryptochrome lassen sich zusitzlich in die
Gruppen der Pflanzen-, Tier- und sogenannte Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, human
(DASH)-Cryptochrome unterteilen. Obwohl Cryptochrome von Pflanzen und Tieren
strukturelle Ahnlichkeiten zu Photolyasen aufweisen, wirken diese ausschlieBlich als
Photorezeptoren und sind nicht in der Lage, CPDs zu reparieren. Stattdessen haben sie eine
Funktion als Photorezeptoren, die bei der Steuerung der circadianen Uhr oder bei pflanzlichen
Entwicklungsprozessen wie der Deetiolierung oder der Blithinduktion eine wichtige Rolle
spielen (Sancar, 2003; Chaves et al., 2011). Eine gewisse Ausnahme machen Cryptochrome
der Sdugetiere, die Bestandteil der Inneren Uhr sind und vermutlich nicht als Photorezeptoren
fungieren (Michael ef al., 2017). Strukturell weisen alle CPF-Mitglieder eine konservierte
photolyase homology region (PHR-Domine) auf (Brudler et al., 2003). An dieser binden sie
den Kofaktor Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) (Lin et al., 1995; Malhotra et al., 1995).
Zusitzlich besitzen viele Cryptochrome eine meist stark variable und flexible C-terminale
Extension (CCE), die wie die PHR-Doméne fiir die Signaliibertragungen essentiell ist (Yang et
al., 2000; Kennedy et al. 2010; Zuo et al. 2011).

Im Vergleich zu anderen Cryptochromen fungieren DASH-Cryptochrome, hauptséchlich als
DNA-Reparaturenzyme (Brudler et al., 2003; Selby und Sancar, 2006; Pokorny et al., 2008).
Neben einem cry-DASH (cry3), mit DNA-Reparatur Funktion von CPDs in einzelstrangiger-
oder loop-DNA (Pokorny et al., 2008), gibt es in A. thaliana zwei weitere typische Pflanzen-
Cryptochrome, cryl und cry2. Trotz hoher Identitdt ihrer Aminosduresequenz von 47%
(Ahnlichkeit 63%) unterscheiden sich beide Cryptochrome in ihrer Funktion und auch Stabilitiit
nach Anregung durch Licht. In 4. thaliana werden tiber 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 nicht-kovalent einen
photochemisch aktiven Flavin-Kofaktor (FAD) in ihrer konservierten PHR-Doméne (Lin et al.,
1995; Banerjee et al., 2007; Bouly et al., 2007). Das Flavin absorbiert dabei, je nach
Redoxzustand, in einem Bereich von 300-500 nm (Schwinn et al., 2020) und wird nachfolgend
reduziert. Diese Photoreduktion des Flavin-Kofaktors ist der initiale Schritt in der
Photoaktivierung von Cryptochromen und ihrer biologischen Aktivitdt (Wang et al., 2015a).
Die Photoreduktion konnte anhand unterschiedlicher Absorptionsspektren der FAD
Redoxzustinde via UV/VIS-Spektroskopie nachvollzogen werden (Banerjee et al., 2007).

Fiir die Erweiterung des Absorptionsspektrum binden viele CPF-Mitglieder ein zusitzlichen
Antennenchromophor. Dieser kann, je nach Organismus und Protein, zum Beispiel ein Folat
wie MTHF (5,10-Methenyltetrahydrofolat) oder ein Deazaflavin (8-HDF) sein (Eker et al.,
1988; Johnson et al., 1988). Die absorbierte Energie von MTHF wird durch Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) auf das benachbarte FAD iibertragen und sorgt somit fiir
effizientere Photoreduktion von FAD (Payne und Sancar, 1990; Brazard et al., 2012). Weder
fir cryl noch fiir cry2 gibt es eindeutigen Evidenzen fiir eine Anwesenheit eines
Antennenchromophors. Folat-Bindung von cry2 wurde aber postuliert, weil das
Aktionsspektrum von Licht-abhéngiger Degradation ein Maximum bei 380 nm besitzt, dhnlich
dem eines Folats (Hoang ef al., 2008). Andererseits konnte in der Kristallstruktur von cryl-
PHR kein MTHF nachgewiesen werden (Brautigam ef al., 2004). Auch bei neueren Strukturen
wie von der PHR-Doméne 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 Antennenchromophor bindet (Ma et al.,

2020b).

Nach Absorption von Blaulicht von pflanzlichen Cryptochromen wird FAD von seiner
vollstdandig oxidierten Form FADox zu FADH® und in geringem Umfang zum vollreduzierten
FADH™ reduziert (Abb. 2). Dieser Mechanismus scheint in pflanzlichen Cryptochromen
universell zu sein (Ahmad et al., 2002; Banerjee et al., 2007; Bouly et al., 2007).
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Abb. 2: Photoreduktion von FAD in Arabidopsis Cryptochromen. Der Kofaktor Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) liegt bei Cryptochromen in drei Zustinden 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 iiber die Tryptophan Triade photoreduziert. Eine dadurch ausgeldste
Konformationsianderung der Cryptochrome sorgt fiir eine Entfaltung des C-Terminus, welcher die Zugénglichkeit
fiir Signalpartner begiinstigt. Cryptochrome sind in diesem Zustand biologisch aktiv. Weitere Bestrahlung von
FADH® mit Blau- oder Griinlicht verursacht eine weitere Reduzierung zu der (wie FADox ebenfalls inaktiven)
Form FADH". Diese weitere Photoreduktion ist weniger effizient. Bei der Re-Oxidierung von FADH® oder FADH"
zu FADox wird ein Elektron auf molekularen Sauerstoff iibertragen und es entstehen ROS, wie H,O,. Dieser
Vorgang ist somit nur unter acroben Bedingungen moglich. Die Photoreduktion ist somit reversibel. Modifiziert
nach Ahmad 2016.

Die in Proteinen der CPF-Familie konservierte Tryptophan-Triade (teilweise auch Tyrosine),
besonders bei bakteriellen Photolyasen erforscht, bestehend aus drei hochkonservierten
Tryptophanen, ermdglicht einen Elektronentransport von der Oberfldche des Proteins bis zum
FAD im Inneren (Brettel et al., 2000; Giovani ef al., 2003; Miiller et al., 2018). Hierbei wird
das FAD* nach Absorption von Blaulicht durch das proximale Trp reduziert und erhélt ein
Proton von einem zu NS5 des Isoalloxazinrings nahe gelegenen Asp (Asp396 in cryl) (Kottke
et al., 2006; Hense et al., 2015;). Aufgrund des entstandenen Elektronenlochs erfolgt im
Anschluss ein Elektronentransport innerhalb der Trp-Triade, bis letztendlich das an der
Oberfldache exponierte Tryptophan als Kation-Radikal vorliegt, deprotoniert wird und somit
FADH® stabilisiert wird (Brettel et al., 2000; Kottke et al., 2006). Fiir pflanzliche
Cryptochromen wird FADH® als biologisch aktiver Zustand gesehen (Banerjee et al., 2007,
Bouly et al., 2007). Das exponierte Tryptophan wird letztendlich durch ein externes
Reduktionsmittel reduziert (Li ef al., 1991; Immeln et al., 2012).



Eine weitere Reduktion von FADH® zu dem vollreduzierten FADH" ist bei Photolyasen der
notwendige Zustand zur Reparatur von DNA-Schiaden (Sancar, 2003). Bei Cryptochromen
hingegen konnte beobachtet werden, dass der vollreduzierte Zustand durch weitere Bestrahlung
von Blau- und Griinlicht erzeugt werden kann (Banerjee et al., 2007; Bouly et al., 2007). In
planta konnte eine antagonistische Wirkung von Griinlicht auf die Aktivitit von
Cryptochromen gezeigt werden. Beispielsweise waren bei einem Prozess der Deetiolierung
(Inhibierung des Hypokotylstreckungswachstums im Licht) die Hypokotyllingen von
A. thaliana Keimlingen unter gleichzeitiger Blau- und Griinlicht-Bestrahlung lianger als unter
monochromatischem Blaulicht. Diese teilweise Inaktivierung von Cryptochromen konnte eine
mogliche Anpassung sein, um Griinlicht von benachbarten Pflanzen zu detektieren und somit

eine Schattenvermeidungsreaktion zu initiieren (Bouly ef al., 2007).

In vitro ist die Trp-Triade essentiell fiir die Photoreduktion von Cryptochromen. Ob eine intakte
Trp-Triade auch fiir die biologische Aktivitidt der Cryptochrome erforderlich ist, wurde in
Zweifel gezogen durch die Analyse von Pflanzen, die Trp-Triade Mutanten exprimierten (Gao
et al., 2015). So zeigen die Mutanten cry2"3?/4 oder cry1”??*4 noch eine geringe biologische
Aktivitdt, beobachtet fiir Inhibierung des Hypokotylldngenwachstums (Li ef al., 2011; Gao et
al., 2015). Somit zeigt sich, dass immer noch eine Blaulicht-induzierte Antwort, trotz
Mutationen innerhalb der Trp-Triade moglich ist und dies, obwohl die Photoreduktion in vitro
stark verlangsamt ist oder sogar ausbleibt. Einige cry2 Trp-Mutanten, die in vitro verminderte
Photoreduktion aufweisen, zeigten verstarkte Photoreduktion nach Bindung von ATP und ATP-
Analoga (Engelhard ef al., 2014). ATP beschleunigte nicht nur die Photoreduktion von cry2,
sondern hatte, basierend auf Proteolyse-Assays, auch Einfluss auf die Struktur von cry2. Bei
einer Mutante, die unfihig ist ATP zu binden (cry2¥***!) beobachtete man verringerte
biologische Aktivitit (Eckel ef al., 2018). Die Bindung von ATP durch cryl war bereits zuvor
im Kontext einer moglichen Kinaseaktivitdt von cryl beschrieben worden (Bouly ef al., 2003).
Zusammengefasst deuten diese Befunde darauf hin, dass die Bindung von ATP fiir die Funktion
der Cryptochrome nicht essentiell ist, aber deren Photoreduktion beschleunigt, moglicherweise

durch ,,Offnung“ von alternativen Elektronentransferwegen.



1.3 ROS, deren Bildung, Entgiftung und Funktion als Signalmolekiile

Der Vorgang der Photoreduktion ist reversibel und eine sogenannte Re-Oxidation zuriick zu
FADox lduft in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff ab und sorgt fiir eine Entstehung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Abb. 2), wie z.B. Wasserstoffperoxid, mit noch
weitestgehend unbekannter physiologischer Wirkung (Miiller und Ahmad, 2011; Consentino et
al.,2015; Van Wilderen et al., 2015).

Nach Ubertragung eines Elektrons auf molekularen Sauerstoff entsteht Superoxid (02"),
welches in Anwesenheit von Wasser weiter zu Wasserstoffperoxid (H202) reagieren kann
(Winterbourn, 2008). In Pflanzen entstehen ROS vor allem als Nebenprodukte der
Atmungskette und Photosynthese (Huang et al., 2016; Foyer und Hanke, 2022). In hohen
Konzentrationen wirken ROS toxisch, da sie alle Biomolekiile oxidieren und somit auch den
Zelltod auslosen konnen (Allen, 1995; Girotti, 2001; Apel und Hirt, 2004).
Superoxiddismutasen, Katalasen oder Peroxidasen wandeln enzymatisch ROS in ungiftige
Molekiile um. Hierbei reduzieren Peroxidasen Peroxide (auch Wasserstoffperoxid) unter
Verwendung eines Substrates bzw. Elektronendonors, wie z.B. Ascorbat, zu Wasser und
oxidieren das Substrat (Groden und Beck, 1979). Katalasen hingegen katalysieren die
Zersetzung von Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff (Vidossich et al., 2012). Der
Elektronendonor, oder auch das Substrat einer Peroxidase, ist meist Enzym-spezifisch. So
weisen Ascorbat-Peroxidasen eine hohe Spezifitit zu Ascorbat auf, wohingegen die
Meerrettichperoxidase weniger spezifisch zu einem Substrat bzw. Reduktionsmittel ist
(Candeias et al., 1997). In Hém-haltigen 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 Hdm als Kofaktor nimmt
dabei eine hohere Oxidationsstufe ein und ermoéglicht so den Elektronentransfer und die
Spaltung von Wasserstoffperoxid (Rodriguez-Lopez et al., 2001). Das Hém kann
unterschiedlich an das Enzym gebunden sein. Am hdufigsten ist Hdm b nicht kovalent
gebunden, oder Him c¢ kovalent iiber Cysteine an das Protein gebunden. Es wird vermutet, dass
unterschiedliche Verkniipfungen des Hém-Kofaktors mit dem Protein einen veridnderten
Einfluss auf die Reduktion von Hdm haben kénnten (Bowman und Bren, 2008; Poulos, 2014).
Neben der o.g. kovalenten Bindung von Hiam {iber Cysteine sind auch solche Bindungen {iber

Histidin beschrieben, wenn auch seltener vorkommend (Nothnagel ef al., 2011).
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ROS konnen (in niedrigen Konzentrationen) auch als Signalmolekiile fungieren (Desikan et
al., 2000; Apel und Hirt 2004; Torres et al., 2006). Durch spezifische Oxidation von Cysteinen
oder Methioninen kdnnen Proteine aktiviert oder gehemmt werden. (Forman et al., 2010). So
sorgt die Entstehung von ROS wihrend 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 werden (Huang et al., 2019). Ein
prominentes Beispiel der Signal- und Abwehrfunktion von ROS ist die Abwehr von
Pflanzenpathogenen. Bei einem sogenannten oxidativen burst werden ROS gebildet, die
beispielsweise angreifende Pathogene schéddigen (Keppler et al., 1989) oder auch fiir eine

Verstarkung von Zellwédnden sorgen konnen (Bradley ef al., 1992; Lamb und Dixon, 1997).

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

Ein zu CRYI von Arabidopsis homologes Gen wurde erstmalig in Sinapis alba gefunden
(Batschauer, 1993). Zuvor wurde dieses Gen von Arabidopsis als HY4-Gen bezeichnet, weil
dessen Mutante (hy4) bei der Deetiolierung wenig auf Blaulicht reagiert (Koornneef et al.,

1980; Ahmad und Cashmore, 1993).

Die Hauptfunktion von cryl ist die Regulation der Deetiolierung im Blaulicht. cryl ist unter
moderaten Blaulicht Intensititen stabil und wird nur unter sehr hohen Fluenzraten
(100 pmol/m?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
zdhlen die Inhibition des Hypokoyllingenwachstums und die Entfaltung der Kotyledonen
(Sharma et al., 2014). cryl ist sowohl im Cytoplasma, als auch im Zellkern lokalisiert und
erfiillt je nach Lokalisation unterschiedliche Funktionen (Abb. 3; Wu und Spalding, 2007).
Analysen von cryl Mutanten oder Konstrukten von cryl mit einer Kern-Lokalisationssequenz
(NLS) bzw. Exportsequenz (NES) zeigten, dass cytoplasmatisches cryl die Offnung der
Keimblitter, sowie das Wurzelwachstum positiv beeinflusst. Im Zellkern lokalisiertes cryl
hingegen inhibiert das Wurzel-, Hypokotyl- (iiber Aktivierung von Ionenkanédlen und
Depolarisierung der Membran) und Blattstiel-Wachstum. Zusétzlich sorgt es fiir die Bildung
von Anthocyanen. Andere Studien zeigten, dass ausschlielich im Zellkern lokalisiertes cryl
im Licht durch photoregulatorische-Protein-Kinasen 1 (PPK1) phosphoryliert und durch die E3
Ubiquitin Ligase Cul4COPVSPAS ybiquitiniert und somit dem proteasomalen Abbau zugefiihrt

wird (Liu et al., 2022).
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Abb. 3: Die Lokalisation von cryl entscheidet iiber dessen Blaulicht-induzierte Signaltransduktion. Bei
niedrigen Fluenzraten aktives, cytoplasmatisches cryl fordert das Wurzel-Wachstum, sowie die Offaung von
Kotyledonen. Die hemmende Wirkung von nuklearen cryl auf das Wurzel-, Blattstiel- und Hypokotyl-Wachstum
wird {iberwiegend durch hohen Fluenzraten reguliert. Modifiziert nach Wu und Spalding, 2007.

Cryptochrom 2 wurde einige Jahre nach cryl in A. thaliana entdeckt (Hoffman et al., 1996).
Im Vergleich zu cryl ist cry2 ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert, lichtlabil und wird bereits
unter niedrigen Fluenzraten von Blaulicht (ab 1 umol/m?s) abgebaut (Lin et al. 1998; Kleiner
et al. 1999). Hieraus lésst sich schlielen, dass cry2 besonders unter niedrigen Fluenzraten aktiv
ist. Trotz {iberschneidender biologischer Funktionen beider Cryptochrome in der
Photomorphogenese, spielt cry2 eine wichtige und zentrale Rolle in der Steuerung des
Blithverhaltens. Fiir cry2 wurde der spezifische Interaktionspartner CIB1 nachgewiesen. Nach
lichtabhdngiger, direkter Protein-Protein Interaktion bindet CIB1 bestimmte Promoter
Sequenzen und stimuliert die Expression von Flowering Locus T (FT) (Liu et al., 2008). Auch
sorgt die stabilisierende Wirkung auf das CO-Protein durch die Inhibierung von COP1/SPAs
durch Cryptochrome fiir eine Blithinduktion (Valverde et al., 2004; Sarid-Krebs et al., 2015).
Nichtsdestotrotz zeigt die cryl/cry2 Doppel-Mutante einen noch spéteren Bliihbeginn als die
cry2 Mutante, was auf einen zusétzlichen Einfluss von cryl bei der Blithinduktion hinweist

(Mockler et al., 1999).

1H7F gchnelleres

Damit konsistent ist der Umstand, dass die hyperaktive Mutante cry
Bliihverhalten unter Langtag (14-16 h Licht) und Kurztag (8 h Licht) Bedingungen zeigt (Exner

et al., 2010). Die Mutante zeigt zusitzlich Hypersensitivitit gegeniiber Blaulicht in der
12



Inhibition des Hypokotylstreckungswachstums und einen sog. cop-Phénotyp, also auch im
Dunkeln verkiirzte Hypokotyle. Die molekularen Griinde fiir den beobachteten Phanotyp sind

noch unbekannt, jedoch werden verdnderte Photochemie vermutet (Orth et al., 2017).

cryl und cry2 haben eine Vielzahl von gemeinsamen Interaktionspartnern, die jedoch zu
unterschiedlichen biologischen Antworten und letztendlich unterschiedlichen Genexpressionen
fiihren konnen (Ohgishi et al., 2004). Beide Cryptochrome binden Licht-abhingig COP1 und
SPAs und hemmen hierdurch die Aktivitit dieses E3 Ubiquitin Ligase Komplexes, was dazu
fiihrt, dass im Licht Transkriptionsfaktoren fiir die Photomorphogenese wie HYS5 oder die
Bliitenbildung (CO), nicht mehr polyubiquitiniert und abgebaut werden (Fankhauser und
Ulm, 2011; Ponnu und Hoecker, 2021). Allerdings unterscheidet sich die Art der Bindung der
Cryptochromen an den COP1/SPA E3 Ubiquitin Ligase Komplex. SPA1 wird von cryl iiber
die CCE gebunden, und die Interaktion von SPA1 mit COP1 wird dadurch inhibiert (Lian et
al., 2011). cry2 bindet mit der PHR-Doméne an SPA1 und mit der CCE COPI. Diese cry2-
SPA Interaktion verstirkt die Bindung von COP1 an cry2 und bewirkt somit die Hemmung der
Aktivitdt von COP1 (Zuo et al. 2011; Weidler et al. 2012). Obwohl die Sequenzen der CCE,
von cryl und cry2 sehr unterschiedlich in ihren Sequenzen sind, ist ein sog. Valin-Prolin (VP)

Motiv konserviert, welches fiir die Bindung von COP1 essentiell ist (Lau ef 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 Moglichkeit,
durch andere Pflanzen erzeugten ,,Schatten®, der die Intensitdt des Blaulichts abschwécht, oder
das Rot:Dunkelrot-Verhiltnis reduziert, durch Cryptochrome bzw. durch Phytochrome
wahrzunehmen und dieser Situation durch gesteigertes Wachstum des Sprosses oder der
Petiolen zu entkommen (Abb. 4). Beide Lichtbedingungen fiihren zu &hnlichen regulatorischen
Mechanismen (Franklin und Whitelam, 2005; Keller et al., 2011; Keuskamp et al., 2012). Die
Detektion von einem niedrigen Rot:Dunkelrot-Verhéltnis unter einem Laubdach wird primér
durch phyB vermittelt. Unter vollem Licht interagieren die Pfr-Formen von phyB und auch von
phyA mit PIFs, und inhibieren deren Aktivitdt direkt oder durch Phosphorylierung durch PPKs,
was schlussendlich zu deren Abbau fiihrt (Legris et al., 2019). Unter Schwach-
Lichtbedingungen sind die PIFs stabil und fordern die Expression von Genen, die fiir das

Pflanzenwachstum wichtig sind (Franklin und Quail, 2010; Park et al., 2018). PIF7
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beispielweise bindet E-Box Sequenzen von YUCCA Genen, die wichtige Enzyme in der Auxin-
Biosynthese codieren und somit eine SAR bedingen (Tao et al., 2008). Unter schwachem
Blaulicht interagieren cryl und cry2 direkt mit PIF4 und PIF5, sodass Gene fiir das Hypokotyl-
Wachstum aktiviert werden (Pedmale ez al., 2016). Die genauen molekularen Mechanismen der
durch schwaches Blaulicht-getriebenen Schattenvermeidungsreaktion sind allerdings noch

nicht vollstindig verstanden.

»,
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Abb. 4: Eine direkte Interaktion von Cryptochromen mit PIFs sorgt fiir 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
PIFS, was in einer verdnderten Genexpression resultiert und Hypokotyl-Wachstum fordert. Hierdurch wird eine

Schattenvermeidungsreaktion hervorgerufen. In einer pif4pif5 Mutante bleibt der Effekt aus. Modifiziert nach
(Pedmale et al., 2016).
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1.4.2 Die Bildung von photobodies durch Cryptochrom 1 und 2

Obwohl die A. thaliana Cryptochrome 1 und 2 eine hohe strukturelle Ahnlichkeit und
iiberschneidende Funktionen aufweisen, wurden die durch Blaulicht induzierte Bildung
sogenannter photobodies (Protein-Ansammlung sichtbar durch cry-GFP Fusionsproteine)
zunéchst nur bei cry2 beobachtet (Yu et al., 2009; Wang et al., 2016). Die zunéchst nur fiir cry2
beschriebene photobody Bildung konnte darin begriindet sein, dass cry2 bereits bei niedrigen
Fluenzraten von Blaulicht biologisch aktiv ist und ab einer Fluenzrate von 20 umol/m?s

photobodies bildet (Lin et al., 1998; Yu et al., 2009).

In jiingster Zeit wurden auch photobodies von cryl in A. thaliana Protoplasten und HEK293T
Zellen (menschliche, embryonale Nierenzellen) beschrieben, welche erst bei Blaulicht
Intensititen von ca. 100 pmol/m?s im Zellkern, nicht jedoch im Cytoplasma beobachtet wurden
(Liu et al., 2022). Diese Beobachtungen stiitzen die These, dass cryl primir unter starkem

Blaulicht biologisch aktiv ist.

Trotz intensiver Forschung an der Bildung von Cryptochrom photobodies sind deren
biologische Bedeutung noch weitestgehend unverstanden. Generell sind photobodies
morphologisch unterscheidbare, subnukleare Doménen, die Mikroumgebungen beispielsweise
fiir die Regulation von Protein-Dynamiken, als auch der DNA-Reparatur bereitstellen (Shaw
und Brown 2004; Banani et al., 2017). Sogenannte Stress-Granula (SG) sind ebenfalls
membranlose, transiente Kondensate, die hauptsédchlich die Regulation von Stress koordinieren.
Hierbei ist auffillig, dass sogenannte intrinsische, ungeordnete Regionen (intrinsic disordered
region, IDR) und RNA-bindende Dominen vermehrt in Proteinen innerhalb solcher
biomolekularen Kondensaten wie SG oder photobodies vorhanden sind (Brangwynne et
al.,2015; Banani et al., 2017, Maruri-Lopez et al., 2021). Diese konnen durch ihre
unstrukturierten Sequenz-Elemente schwach adhésive, intermolekulare Wechselwirkungen
eingehen. Ein Beispiel ist das Protein BuGZ aus Xenopus, wichtig fiir den Aufbau von
Mikrotubuli, das nach Mutation in der IDR keine Phasen-Separation und droplet-Bildung mehr

eingehen kann und einen verschlechterten Aufbau von Mikrotubuli zeigt (Jiang et al., 2015).

Auch cryl und cry2 haben intrinsisch ungeordnete Region in ihrem C-Terminus, (CCE). Die
CCE (und vermutlich die Kernlokalisationssequenz innerhalb der CCE) bei cry2 sind essentiell
fiir eine ,,fliissige* Phasen-Separation (Wang et al., 2021; Ma et al., 2023).
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Bei Blaulicht-induzierten cry2 photobodies konnte eine Co-Lokalisation mit dem
Transkriptionsfaktor Teosinte-Branchedl-Cycloidea-PCF 22 (TCP22) und nachfolgende
Regulation von Komponenten der Inneren Uhr wie Circadian Clock Associated 1 (CCA1)
beobachtet werden (Mo et al., 2022). Bei Blaulicht-induzierten cryl photobodies konnte
beobachtet werden, dass diese mit COP1 co-lokalisieren (Liu ef al., 2022). Auch co-lokalisiert
cryl mit SPA1 in nuclear bodies (Lian et al., 2011). Die biologische Relevanz von cryl

photobodies ist noch unbekannt.

1.4.3 Photoaktivierung pflanzlicher Cryptochrome durch Oligomerisierung

Bei pflanzlichen Cryptochromen ist die CCE mit der PHR-Doméne im Dunkeln assoziiert. Bei
cry2 konnte mittels Kernspinresonanz (NMR) eine Blaulicht-abhéngige Entfernung der CCE
von der PHR-Domaine beobachtet werden (Goett-Zink et al., 2021; Ma et 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 Aktivitit verringert (Wang et al., 2015b). Kinasen, die cry2 an bis zu 24 Resten
phosphorylieren konnen, werden als PPKs bezeichnet (Liu et al., 2017). Auch cryl wird durch
PPKSs phosphoryliert, sowie nachfolgend poly-ubiquitiniert und degradiert. Dies erfolgt jedoch
erst, wie bereits erwihnt, bei hoheren Fluenzraten (100 umol/m?s) als bei cry2 (Shalitin et al.,
2003; Miao et al.,2022). Somit spielt die Phosphorylierung eine wichtige Rolle fiir die
Signalantwort von Cryptochromen. Da PPKs nur im Zellkern lokalisiert sind (Ni ef 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 konnten durch diesen Mechanismus erklért werden.

Sowohl die CCE von cryl, als auch von cry2 konnen Signalantworten auch ohne die
konservierte PHR-Doméne auslosen (Yang et al., 2000). Dies ist jedoch nur der Fall, wenn die
CCE an ein Protein gebunden ist, welches oligomerisiert, so wie B-Glucuronidase. Die
Fusionsproteine zeigen einen konstitutiven photomorphologischen Phénotyp (COP). Diese und
weitere Arbeiten deuten darauf hin, dass Cryptochrome in einem Oligomer physiologisch aktiv
sind (Yang et al., 2000; Rosenfeldt ez al., 2008). Uber Experimente wie Yeast-two-hybrid Assay
und Co-Immunprézipitation konnte eine Oligomerisierung von Cryptochromen iiber die N-
terminale Domine gezeigt werden (Sang et al., 2005). Homodimerisation von cry2 ist

Blaulicht-abhingig, gezeigt durch ColP von cry2 aus HEK293T (Wang et al., 2016). Durch die
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Oligomerisierung wird die Interaktion mit Interaktionspartnern unterstiitzt, wie bei den bereits
erwdhnten CIB1 oder dem COP1-SPAs-Komplex (Shao et al., 2020; Wang und Lin 2020a;
Palayam et al., 2021) (Abb. 5). Kryoelektronenmikroskopie Strukturen und Gelfiltration
beweisen, dass pflanzliche Cryptochrome Blaulicht-abhingig Tetramere bilden (Ma et al.,
2020a; Ma et al., 2020b; Shao et al., 2020).

Abb. 5: Blaulicht-induzierte Cryptochrom Oligomerisierung und Stabilisierung von HYS5. 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 wie CIB1 oder dem COP1-SPAs-Komplex und sorgt direkt oder indirekt fiir
verdnderte Genexpression. Die Bindung und Inaktivierung des COP1/SPAs-Komplexes stabilisiert den
Transkriptionsfaktor HYS, der die Transkription von BICs aktiviert. BICs sorgen dann fiir eine Hemmung der
Oligomerisierung. Inaktivierung der cry2 Signaltransduktion durch negativen Feedback-Loop. Pfeile zeigen
positiven Effekt, T-Linien zeigen inhibitorischen Effekt. Modifiziert nach Wang und Lin 2020a.

1.5 Die Rolle von BICs bei der Inhibierung von Cryptochromen

Neben den bereits oben genannten sind sogenannte Blue-light Inhibitor of Cryptochromes
(BICs) weiter Bindungspartner der Cryptochrome (Abb. 5). Zuerst wurden BICs entdeckt,
indem in Arabidopsis FOX (Pflanzen die cDNA in voller Lange liberexprimieren)- Linien nach
negativen Regulatoren von Cryptochromen gesucht wurde, indem nach einem cryl/cry?2
Mutanten-Phénotyp gesucht wurde (Wang et al., 2016; Ichikawa et al., 2006). Die gefundenen
FOX-Linien {iiberexprimierten BIC1 (Wang et al., 2016). Diese Proteine sind nur in
Landpflanzen vorkommend (Wang et al., 2017b). Arabidopsis Pflanzen, die BICI
iiberexprimieren sind weniger sensitiv gegeniiber Blaulicht und zeigen unter Blaulicht eine
geringere Inhibition des Hypokotyllingenwachstums, verringerte Anthocyan Akkumulation

und im Langtag einen verspéteten Blithbeginn. In 4. thaliana gibt es noch ein B/IC1 Homolog,
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welches entsprechend als BIC2 bezeichnet wurde. Erst die Doppelmutante bic/bic2, nicht aber
die Einzelmutanten, zeigt einen Phiinotyp #hnlich der Uberexpression von Cryptochromen. Die
phénotypischen Verinderungen der BIC-Uberexpressions Linien reflektieren sich auch in deren
Transkriptom, welches mit dem der cryl/cry2 Doppelmutante groBe Ubereinstimmung hat

(Wang et al., 2016).

So wurden innerhalb der Blaulicht-regulierten Gene 998 Gene gefunden, die sowohl von
Cryptochromen, als auch von BICs reguliert sind. Zusitzlich wurde entdeckt, dass 425 Gene
ausschlieBlich durch BIC reguliert sind. Dies suggeriert, dass BICs zusitzlich eine Funktion
unabhingig von der Inhibition der Cryptochrome haben konnten. In der Pflanze Triticum
aestivum interagiert BIC1 unter anderem als transkriptioneller Co-Aktivator mit dem
Transkriptionsfaktor Brassinazole-resistant 1 (BZR1) und sorgt fiir eine positive Regulierung
des Brassinosteroid Signalmechanismus. Dariiber hinaus interagiert BIC1 mit dem
Transkriptionsfaktor PIF4 und sorgt fiir eine Expression spezifischer Gene wichtig fiir das

Pflanzenwachstum, wie z.B. PIF4 selbst (Yang et al., 2021)

In Abwesenheit von Licht werden die Gene fiir BICs in 4. thaliana nur schwach exprimiert.
Blau- Rot- und Dunkelrotlicht induzieren die Expression von BICs was in eine um das
Hundertfache erhohten Transkriptmenge resultiert (Wang et al., 2017b). Ein wichtiger
Regulator fiir die Deetiolierung ist der Transkriptionsfaktor HY 5. Dieser bindet an die Promoter
Regionen von BICs und deren G-Box und CT-Box Sequenzen, sodass die Transkription der
BIC Gene erhoht wird (Wang et al., 2017b). Ermoglicht 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
HYS5. Die dadurch verstéirkte Expression von BIC1 und BIC2 und deren inhibitorische Wirkung
auf Cryptochrome zeigt, dass beide Komponenten sich gegenseitig regulieren. Somit sind BICs

ein negativer Feedback-Loop und der Schalter der Repression von Cryptochromen.

Konsistent mit der Funktion als negative Regulatoren von Cryptochromen inhibieren BIC1 und
BIC2 die frithen Schritte der Cryptochrom Aktivierung. So verhindern beide BICs die
Blaulicht-abhéngige Phosphorylierung von cryl und cry2 und auch die nachfolgende
Degradierung von cry2 (Wang et al., 2016). Auch die Blaulicht-abhédngige Entstehung von cry2
photobodies wird durch eine Uberexpression von BICs verhindert, ebenso die Oligomerisierung
von cry. Im Vergleich dazu besitzt die biclbic2 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 gezeigt (Abb. 6). Hierbei
wurde die konservierte, Cryptochrom-interagierende Domine (CID) von BIC2 mit der PHR-
Domine von cry2 co-exprimiert und die Struktur des cry2-PHR und BIC2-CID Komplexes
durch Kryoelektronenmikroskopie aufgeklart (Ma et al., 2020b).
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Abb. 6: BIC2 bindet um die Furche zwischen der o/p- und der a-Subdomine von cry2. Strukturen beider
Proteine, bestehend aus der konservierten PHR-Doméne von cry2 (cyan) und der CID von BIC2 (braun).
Gebunden sind zusitzlich der Kofaktor FAD, sowie AMP und Mg?*. Modifiziert nach Ma et al. 2020b.

BIC2 windet sich giirtelartig um cry2 und bindet iiber Wasserstoffbriickenbindungen und
hydrophobe Interaktionen mit seinen 4 a-Helices an cry2. Die al-Helix von BIC2 befindet sich
in der Ndhe der FAD Bindetasche und interagiert dort mit dem phosphate-binding-loop. Dieser
loop 1interagiert normalerweise mit FAD und beeinflusst moglicherweise die FAD-
Redoxzustinde (Hitomi et al., 2009). Die bisherigen Daten zeigen, dass BIC2 nicht nur die
Oligomerisierung von cry2 sterisch behindert, sondern auch die Photoreduktion des FAD
verhindert. Zusédtzlich wird durch Bindung von BIC2 an cry2 die Aminosdure D393, die als
Protonen-Donor bei der Bildung des neutralen Flavin Semichinons dient, rdumlich zum
Isoalloxazinring des FAD entfernt. Somit wird die Bildung dieses fiir die Funktion der
Cryptochrome essentiellen Redoxspezies des Flavins behindert (Ma et al., 2020b).
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Zusammengefasst ldsst sich die Inhibierung der Cryptochrome durch BICs durch zwei
Mechanismen beschreiben (Abb. 7). Zum einen wird die die Bildung des Flavin-Semichinons
inhibiert und zum anderen die Oligomerisierung zu einem Tetramer (Ma ef al., 2020b). Ebenso
inhibiert BIC1 die Interaktion zwischen cry2 und anderen Interaktionspartnern wie CIB1 oder
SPA1 (Wang et al., 2016). Auch ist beschrieben, dass das nach Photoaktivierung entstandene
Cryptochrom-Tetramere durch BICs monomerisiert werden (Ma et al., 2020b).

CRY2
FADH®

CRY2
FAD

\/

CRY2 CRY2
FADH®* ~ FADH®
CRY2 CRY2

FADH*  FADH®

Abb. 7: BICs inhibieren die Bildung des signalaktiven cry2 durch Hemmung von Oligomerisierung und
Bildung des FADH®. BIC inhibiert zusétzlich die Interaktion mit Signalproteinen wie CIB1 und sorgt fiir
Auflosung des cry2 Tetramers. Auswirkungen auf den Zusammenhang zwischen Photoreduktion und
Photoaktivierung (rechte Seite der Abbildung) sind noch unklar. Modifiziert nach Ma et al. 2020b.
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2  Material

2.1 Geriite

Gerit

Bezeichnung und Hersteller

Agarose Kammersystem

Autoklav

Blotapparatur

Feinwaage

Fluoreszenzspektrometer

French Press

Gelapparatur

Heizblock

Infrarot-Scanner

Inkubatorschrank

Inkubatorschiittler (Kultivierung von E. coli)

Inkubatorschiittler
A. tumefaciens)
Magnetriihrer

Mikropipetten

KLSM
KLSM-Objektive

Kiihltruhe
Lichtmessgerit

pH-Meter

(Kultivierung

von

BioMax MP 1015, Kodak

V-150 Systec

Mini-Trans-Blot Cell Bio-Rad Laboratories
GmbH

Satorius

RF-5301PC, Shimadzu

French Pressure Cell Press, SLM AMINO
Spectronic

Mini Protean® 3 Cell Bio-Rad Laboratories
GmbH

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Odyssey® Infrared Imaging System LiCOR
Biosciences

B6060 Heraeus

MaxQ 4000 Inkubator, 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 ul Eppendorf
Leica SP2. SP5

HC P1 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, Sanyo; Ultra-low, New Brunswick
LiCOR, inc.; LI-185B

Lab850 Schott Instruments, mit Elektrode
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Gerit

Bezeichnung und Hersteller

Photometer

Protein- Aufreinigungssystem

Quarzkiivetten
Sicherheitslicht-Dunkelrot
Spannungs-/Stromquelle
Sterilbank

Thermocycler

Vortex

Zellmiihle

Zentrifugen

Zweistrahlphotometer mit Kiihlung

2.2 Verbrauchsmaterialien

GeneQuant 1300, Heraeus

NanoDrop ND 1000, Thermo Scientific
AKTA Purifier FPLC system, Amersham
Biosciences

105.200-QS 10mm, Hellma

EncapSullte, Typ R20

Power 300, Integra Biosciences

KS 12, Thermo Scientific

Mastercycler Gradient, Eppendorf

Genie 2, Scientific Industries

MM200, Retsch

Biofuge pico Heraeus

J2-21. Beckmann

400R, Heraeus

5417R, Eppendorf

Mikro200/200R, Hettich

UV-1800, Shimadzu; Kryo-Thermostat WK
5, Colora Messtechnik GmbH

Material Hersteller
Aluminiumfolie Roth, JES Collection
Einmalkiivetten Sarstedt
Einweg-Handschuhe (Latex, Nitril) Sempercare

Falconréhrchen (15 mL, 50 mL)

Membrankonzentrator

Mini-Protean® TGXTM Precast Gels
Pipettenspitzen (1 mL; 200, 20, 10 uL)

Reaktionsgefdfle (0,1 mL)
Reaktionsgefiae (1,5 mL, 2 mL)

Greiner Bio-One GmbH

Amicon™ Ultra 10 kDa MWCO, Millipore
BioRad

Sarstedt

Qiagen

Sarstedt
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2.3 Antikorper

Antikorper Bezeichnung Antigen Quelle Herkunft

Primér aHA 3xHA-tag Ratte Klon 3F10, Roche
(Nr.: 11867423001)

Sekundir aRat 800CW Ratte IgG Ziege LiCOR Bioscience
(Nr.: 926-32219)

Sekundar aRat HRP Ratte IgG Ziege Merck (Nr.: AP136P)

Primér aTubulin aTubulin Maus Sigma-Aldrich GmbH
(Nr.: 020M4753)

Sekundér aMouse 700CW  Maus IgG Esel LiCOR Bioscience
(Nr.: 926-32222)

Primér aHis His6-tag Maus antibodies.com
(Nr.: X1990)

Sekundér aMouse 800CW  Maus IgG Esel LiCOR Bioscience
(Nr.: 926-32212)

Primér, acryl cryl Protein Kaninchen AG Batschauer (2009),

polyklonal Abiocode

Sekundir aRabbit 800CW  Kaninchen IgG  Ziege LiCOR Bioscience

2.4 Chemikalien

(Nr.: 926-32211)

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien von Applichem

(Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Taufkirchen) in analytischer Qualitit bezogen.

2.5 Plasmide

Vektoren wurden fiir ihren jeweiligen Einsatzbereich fiir verschiedene Modellorganismen und

Anwendungen ausgewihlt.
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2.5.1 Vektoren fiir stabile Transformation in A. thaliana

Fiir eine stabile Transformation von 4. thaliana, wurde ein binédres Vektorsystem, sogenannte
Gateway-Vektoren, verwendet. Fiir BIC1 wurde der UniProt-Code: Q9LXJ1 verwendet.
Kloniert wurde Aminosdure 2-140. Fiir die eingefiigten DNA-Sequenzen, sowie
Aminosduresequenzen der BIC1-Konstrukte sieche Kapitel Anhang 8.1. Eine Resistenz gegen

das Herbizid Glufosinat wird in dieser Arbeit mit dem Handelsnamen Basta® benannt.

Plasmid Funktion Selektionsmarker Quelle

pGWB614 35S pro, C-3xHA Spec, Cm, Basta (Nakamura et al.,
2010)

pGWB615 35S pro, N-3xHA Spec, Cm, Basta (Nakamura et al.,
2010)

pUBN-3HA-Dest PUBQI10::3xHA-tag Spec, Cm, Basta (Grefen et al., 2010)

V341 N-terminal

pUBC-3HA-Dest PUBQI10::3xHA-tag Spec, Cm, Basta (Grefen et al., 2010)

V386 C-terminal

pDONR221 BICIVT  Entry-Vektor Kan Biocat

pDONR221 BIC13“A  Entry-Vektor Kan Biocat
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2.5.2 Vektoren fiir in planta Anwendungen und transienter Expression in

N. benthamiana

Fiir transiente Proteinexpressionen in N. benthamiana oder Proteinlokalisationsstudien, sowie
der Untersuchung von photobodies wurden bindre Vektoren verwendet. Fiir die eingefiigten

DNA-Sequenzen, sowie Aminosduresequenzen der BIC1-Konstrukte, sowie von cryl und cry2

siche Kapitel Anhang 8.1.

Plasmid Funktion Selektionsmarker Quelle
pUGTT Dest. Binédrer Vektor Spec K. Schumacher,
mGFP5 C-term. unpublished; (Grefen
etal. 2010)
pUGT2 Dest. Bindrer Vektor GFP Spec K. Schumacher,
N-term. unpublished; (Grefen
etal. 2010)

pUBC-GFP-Dest
(V049)
pUBN-GFP-Dest
(V055)
pUBC-RFP-Dest
(V050)

GFP Fusionsprotein
C-terminal
GFP Fusionsprotein
N-teminal
RFP Fusionsprotein

C-terminal

Spec, Cm, Basta

Spec, Cm, Basta

Spec, Cm, Basta

2.5.3 Vektoren fiir heterologe Proteinexpression in E. coli

(Grefen et al., 2010)

(Grefen et al., 2010)

(Grefen et al., 2010)

Fiir die Proteinexpression in E. coli wurde der IPTG-induzierbare Vektor pET-28a (+)
verwendet. Die BIC1 Sequenzen wurden fiir die Expression in E. coli Codon-optimiert. Die
Plasmide wurden synthetisch hergestellt und von der Firma Biocat bezogen. Exemplarisch

aufgezeigt die Plasmidkarte von BIC1WT in pET-28a (+) (Abb. 8).

Plasmid Funktion Selektionsmarker Quelle
pET-28a (+) BICIWT  Proteinexpression Kanamycin Biocat
pET-28a (+) BIC1°“*  Proteinexpression Kanamycin Biocat
pET-28a (+) Proteinexpression Kanamycin Biocat

BIC1H13A3CA
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Abb. 8: Expressionsvektor pET-28a (+) fiir heterologe Expression in E. coli. Der Vektor ist aufgrund von Lac-
Operator Sequenzen iiber IPTG-Zugabe induzierbar. BIC1 besitzt einen N-terminalen 6xHistidin-tag. Plasmid

vermittelt Kanamycin Resistenz.
Fiir die eingefiigten DNA-Sequenzen, sowie Aminosduresequenzen der BIC 1-Konstrukte siehe

Kapitel Anhang 8.1.

2.6 Puffersysteme
Puffer wurden bei Raumtemperatur mit destilliertem Wasser (Aqua bidest.) hergestellt, welches
iiber eine Merck Millipore Einheit entsalzt wurde. Fiir die Einstellung eines spezifischen pH-

Wertes wurde ein pH-Meter (Schott Instruments, Lab 850) verwendet.

2.7 Proteinmarker
Als GroBenmarker fiir SDS-PAGE und Western Blot wurde der Protein Marker Precision Plus

Protein Dual Color Standards von Bio-Rad verwendet.



2.8 Escherichia coli-Stimme

Stamm

Genotyp

Funktion Quelle

One Shot Top10

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 A lacX74 recAl araD139
A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR)
endA1 nupG

Transformation, Invitrogen

Klonierung

NEB-Turbo F' proA+B+ laclq AlacZM15 / thuA2 Transformation, NEB
A(lac-proAB) gInV  galK16 galE15 Klonierung
R(zgb-210::Tn10)TetS  endAl  thi-1
A(hsdS-mcrB)5

NEB 10-beta A(ara-leu) 7697 araD139 thuA AlacX74 Transformation, NEB
galK16 galE15 el4- Klonierung
¢80dlacZAMI15 recAl  relAl  endAl
nupG rpsL (StrR) rph spoTl A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)

BL21 star FompT hsdSs (18", mp’) galdcmrnel31 Protein- NEB
(DE) Expression

2.9 Agrobacterium tumefaciens-Stamme

Stamm Genotyp Funktion Quelle

GV3101pMP90 (58 Expressionsstamm (Koncz und Schell,
pMPO0(pTiC58AT- (Resistenzen: Rifampicin, 1986)

DNA) Gentamycin).
P19 GV3101  pMP90 Unterdriickt (Voinnet et al., 2000;
pl9 posttranskriptionelles Gene Voinnet et al., 2003;
silencing (Resistenzen: Canto et al., 2006;
Rifampicin, Gentamycin, Hsieh et al., 2009;)
Kanamycin)
mCherryNLS GV3101 pMP90 Exprimiert RFP lokalisiert Katharina Caesar

mCherryNLS im Zellkern (Resistenzen:

(pB7-ABArespro-  Rifampicin, Gentamycin,

mCherryNLS) Spectinomycin)
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2.10 Arabidopsis thaliana-Linien

Die Anzahl an Generation seit Generierung der einzelnen Genotypen ist unbekannt

(ausgenommen BIC1ox-Linien).

Genotyp Okotyp Allel Gen-Nummer Quelle

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

cryl/cry2 Col cry2-1 hy4- AT4G08920 Chentao Lin iiber Claus
B104 AT1G04400 Schwechheimer

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

cry2 Col cry2-1 (Nr.. AT1G04400 (Mockler et al., 1999)
4769740)

cry M7 Col LH1844 AT1G04400 Lars Hennig, Ziirich

phyA Ler phyA-201 AT1G09570 (Reed et al., 1993)

phyB Ler phyB-5 AT2G18790 (Reed et al., 1993)

BIC1%Tox 1  Col-0 AT3G52740 Diese Arbeit

BIC1YTox 2 Col-0 AT3G52740 Diese Arbeit

BIC1*““0ox 1 Col-0 AT3G52740 Diese Arbeit

BIC1*“%0x 2 Col-0 AT3G52740 Diese Arbeit

BIC1%Tox 3 Col-0; cry2-1 hyd- AT3G52740 Diese Arbeit

(cryl/cry2) B104 AT4G08920

(s.0.) AT1G04400

BIC1%Tox 4 Col-0 cry2-1 hy4- AT3G52740 Diese Arbeit

(cryl/cry2) B104 AT4G08920

(s.0.) AT1G04400
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2.11 Verwendete Websites

Zur Berechnung des Molekulargewichts in Dalton von Proteinen wurde folgende Website

verwendet: https://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm

Zum Konvertieren von Gewichts-Konzentrationen 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 Aminoséuresequenzen und zum Identifizieren von

open-reading-frames wurde folgende Website verwendet: https://web.expasy.org/translate/

Fiir die Konvertierung von DNA-Sequenzen zu umgekehrter, komplementdrer DNA-Sequenz
fir molekularbiologische =~ Anwendungen wurde folgende Website verwendet:

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

Um zu iberpriifen, ob Primer an eine bestimmte DNA-Sequenz binden, wurde folgende

Website verwendet: https://www.bioinformatics.org/sms2/primer_map.html

Fir ein Multiples-Alignment von verschiedenen Aminosiuresequenzen wurde die folgende

Website verwendet: https://tcoffee.crg.eu/apps/tcoffee/do:regular

Fir die visuelle Darstellung von Multiple-Alignment Daten wurde die folgende Website
verwendet: https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/

Fir die Darstellung berechneter Proteinstrukturen von BIC1 wurde folgende Website

verwendet (Jumper et al., 2021; Varadi ef al., 2022): https://alphafold.ebi.ac.uk

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

folgende Website als Quelle verwendet: www.sixsigmablackbelt.de/test-auf-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 Ger:iite

Inkubationsschiittler 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 MgSOq (fiir 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: 25-50 mg/L
DMSO 100%

Agrobacterium tumefaciens wurden generell in YEB-Medium bei 28°C und schiittelnd bei ca.
250 rpm kultiviert. Zur langfristigen Lagerung von Kulturen konnten DMSO-Stocks in 7 %
DMSO in fliissigem N> schockgefroren und bei -80 °C gelagert werden.

3.1.2 Arabidopsis thaliana

Reagenzien und Ger:iite
Lichtmessger:it LI-185B, LiCOR
Y2 MS-Medium 2,15 g/l Murashige-Skoog-Salzmischung, 0,5 g/ MES-KOH
(pH 5,7), 9 g/L Phyto-Agar, steril
Sterilisationslosung 5% NaOCl, 0,05% Tween

Pikiererde Ohne Zusatz von Diinger

Vermiculit Grobkornig
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Fiir Kultivierung iiber kurze Zeitrdaume wurden die Samen steril auf 2 MS-Platten oder auf

zuvor mit gefiltertem Leitungswasser gewéssertem Filterpapier ausgelegt.

Die Sterilisation der Samen erfolgte durch Inkubation in Natriumhypochlorid-Lésung und
Ethanol. Hierfiir wurden ca. 100 Samen fiir 2 min in Ethanol (70%) inkubiert und nach
Zentrifugation (1 min, 9503 g) und Dekantieren des Alkohols danach fiir 10-15 min in der
Sterilisationslosung  inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation und abschiitten der
Sterilisationslosung wurden die Samen 3-5 Mal nach dem Zentrifugieren mit Aqua-bidest.
gewaschen. Im Anschluss wurden die Samen in 500 pL 0,15%ige Phyto-Agar-Losung
resuspendiert und auf die Platten pipettiert. So wurde gewihrleistet, dass einzelne Samen mit
ausreichend Abstand zu anderen Samen ausgebracht wurden. Fiir kurzfristige Kultivierung und
anschlieBender Extraktion des Gesamtproteinextrakts, wurden die Samen auf dreifach-
gestapelten, autoklavierten Whatman paper mit steril gefiltertem (0,45 pum Filter) oder
autoklavierten Leitungswasser bewéssert und ausgesét. Dies ermdglichte die spdtere Ernte ohne

Agarose-Riicksténde.

Fiir Kultivierung iiber einen lingeren Zeitraum wurden Samen in einem 1:1 Gemisch aus Erde

und Vermiculit ausgebracht.

Alle ausgebrachten Samen wurden nach der Ausbringung in Kilte stratifiziert. Dies ermdglichte
die gleichzeitige Keimung. Hierflir wurden die ausgebrachten Samen bei 4-6 °C in Dunkelheit
vernalisiert. Diese Inkubation erfolgte 2-3 Tage lang. Im Anschluss wurde die Keimung der
Samen in der Anzuchtkammer durch Gabe von 4 h WeiBlicht induziert. Nach 20 h Inkubation
in Dunkelheit bei RT wurden die Keimlinge in spezifische Lichtbedingungen iiberfiihrt. Hierfiir
wurden sie entweder in kleine LED-Kammern bei RT gestellt, in der Anzuchtkammer belassen

oder in groe Anzucht-Schrianke tiberfiihrt.

Die begehbare Anzuchtkammer fir A. thaliana und N. benthamiana wurde unter
Langtagbedingungen (16 Licht, 8h Dunkel) betrieben. Die Temperaturen beliefen sich nachts
auf 19,5 °C und tagstiber auf 24,5 °C. Die Feuchtigkeit war im Durschnitt bei 50% relativer
Luftfeuchte. Die Lichtverhéltnisse der Anzuchtkammer wurden mit einem Photometer ermittelt

(Abb. 9) Mit einem Lichtmessgerit wurde der Photonenfluss mit 130 pmol/m?s ermittelt.
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Relative Intensitat (counts)

Wellenlange (nm)

Abb. 9: Lichtspektrum der begehbaren Anzuchtkammer fiir Pflanzen unter Langtagbedingungen.
Gemessen wurde mit einem OceanHDX Photometer Ocean Optics (Ocean-HDX-UV-VIS).

Fiir die Bliihzeitbestimmung, Dokumentation der Cantilen und Messung der Rosetten wurden
die Pflanzen nach Aussaat auf Erde (nach 3.1.2) in grofle Anzucht-Schrianke iiberfiihrt. Dort
wurden die Pflanzen unter Langtagbedingungen (16 h tagsiiber mit 22 °C und 50%
Luftfeuchtigkeit, 8 h nachts mit 18 °C und 50% Luftfeuchtigkeit) angezogen. Mit einem
Lichtmessgerit wurde der Photonenfluss mit 115-120 pmol/m?s ermittelt. Das Lichtspektrum

der Schrinke wurde gleichermal3en ermittelt (Abb. 10).

Relative Intensitat (counts)

Wellenldnge (nm)

Abb. 10: Lichtspektrum der Anzucht-Schrinke fiir Pflanzen unter Langtagbedingungen. Gemessen wurde
mit einem OceanHDX Photometer Ocean Optics (Ocean-HDX-UV-VIS).
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3.1.3 Escherichia coli

Reagenzien und Ger:iite

Inkubationsschiittler MaxQ 4000 Inkubator, Thermo Scientific

LB-Medium 10 g/L Bacto-Trypton, 5 g/L Hefe-Extrakt, Sg/L NaCl, fiir Platten:
15 g/L Bacto-Agar

Glycerol 50% (v/v)

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

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

E. coli Stamme wurden auf selektierenden LB-Platten mit spezifischen Antibiotika

ausgestrichen und nach UN-Inkubation bei 37 °C anschliefend bei 4 °C gelagert.

Bei Fliissigkulturen wurden 3 mL LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika mit einer von

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

Fiir eine lidngerfristige Lagerung von E. coli Stimmen wurde in einem 1:1 Verhiltnis die

Fliissigkultur mit 50% (v/v) Glycerol gemischt und bei -80 °C gelagert.

3.1.4 Nicotiana benthamiana

Zur Anzucht von N. benthamiana wurden die selbigen Bedingungen wie fiir 4. 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 kompetenter E. coli Zellen

Reagenzien und Ger:iite

Inkubationsschiittler MaxQ 4000 Inkubator, Thermo Scientific

dYT-Medium 16 g/L Trypton, 10 g/L Hefe-Extrakt, 5g/L NaCl

RF1-Losung 100 mM RbCl, 50 mM MnCL x 4 H;0, 30 mM Kaliumacetat
(pH 7,5), 10 mM CaCl; x 2 H>0, 15% (v/v) Glycerol

RF2-Losung 10 mM MOPS (pH 5.8), 10 mM RbCl, 75 mM CaCl; x 2 HxO,
15% (v/v) Glycerol

MgClL: IM

MgSO4 IM

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach einem etablierten Protokoll
in der AG Batschauer. Die Zellen der Wahl wurden in 100 mL dYT-Medium mit einer 2 mL
Ubernachtkultur angeimpft und mit 10 uM Magnesiumchlorid und Magnesiumsulfat (jeweils
1 puL der Stammldsungen auf 100 ml Medium) versetzt. Die Zellen wurden bei 37 °C schiittelnd
bei 250 rpm bis zu einer ODgoo von ca. 0,6 inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen 30 min
auf Eis heruntergekiihlt, geerntet (1750 g, 8 min, 4 °C) und in 33 mL steriler RF1-Losung
resuspendiert. Nach weiterer 30-miniitiger Inkubation auf FEis erfolgte eine weitere

Zentrifugation und Resuspension in 5 mL RF2-Lésung. Nach einer Inkubation von 30 min auf

Eis wurden die Zellen bei -80 °C fiir eine ldngerfristige Lagerung weggefroren.
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3.2.2 Transformation von chemisch kompetenten E. coli Zellen

Reagenzien und Ger:iite

Heizblock Thermomixer comfort, Eppendorf

LB-Medium 10 g/L Bacto-Trypton, 5 g/L. Hefe-Extrakt, 5 g/LL NaCl, fiir Platten:
15 g/L Bacto-Agar

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

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

Inkubatorschrank B6060 Heraeus

Fiir eine Transformation mit entsprechenden Vektoren wurden chemisch kompetente E. coli
Zellen auf Eis aufgetaut (Hanahan, 1983). Zu 100 pL E. Coli Zellen wurden ca. 1 pg Plasmid-
DNA hinzugegeben. Nach 10-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 60 s bei 42 °C
erhitzt und direkt im Anschluss mit 1 mL LB-Medium vermischt. Die Zellen wurden bei 37 °C
und 300 rpm fiir 30 min auf einem Heizblock inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation
fiir 3 min bei RT und 855 g wurde der Uberstand dekantiert und eine kleine Menge (30-50 uL)
auf eine Agar-Platte mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die Platten wurden kopfiiber

bei 37 °C UN inkubiert.

3.2.3 Gateway-Klonierung

Fiir die Klonierung von BICIYT und BIC1°“A-Konstrukten in Vektoren, welche fiir die
Transformation von A. thaliana und N. benthamiana verwendet wurden, wurde sich der
Gateway-Klonierung bedient. Mit dieser Methode kann das Zielgen aus einem Ausgangsvektor
heraus (Entry-vektor) iiber sequenzspezifische Rekombination in verschiedene End-Vektoren
(Destination-Vektor) integriert werden (Landy, 1989). Im Rahmen dieser Arbeit wurde BIC1WT
aus dem Entry-Vektor pDONR221 in die Destinations-Vektoren pGWB614, pGWB615,
pUBV341 (siehe exemplarisch Abb. 11), pUBV386, pUBC-GFP-Dest V049, pUBN-GFP-Dest
V055 und pUBC-RFP-Dest V050 kloniert. BIC1*“* wurde durch Mutagenese in dem Entry-
Vektor generiert und in die Destinations-Vektoren pUBV341 und pUBC-RFP-Dest V050
kloniert.
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Die Rekombination von Entry-Vektor und Destination-Vektor wird durch Rekombinasen und
spezifische DNA-Sequenzen durchgefiihrt. Die Gateway-Vektoren haben neben ihrer
spezifischen Antibiotika-Resistenz als Selektionsmarker einen zusitzlichen Selektionsmarker.
Das sogenannte Selbstmordgen ccdB, welches fiir ein Genprodukt steht, das die bakterielle
DNA-Gyrase inhibiert, wird durch das Transgen rekombinant ausgetauscht. So iiberleben
ausschlieBlich die transformierten Zellen nach erfolgter Rekombination (Bernard und

Couturier, 1992; Bernard et al., 1994).

Die LR-Reaktion ist die ausschlaggebende Rekombination des Zielgens vom Entry-Vektor in

den Destination-Vektor.

Puffer und Reagenzien

LR Clonase™ II Gateway LR Clonase™ II Enzym Mix, Invitrogen

Enzym Mix

Proteinase K 2 ug/uL (Gateway LR Clonase™ II Enzym Mix, Invitrogen)

Losung

LB-Medium 10 g/L Bacto-Trypton, 5 g/L Hefe-Extrakt, 5 g/L NaCl, fiir Platten:

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

Vom Entry-Vektor pPDONR221 inklusive Transgen wurden 100 ng mit 150 ng des jeweiligen
Destination-Vektor zusammengefiihrt und mit TE-Puffer auf 8 pl aufgefiillt. 2 pL des LR
Clonase™ II 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 Losung hinzugegeben und fiir
10 min bei 37 °C inkubiert. 2,5 uL der Reaktions-Ldsung wurden zu E. coli Zellen NEB®-beta
hinzugegeben und transformiert (siche Transformation 3.2.2). Die Zellen wurden auf selektiven
LB-Medium UN bei 37 °C angezogen. Eine Uberpriifung der Klonierung erfolgte durch einen

Test-Verdau mit Restriktionsenzymen und durch Sequenzierung.
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Abb. 11: Destination-Vektor pUBV341 fiir stabile A. thaliana Transformation. Die Flankierungssequenzen
RB (right border) und LB (left border) begrenzen die T-DNA Sequenz. BIC1 mit N-terminalem 3xHA-fag und
vorgeschaltetem Promotor UBQ10. Das Plasmid vermittelt eine Basta (BarR) und Spectinomycin (SmR)

Resistenz.

3.2.4 Uberpriifung von Konstrukten und Agarose-Gelelektrophorese

Reagenzien und Ger:iite

Inkubationsschiittler

LB-Medium

Plasmid-Isolation
Restriktionsenzym-
Puffer

Restriktionsenzyme

TBE-Puffer

Midori-Green

DNA-Marker
5x Probenpuffer

MaxQ 4000 Inkubator, Thermo Scientific
10 g/L Bacto-Trypton, 5 g/L Hefe-Extrakt, 5 g/LL NaCl, fiir Platten:
15 g/L Bacto-Agar
NucleoSpin® Plasmid, Macherey-Nagel (MN)
CutSmart®-Puffer 10x; 500 mM Kaliumacetat, 200 mM Tris-Acetat,
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 mM
DTT, 0,1 mM EDTA, 200 pg/mL BSA, 50% (v/v) Glycerol; NEB
10,8 g/L. Tris, 5,5 g/L Borsdure, 4 mL/L 0,5 M EDTA/NaOH
(pH 8,0)
Midori Green Advance (Biozym), 12,5 uL pro 250 mL Agarosegel
2-Log Ladder, 0,1-10 kbp (NEB)
1% (w/v) SDS, 0,1% (w/v) Bromphenolblau, 100 mM EDTA,
50% (v/v) Glycerin

37



Konstrukte wurden nach der Gateway Klonierung iiber Test-Verdaue mit Restriktionsenzymen
verifiziert. Hierbei wurde iberpriift, ob durch das Einbringen des Transgens
Restriktionsenzyme entsprechend den Erwartungen schneiden. Hierbei wurde oft eine

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

Zuvor wurde das zu untersuchende Plasmid aus einer Fliissigkultur mit einem Isolations-Kit
(MN) isoliert. Die Konzentration der Plasmide wurde iiber einen Nanodrop-2000 photometrisch
bestimmt. Das LB-Medium enthielt selektive Antibiotika spezifisch fiir die Plasmide der
transformierten E. coli Zellen. Die Flissigkultur wurde mit Transformanten angeimpft und

meist UN bei 37 °C und 250 rpm kultiviert.

Die Plasmide wurden zusammen mit den Enzymen fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Hierbei wurden
bis zu 400 ng Plasmid-DNA mit entsprechenden Restriktionsenzymen (1 unit pro 1 pg DNA)
und 10x CutSmart®-Puffer mit Aqua bidest. auf 25 pL aufgefiillt und vermischt.

Im Anschluss wurden die Reaktions-Losungen auf einem Agarose-Gel aufgetrennt.

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

qualitativ analysieren (Wagner, 1964).

Zur Herstellung der Agarose-Gele wurde Agarose in TBE-Puffer aufgekocht. Nach Zugabe von
Midori Green wurde die Losung auf ca. 50 °C abgekiihlt und dann in eine Gelkammer gegossen.
Vor der Elektrophorese wurde das Gel mit TBE-Puffer iiberschichtet und die DNA-Proben
wurden in die Geltaschen geladen. Die Auftrennung erfolgte bei 80-100 V fiir bis zu 1,5 h. Die
DNA konnte durch die Bindung von Midori Green und dem GelDoc-System mittels UV-Licht

visualisierbar gemacht werden.
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3.2.5 Q5®-Side-directed-mutagenesis

Reagenzien und Ger:iite

PCR-Cycler

LB-Medium

Kanamycin
QS5-Polymerase
Reaktions-Puffer
dNTPs

3’und 5’-Primer
T4 DNA-
Ligasepuffer

T4 PNK

T4 DNA Ligase

Restriktionsenzym

TC-96/g/H(b)C, Biozym Scientific GmbH; Mastercycler gradient,
Eppendorf

10 g/L Bacto-Trypton, 5 g/L Hefe-Extrakt, 5 g/LL NaCl, fiir Platten:
15 g/L Bacto-Agar

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

NEB (2000 units/mL)

5x Q5 Reaktions Puffer, NEB

Jeweils 10 mM (Fermentas)

Jeweils 10 mM

NEB

NEB (10000 units/mL)
NEB (400000 units/mL)
Dpn I, NEB

Durch Mutagenese wurde in dem Vektor pPDONR221 mit dem Insert BICIVT die Mutante

BIC13“4 in selbigem Vektor generiert. Dieses Konstrukt diente als Entry-Vektor fiir weitere

Gateway-Klonierungen. Durch die Q5®-Side-directed-mutagenesis lisst sich eine Mutation

wiahrend einer PCR durchfiihren.

Fiir eine Schritt-fiir-Schritt dreifach-Cystein Mutation wurden fiir jede Mutation jeweils

ein Primerpaar verwendet. Hierbei wurde jeweils ein forward- und ein reverse-Primer

verwendet:

Mat_Bicl_C99A_fwd
Mat_Bicl_C99A rev
Mat_Bicl_C104A_fwd
Mat_Bicl _C104A_rev
Mat_Bicl_C135A_fwd
Mat_Bicl_C135A_rev

TTGGATCGACGCTTCTACCTTCGATACTTG
TCCTTGAGGAGTTCCTCTTG
CTTCGATACTGCTCTTGTGCCTGCTGG
GTAGAAGCGTCGATCCAATC
TCATAACAGAGCTCTCATCCTCAGGGACC
AGTCCACCAGAAGCAGAAG
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Die Mutagenese erfolgte wihrend einer PCR. Kurze Oligonukleotide (Primer) binden an das
DNA-Template, von denen die Amplifikation der Nukleinsduren startet. Die Polymerase
vollendet den neuen DNA-Strang, inklusive der durch die Primer eingefiigten Mutation (Mullis
und Faloona, 1987).

Bei einem beispielhaften PCR/Mutagenese-Ansatz wurden folgende Substanzen pipettiert:

QS5®-Polymerase 0,5 uL
5x Reaktions-Puffer SuL
10 mM dNTPs 1 uL

10 uM Fwd-Primer 2,5ul
10 pM Rev-Primer 2,5 uL
Template DNA 1-25 ng
Aqua bidest. auf 25 uL

Die Amplifikationsbedingungen der PCR wurde an den Reaktionsansatz angepasst. Zu
beachten war die Schmelztemperatur des Primer-Paares. Nachfolgend ist ein beispielhaftes

PCR-Programm aufgelistet:

Initiale Denaturierung 98 °C 30s

Denaturierung 98 °C 10s

Annealing T der Primer — 5 °C 30s

Elongation 72 °C Abhidngig von Polymerase
und Template Gro3e

Finale Extension 72 °C 2 min

Lagerung 4°C unbegrenzt

Die Anzahl an Zyklen (Denaturierung-Elongation) betrdgt im generellen 25-35. Durch eine
anschlieBende Behandlung mit Ligasen und Kinasen wurden die PCR-Produkte
komplementiert und durch eine Behandlung mit dem Restriktionsenzym Dpn I (1 unit pro 1 pg

DNA) wurden die methylierten, urspriinglichen, nicht mutierten Templates zerstort:

40



PCR-Produkt
T4 Ligasepuffer
T4 PNK

T4 DNA Ligase
Dpn I

Aqua bidest.

I uL
I ul
I ul
I uL
I uL
SuL

Die Inkubation erfolgte fiir 1 h bei RT. Nach jeder Mutation wurde das mutierte Konstrukt

mittels chemischer Transformation in E. coli Zellen NEB-Turbo gebracht und auf LB-Platten

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 von 40—100 ng/pL

und entweder einen forward oder reverse Primer mit der Konzentration von 4 uM. Es wurde

ein Primerpaar fiir die Sequenzierung des BIC1 Gens verwendet. Die iibrigen folgenden Primer

sind fiir die spezifischen Plasmid-Konstrukte:

BIC1_fwd

BIC1 rev
pGWB614 615 35S fwd
pGWB614 HA rev
pGWB615 NOSt rev
V341V386_PUBQ10_fwd
V341V386_T35S rev

ATGAATATCGACGACACCACCTC
CCTGAGGATGAGGCATCTGTTATG
CGCAAGACCCTTCCTCTATATAGG
CTGCACTGAGCAGCGTAATCTG
GCTATGACCATGATTACGAATTGG
TTTCGTTCGATCCCAATTTCG
TAGATTTGTAGAGAGAGACTGGTG

3.3 Herstellung transgener Pflanzen

Zur Herstellung transgener, stabiler 4. thaliana Linien wurde sich im Rahmen dieser Arbeit der

floral-dip Methode bedient. Uber zuvor transformierte Agrobacterium tumefaciens wurde das

Zielgen in die Eizellen der Bliiten der Pflanzen eingebracht. Die Transformation in Pflanzen

wird durch ein Ti-Plasmid in 4. tumefaciens ermdglicht. Die in den Agrobakterien exprimierten

Virulenzproteine ermdglichen das Einbringen der T-DNA Sequenz inklusive des Zielgens. Die

41



T-DNA wird an zufilliger Position in das Genom der Pflanze inseriert (Clough und Bent, 1998;
Hellens et al., 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden BIC1VT und BIC1°“2 in 4. thaliana WT und in die cryl/cry2
Mutante mit dem Okotyp Col-0 transformiert.

3.3.1 Herstellung chemisch kompetenter A. tumefaciens

Agrobakterien wurden fiir die stabile Transformation von A. thaliana und der transienten
Transformation von N. benthamiana benétigt. Fiir die Transformation der Agrobakterien selbst

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

Reagenzien und Ger:iite

Inkubationsschiittler Inkubator G25, New Brunswick Scientific Co., inc
YEB-Medium 5 g/L Rinder-Extrakt, 1 g/L Hefe-Extrakt, 5 g/L Pepton, 5 g/L
Saccharose, 300 mg/L MgSOq (fiir 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
NaCl 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 YEB-Medium angeimpft und bei 28 °C und ca.
200 rpm kultiviert. Die Vorkultur wurde verwendet, um eine Hauptkultur mit frischem Medium
auf eine ODgoo von 0,1 einzustellen und erneut bei 28 °C und ca. 200 rpm bis zu einer ODgoo
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-Losung resuspendiert. Der Vorgang wurde wiederholt und das
Pellet in 10 mL eiskalter Calciumchlorid-Losung resuspendiert. Die chemisch kompetenten

Zellen wurden in 100 pL Aliguots in fliissigem N> weggefroren und bei -80 °C gelagert.
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3.3.2 Transformation von A. tumefaciens

Reagenzien und Ger:iite

Heizblock Thermomixer comfort, Eppendorf

YEB-Medium 5 g/l Rinder-Extrakt, 1 g/L Hefe-Extrakt, 5 g/L Pepton, 5 g/L
Saccharose, 300 mg/L. MgSO4 (fiir 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: 25-50 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 fliissigem N> schockgefroren, und anschlieBend fiir 5 min
bei 37 °C fiir einen Hitzeschock inkubiert. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz mit
I mL YEB-Medium auf RT versetzt und der Ansatz bei 28 °C fiir 4 h (eine Verdopplung von
A. tumefaciens) schiittelnd bei 250 rpm auf einem Heizblock inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen bei 1520 g fiir 3 min geerntet und der Uberstand dekantiert. Die Bakterien
wurden auf selektiven YEB-Platten ausplattiert und bei 28 °C fiir 2-3 Tage inkubiert bis

Kolonien sichtbar waren.

3.3.3 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

Reagenzien und Ger:iite

Inkubationsschiittler Inkubator G25, New Brunswick Scientific Co., inc
YEB-Medium 5 g/L Rinder-Extrakt, 1 g/L Hefe-Extrakt, 5 g/L Pepton, 5 g/L
Saccharose, 300 mg/L. MgSO4

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

Infiltrationsmedium 5% (w/v) Sucrose, 0,05% Silwet L-77 (Momentive Performance

Materials GmbH)
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Die zu transformierenden A. thaliana Pflanzen wurden bis zur Ausbildung eines noch

geschlossenen Bliitenstands in der Anzuchtkammer unter Langtag-Bedingungen angezogen.

Die zu transformierenden A. tumefaciens Zellen wurden zwei Tage zuvor kultiviert. Alle YEB-
Medien enthielten selektive Antibiotika. Hierbei wurde eine 3 mL YEB-LOosung mit
A. tumefaciens (pUBV341, BICIWT oder BIC1°“?) angeimpft und UN bei 28 °C und 300 rpm
inkubiert. Am folgenden Tag wurden 3 mL dieser UN-Kultur in 100 mL YEB-Medium
iiberfiihrt und erneut UN bei 28 °C und 300 rpm inkubiert. Die Zellen wurden bei 4500 g,
15 min, RT geerntet und in Infiltrationsmedium resuspendiert, sodass eine ODgoo von ca. 0,8
vorlag. Diese Agrobakterien-Suspension wurde in grofle Glasgefdfe liberfiihrt, sodass alle
oberirdischen Teile von 4. thaliana fir 3-5 s eingetaucht werden konnten. Vorher wurden
bereits offene und befruchtete Bliitenstinde abgeschnitten. Die transformierten Pflanzen
wurden in Eimer tiberfiihrt, diese wurden mit Klarsichtfolie und mit Papier abgedeckt. Nach
2 ' d in der Anzuchtkammer unter Langtag-Bedingungen wurden die Pflanzen aus dem Eimer

herausgestellt und in der Anzuchtkammer bis zur Samenreife weiterkultiviert.

3.3.4 Selektion und Zucht von transgenen Arabidopsis thaliana

Puffer und Reagenzien

Basta-Losung 1 mL/L Basta-Stammlosung (Aventis), 0,05% (v/v) Silwet L-77

(Momentive Performance Materials GmbH)

Zur Selektierung transgener 4. thaliana Linien wurden die geernteten Samen der F1-Generation
ausgesit und mit Basta behandelt. Als Selektionsmarker wurde zusammen mit dem Transgen
auch eine Resistenz gegen das Herbizid Basta mit transformiert. Das Ziel war letztendlich eine

homozygote, unabhidngige Linie in der F3-Generation zu generieren (Abb. 12).
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Abb. 12: Selektion transgener A. thaliana Linien. Nach der Transformation der FO-Generation mittels floral-
dip wurden die F1-Samen geerntet. Die Keimlinge der F1-Generation wurden nach Basta-Selektion erneut bis zur
Samenreife kultiviert und eine F2-Generation wurde geziichtet. Diese ist grofitenteils heterozygot. Die Pflanzen
der F2-Generation wurden mittels Western Blot auf transgenes Protein hin tberpriift. Zusétzlich wurde die
Hypokotyllinge von BIC1W¥Tox-Linien gemessen und auf Normalverteilung hin iiberpriift. In der F3-Generation
wurde selbiges wiederholt. Zusétzlich wurde erneut auf Basta-Resistenz getestet. Bei F2-Eltern, die homozygot
waren, haben alle F3-Nachkommen die Basta-Behandlung iiberlebt. Bei heterozygoten Eltern wéren % durch Basta
gestorben, vorausgesetzt es handelt sich um ein Transgen (Abb. Anhang 2). Die laut Basta-Behandlung

homozygoten F3-Linien (rote Umrandung) wurden fiir weitere analytische Experimente verwendet (nach Christian
Michalski, 2017).

Fiir die Basta-Behandlung der F1-Genration wurden diese nach 2-wdchiger Stratifikation bei
4-6 C° dicht nebeneinander auf Anzuchterde ausgesét. Nach ca. 7 d nach Keimung wurden die
Keimlinge im Abstand von zwei Tagen dreimal mit Basta-Losung bespriiht. Nur Keimlinge,
die einen Selektionsmarker und somit auch das Zielgen trugen, iiberlebten. Transgene F1-
Pflanzen sind heterozygot. Die weitere Kultivierung hinzu der F2-Generation erfolgte fiir jede
Pflanze einzeln, da diese eine unabhéngige Linien représentierte, sprich Pflanzen die aus einem
spezifischen Transformationsereignis hervorgingen und sich genotypisch von dem Insertionsort
innerhalb des Genoms von anderen Linien unterschieden. Die Pflanzen der F2-Generation
wurden mittels Western Blot auf transgenes Protein hin iiberpriift. Fiir eine Ziichtung von
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homozygoten Linien wurden die F2-Pflanzen zur Samenbildung kultiviert. Die Keimlinge aus
der F3-Generation wurden erneut mit Basta behandelt. Bei F2-Eltern, die homozygot waren,
haben alle F3-Nachkommen die Basta-Behandlung iiberlebt. Bei heterozygoten Eltern wéren
laut Mendelscher-Regel "4 durch Basta gestorben (Abb. Anhang 2). Die Regel gilt nur, wenn
nur ein Transgen inseriert wurde. Zusitzlich wurde die Hypokotyllinge von BIC1 % ox-Linien
und BIC13““ox-Linien gemessen und auf Normalverteilung hin iiberpriift (Abb. Anhang 3).

Mit den Linien aus der F3-Generation wurden analytische Experimente durchgefiihrt.

3.3.5 Transiente Transformation von Nicotiana benthamiana

Reagenzien und Ger:iite

Inkubationsschiittler Inkubator G25, New Brunswick Scientific Co., inc
YEB-Medium 5 g/L Rinder-Extrakt, 1 g/L Hefe-Extrakt, 5 g/L Pepton, 5 g/L
Saccharose, 300 mg/L MgSOq (fiir 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: 25-50 mg/L

Infiltrationsmedium 10 mM MgCl,, 10 mM MES-KOH (pH 5,6), 150 uM Acetosyringon

Fiir Proteinlokalisationsstudien, der Untersuchung von photobodies, dem Zusatz von BIC1WT

mit Palladium-mesoporphyrin (Pd-mP), der Uberexpression von BICIWT

, sowie vorherigen
Tests der Konstrukte auf funktionierende Proteinexpression, bevor diese fiir stabile
Transformation in A. thaliana verwendet werden, wurden ausgewdihlte Konstrukte transient in
N. benthamiana exprimiert. Fiir die Transformation der N. benthamiana Pflanzen wurden
zunichst 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
Verhiltnis 1:1 vermischt. Dessen Genprodukt unterdriickt posttranskriptionelles Gene
Silencing und erhoht somit die Ausbeute des Zielproteins (Canto et al., 2006; Hsieh et al.,
2009). Eine Kolonie des entsprechenden Agrobakterien-Stamms wurde in 3 mL YEP-Medium

mit halber Arbeitskonzentration der Antibiotika versetzt, damit diese schneller anwuchsen. Die

Bakterien wurden {iber Nacht bei 28 °C bei 250 rpm inkubiert. Nach ca. 17 h wurden 2 mL der
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Ubernachtkultur in 4 mL frisches YEB-Medium mit voller Antibiotika-Konzentration iiberfiihrt
und erneut fiir 4 h bei 28 °C und 250 rpm inkubiert. Von den restlichen 1 mL konnte ein DMSO-
Stock hergestellt werden. AnschlieBend wurden die Zellen bei 4 °C 15 min bei 1520 g geerntet.
Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in 1 mL eiskaltem Infiltrationsmedium
resuspendiert. Die im Verhdltnis 1:1 zu vermischenden Bakterienstimme (mit Zielvektor bzw.
P19) wurden mit dem Infiltrationsmedium in der finalen Losung auf eine ODsoo von 0,6-0,7
eingestellt. Danach wurden die Zellen 1 h bei RT inkubiert, damit die Agrobakterien durch das
Acetosyringon in dem Infiltrationsmedium ihre Virulenz Gene hochregulieren, die fiir einen
Transfer der T-DNA notwendig sind. Die zu infiltrierenden N. benthamiana Pflanzen wurden
bereits am Vorabend ausreichend gewissert und mit einer Plastikhaube bedeckt, damit deren
Stomata durch die hohe Luftfeuchtigkeit ausreichend gedffnet sind. Die letztendliche
Infiltration erfolgte mit einer 1 mL grofen Spritze ohne Kaniile 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 tiberfiihrt und fiir weitere 2-7 Tage fiir
nachfolgende Analysen inkubiert. In diesem Zeitraum war die Menge an gebildetem Zielprotein

optimal.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

Fiir die Charakterisierung von BIC1IWT, BIC13“A und BIC1"B3ACA wurden verschiedene
biochemische Methoden verwendet. Diese waren rekombinante Expression in E. coli,
Aufreinigung iiber Affinitdtschromatographie, Immundetektion und unterschiedliche Analysen

der Proteine.

3.4.1 Heterologe Proteinexpression in E. coli

Die Expression der BIC1-Konstrukte BIC1WT, BIC1°“* und BIC111343¢A erfolgte in dem IPTG-

induzierbarem Vektor pET-28a (+) in dem E. coli Expressionsstamm BL21 star.

Reagenzien und Ger:iite

Inkubationsschiittler MaxQ 4000 Inkubator, Thermo Scientific; B6060 Heracus fiir 1,5-

2 L Erlenmeyerkolben

LB-Medium 10 g/L Bacto-Trypton, 5 g/L. Hefe-Extrakt, 5 g/L. NaCl, fiir Platten:
15 g/L Bacto-Agar

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

FeS04 10 mM in Aqua bidest.; Arbeitskonzentration: 10 pM

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

Aminolivulinsiure

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

PBS 8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCI, 1,8 g/L Na,HPO4 x 2H>O, 0,24 g/L
KH2PO4

Eine 50 mL Fliissigkultur wurde mit transformierten E. coli Zellen angeimpft und bei 37 °C,
UN und 200 rpm kultiviert. Alle verwendeten Fliissigkulturen wurde mit spezifischen
Antibiotika fiir die Selektion versetzt. Am folgenden Tag wurden 2 mL der UN-Kultur in 50 mL
frisches Medium tiberimpft und fiir 5 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Grofle 2 L Kulturen
wurden mit der gesamten ,Auffrischungskultur® angeimpft und bis zu einer ODgoo von ca. 1,0
bei 37 °C und 200 rpm angezogen (LB-Medium wurde auf 37 °C vorgewérmt). Vorher wurde
das LB-Medium der groflen Kulturen mit Eisensulfat und 5-Aminoldvulinsdure versetzt, um
die Expression von Hém-haltigen Proteinen zu steigern. Nach Erreichen der gewiinschten

ODsoo wurden die Zellen auf Eis heruntergekiihlt, 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 fiir 10 min zentrifugiert und geerntet. Die Ernte erfolgte mit
einer J2-91 Zentrifuge von Beckmann (JA-20 Rotor). Die pelletierten Zellen wurden mit 40 mL
PBS gewaschen, erneut bei 4500 g und 4 °C fiir 45 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde

dekantiert und die Zellen wurden bei -80 °C bis zum Zellaufschluss weggefroren.

3.4.2 Aufreinigung loslicher, rekombinanter Proteine aus E. coli

Proteine mit einem 6xHis-tag konnen iiber Nickel-Nitrilotriessigsdure- (Ni-NTA)
Affinititschromatographie aus einem Zelllysat aufgereinigt werden. Ni** sind in der Lage,
durch Austausch von Wasser mit zwei Histidin Resten des Zielproteins zu interagieren und so
iiber eine hohe Affinitét zu binden. Dieser Komplex kann erst durch die Zugabe von Imidazol
und den Wechselwirkungen von Imidazol mit der Sdulen-Matrix aufgebrochen werden und das
Zielprotein von der Ni-NTA-Matrix verdrangen. Somit eluieren die His-getagten Proteine nach

Imidazol Zugabe.

Puffer und Reagenzien
Lysepuffer 50 mM HEPES (pH 7,0), 500 mM NaCl, 10% Glycerin, 1 mg/mL
Lysozym, 0,2 mg/mL DNase, 14 uM E-64, 0,25 mM AEBSF, 1 uM

Pepstatin, gelost in Aqua bidest.; steril filtriert (Nitrocellulose
Membran 0,22 um); spitere Zugabe von Triton X-100 auf
Endkonzentration von 1%

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

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

HisTrap-Saule 1 mL His7rap HP, GE Healthcare

Vor der Aufreinigung der Zielproteine iiber Affinititschromatographie an einem Akta-Purifier-
System (P10, GE Healthcare) wurden die zuvor pelletierten E. coli Zellen lysiert und
aufgeschlossen. Die Zellen wurden in einem 50 mL Reaktionsgefall auf Eis aufgetaut und mit

35 mL, eiskaltem Lysepuffer versetzt und resuspendiert. Zur Zelllyse wurde eine French-Press
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(ca. 1000 psi) verwendet, und die Zellen wurden in drei Durchgéngen aufgeschlossen. Hierbei
hatte die Zelle eine Temperatur von 4 °C. Das Lysat wurde bei 30000 g und 4 °C fiir 75 min
zentrifugiert, sodass die Zelltriimmer und anderes unldsliches Material pelletiert wurden und

16sliche Proteine im Uberstand vorlagen.

Bevor das Lysat auf die His7rap-Séule und somit auf die Ni-NTA-Matrix beladen wurde,
wurde diese zuvor mit 20 SV (Siulenvolumina) Proteinpuffer dquilibriert. Das Aquilibrieren,
das Beladen, und einzelne Waschschritte der Séule erfolgte iiber eine Peristaltikpumpe.
Nachdem das Lysat auf die Sdule geladen wurde, wurde dem Lysepuffer Triton X-100 auf eine
Endkonzentration von 1% hinzugefiigt und 10 SV iiber die Sdule gegeben, sodass unerwiinschte
Proteine herausgewaschen wurden. Im Anschluss wurde die Sdule mit 20 SV Proteinpuffer
nachgewaschen, um das Triton X-100 herauszuwaschen, sodass die Siule an das Akta-Purifier-
System angeschlossen werden konnte. Hier wurde ein Imidazol-Stufengradient als Programm
zur Aufreinigung His-getagter Proteine verwendet. Dabei wurde zu Beginn mit 5 SV, 5%-igem
Imidazol Puffer gewaschen und auf 10% (5 SV), 20% (5 SV), 40-50% (5 SV) und 100% (5 SV)
erhoht. Die Proteine eluieren bei spezifischen Imidazol Konzentrationen. Die Elution wurde
dabei iiber die Absorption bei 280 nm (aromatische Aminosduren) und 415 nm (H&m)
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 NacCl, 10% Glycerin, gelost in Aqua
bidest.

Membran- Amicon™ Ultra 10 kDa MWCO, Millipore

konzentrator

Das Autkonzentrieren von Proteinlosungen und einhergehender Pufferaustausch erfolgte iiber
einem Membrankonzentrator. Die Proteinlosung wurde 20 min bei 3940 g und 4 °C
zentrifugiert. Puffer und Proteine kleiner als 10 kDa wurden durch den cut-off Filter
hindurchzentrifugiert und verworfen. Zu der Proteinlosung wurde neuer Proteinpuffer
hinzugegeben. Nach mehrmaligen Zentrifugationsschritten wurde das gewlinschte Volumen

bzw. die gewiinschte Konzentration erreicht. Zuséitzlich wurde so der Imidazol-haltige Puffer
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gegen Proteinpuffer ausgetauscht. Die BIC1-Proteine sind groBer als 10 kDa und verbleiben

daher in dem Uberstand.

3.4.4 Denaturierender Proteinextrakt aus 4. thaliana Keimlingen

Zur Gesamtproteinextraktion wurden zwei verschiedene Methodiken angewendet. Bei
ergriinten Pflanzen konnen Chlorophyll-haltige Massenproteine aus Chloroplasten ein stark
storendes Signal wihrend des Western Blots mit dem Infrarot Imaging System geben. Aus
diesem Grund wurde durch mehrere Waschschritte mit Aceton versucht, das Chlorophyll
herauszuwaschen (Hao et al., 2015). Diese Methode wurde bei der Isolation von 3xHA-BIC1

aus N. benthamiana angewendet.

Puffer und Geriite
Zellmiihle 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 Tris-HCI (pH 6,8), 250 mM DTT, 5% (w/v) SDS, 50% (v/v)
Probenpuffer Glycerol, 0,05% (w/v) Bromphenolblau

Blattproben wurden zwischen den Arbeiten in fliissigem N» gelagert bzw. heruntergekiihlt.
35-40 mg Pflanzenmaterial wurden mit 2 Stahlkugeln in einem Aufschlussgefdll in eine
Zellmiihle eingespannt und 3x fiir 30 s bei 30 Hz aufgeschlossen. Nach dem Aufschluss wurde
das Pulver in 1 mL Extraktionspuffer resuspendiert und fiir 1 h bei -20 °C prézipitiert. Nach
Zentrifugation bei 20000 g bei 4 °C und 15 min wurde der Uberstand dekantiert und das
Prizipitat in 1 mL Waschpuffer resuspendiert. Im Anschluss wurde die Losung erneut
bei -20 °C fiir 30 min prézipitiert. Dieser Waschritt wurde so lange wiederholt, bis das Préizipitat
weil} gefarbt war. In der Regel wurde dies nach 2-3 Waschritten erreicht. Das weille Préizipitat
wurde fiir 15 min bei RT unter Vakuum gezogen, um die Aceton Reste zu entfernen. Das
Prizipitat wurde in SDS-Probenpuffer resuspendiert und fiir die SDS-PAGE 10 min bei 95 °C
gekocht. Vor dem Auftragen der Probe auf ein SDS-Polyacrylamid Gel wurde diese bei 20000 g

auf RT fiir 15 min zentrifugiert, um unldsliches Material zu pelletieren.
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In der Regel wurden Arabidopsis-Keimlinge im Dunkeln angezogen, wenn der
Gesamtproteinextrakt mittels Western Blot untersucht werden sollte. Nachfolgend beschriebene
Methode wurde bei allen stabilen 4. thaliana Uberexprimierer-Linien angewendet. Durch die
Aufzucht in Dunkelheit besitzen die Keimlinge keine ausgebildeten Chloroplasten und zeigen
keine storenden Hintergrundsignale durch Chlorophyll-haltige Proteine. Somit konnte auf
Waschschritte mit Aceton verzichtet werden und direkt nach dem Aufschluss SDS-

Probenpuffer auf den Extrakt gegeben werden (Wang et al., 2017b).

Puffer und Reagenzien
SDS- 120 mM Tris-HCI (pH 7,0), 4 % SDS, 5% Glycerol, 10 mM TCEP
Probenpuffer (neutraler pH-Wert), 0,05% (w/v) Bromphenolblau

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

direkt in SDS-Probenpuffer resuspendiert.

3.4.5 Aufreinigung von BIC1-GFP aus N. benthamiana und Immunprizipitation mittels

aGFP-Agarose beads

BICI1-GFP wurde transient in N. benthamiana exprimiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
versucht, mittels aGFP-Antikdrpern das Protein BIC1-GFP zu immunprézipitieren und in der
Massenspektrometrie analytisch zu untersuchen. Hierbei wurden GFP-Trap Agarose beads von
Chromotek verwendet. Diese geben aufgrund fehlender leichter Antikorperketten kein
storendes Signal in der Massenspektrometrie und somit kann das Zielprotein direkt an den
Agarose beads tryptisch verdaut und massenspektrometrisch untersucht werden. Generell
wurde fiir die Immunprézipitation das Protokoll von Chromotek fiir ,,GFP IP of A. thaliana

plant samples* verwendet (Hubner et al., 2010).
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Puffer und Reagenzien

Lysepuffer 25 mM HEPES/KOH (pH 7,4-7,5), 100 mM NaCl, 10% Glycerol,
0,5% Tergitol 15-S-9; 10 mM DTT; 10 mL pro 8 g Blattmaterial

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

Protease PI-Cocktail “for plant cell and tissue extract”, 3,3 pL pro 100 mg

Inhibitoren Blattmaterial, Sigma-Aldrich

DNase 1,5 pg pro 100 mg Blattmaterial

Sterilfilter 0,45 um Filtropur S, Sarstedt

Antikorper aGFP-Agarose Beads, Chromotek

N. benthamiana Pflanzen wurden vor der Proteinisolation mit A. tumefaciens inokuliert, welche
mit pUBC-GFP-Dest V049 BIC1-GFP transformiert worden waren (siehe 3.3.5). Nach 4 d
Inkubation in der Anzuchtkammer unter Langtag-Bedingungen wurde ein infiltriertes Blatt
unter einem KLSM analysiert. Bei 488 nm Anregung und Detektion der Emission bei
500 — 550 nm wurde tberpriift, ob GFP-Signal detektiert werden kann. Bei Verifizierung
wurden die infiltrierten Blatter geerntet und nach einfrieren in fliissigem N2 bei -80 °C gelagert.
Ca. 8 g Blattmaterial wurden fiir die Immunprézipitation eingesetzt. Das Blattmaterial wurde
unter Einsatz von fliissigem N> zu feinem Pulver gemorsert. Protease-Inhibitoren, DNase und
Lysepuffer wurden zu dem Pulver gegeben, vermischt und 30 min auf Eis inkubiert.
Wihrenddessen wurde das Lysat mehrmals durch eine Nadelspitze (0,8 x 40 mm) gedriickt, um
den Aufschluss zu verbessern. Nach der Inkubation wurde das Lysat bei 20000 g fiir 10 min bei
4 °C zentrifugiert, sodass die Zelltriimmer pelletiert wurden. Der Uberstand wurde durch einen
0,45 pm Sterilfilter filtriert. Zuvor wurden die aGFP-Beads nach dem Protokoll von Chromotek
gewaschen und zu dem Lysat gegeben. Die Agarose beads inkubierten 20-60 min bei 6 °C
wihrend das Lysat in dieser Zeit invertiert wurde. Im Anschluss wurden die Agarose beads bei
2500 g fiir 5 min bei 4 °C pelletiert und in ein kleines Reaktionsgefaf} liberfithrt. Die Beads
wurden einmal mit Lysepuffer und 2-3-mal mit Waschpuffer gewaschen. Im letzten Schritt
wurde der Waschpuffer dekantiert. Die Beads wurden entweder direkt in die
Massenspektrometrie (Uni Marburg, Fachbereich Chemie) iiberfiihrt, oder auf ein SDS-
Polyacrylamid Gel beladen.
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3.4.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Fiir die Bestimmung von Konzentrationen von Proteinldsungen wurde entweder die Bradford
oder Amidoschwarz-Methode verwendet. Bei Proteinlosungen ohne SDS, sprich native,
l16sliche Extrakte, wurde stets die Methode nach Bradford verwendet. Diese ist jedoch nicht
durchfiihrbar, wenn die Extrakte SDS enthielten. In einem solchem Fall wurde stets die

Methode mit Amidoschwarz durchgefiihrt.

3.4.6.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Reagenzien und Gerite
Bradford-Losung Roti-Quant x5 (Roth, Karlsruhe)
Proteinstandard 10 mg/mL BSA
UV/VIS- GeneQuant 1300, GE Healthcare

Spektrometer

Fiir die Proteinkonzentrationsbestimmung von Proteinlosungen, die kein SDS enthielten, war
die Bradford-Methodik die Methode der Wahl (Bradford, 1976). Die Proteine mit unbekannter
Konzentration binden den Farbstoff Coomassie Brillant Blau G-250. Durch die
Wechselwirkungen mit den sauren Aminosaureseitenketten verschiebt sich die Absorption des
Farbstoffes von 465 zu 595 nm. Die Ausbildung dieses Protein-Farbstoff Komplexes ist bereits
nach 2 min abgeschlossen und die Absorption kann mit einem Fotometer bestimmt werden. Fiir
eine genaue Konzentrationsbestimmung ist eine Eichgerade mit BSA bekannter Konzentration
und der Bradford-Losung durchgefiihrt worden. Die Absorption von 595 nm wurde ermittelt.
Hierbei wurde das Lambert-Beer-Gesetz verwendet, bei dem die Konzentration eines Stoffes

sich linear zu dessen Absorption verhilt.

54



3.4.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mit Amidoschwarz

Puffer und Reagenzien

Amidoschwarz- Amidoschwarz bis zu einer ODg1s von 10, 90% (v/v) Methanol,
Arbeitslosung 10% (v/v) Eisessig

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

Natronlauge 0,2M

Proteinstandard 10 mg/mL BSA-Ldsung

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen, die aufgrund der Extraktionsmethode
SDS enthielten, wurde die Amidoschwarz-Methode verwendet, da diese im Vergleich mit
anderen Methoden relativ robust gegeniiber SDS ist (Popov et al., 1975). Wenn Proteine den
Farbstoff Amidoschwarz binden, lassen sich diese spektroskopisch bei einer Absorption von
615 nm detektieren. Somit ldsst sich die Proteinkonzentration iiber die ODs15 bestimmen. Um
auf die gemessene Proteinmenge schlieBen zu konnen, muss vorher eine Eichgerade mit einer
Proteinlosung erstellt werden, dessen Konzentration bekannt ist. Als Proteinstandard wurde

BSA verwendet.

Von den zu untersuchenden Proben mit unbekannter Konzentration wurden 10-20 uLL mit Aqua
bidest. auf 200 pL aufgefiillt und zu 800 pL Amidoschwarz-Arbeitslosung gegeben. Nach
griindlicher Durchmischung der Proben wurden diese bei RT mit 10000 g fiir 12 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, dass Pellet mit 1 mL Waschldsung gewaschen
und erneut zentrifugiert. Nach erneutem Dekantieren wurde das Pellet fiir ca. 30 min auf RT
getrocknet und mit 1 mL Natronlauge resuspendiert. Durch die Natronlauge wurde der
Farbstoff Amidoschwarz wieder in Losung gebracht und konnte bei ODg15 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 Ger:iite
SDS- 120 mM Tris-HCI (pH 7,0), 4% (w/v) SDS, 5% Glycerol, 10 mM
Probenpuffer + TCEP (pH-neutral), Bromphenolblau (Spatelspitze)
Red

SDS- 120 mM Tris-HCl (pH 7,0), 4% (w/v) SDS, 5% Glycerol,
Probenpuffer - Bromphenolblau (Spatelspitze)
Red

Acrylamid-Gele Mini-PROTEAN TGX Precast Gels, 4-15%, Bio-Rad
Limmli-Puffer 250 mM Tris, 1,82 M Glycin, 1% (w/v) SDS

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

Mithilfe der SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Elektrophoresis)
werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen anhand ihres Molekulargewichtes
aufgetrennt (Laemmli, 1970). Das Detergens SDS im Probenpuffer bindet dabei als anionisches
Tensid kovalent an Proteine. Die Proteine haben entsprechend ihrer Gréfe eine spezifische
Anzahl an SDS-Molekiilen gebunden und somit eine spezifische negative Formalladung. Diese
wandern dann in einem elektrischen Feld zur Anode und konnen so anhand ihres
Molekulargewichtes differenziert und analysiert werden. Hierbei migrieren kleine Proteine
schneller durch die SDS-Polyacrylamid Gele, da deren Mobilitit durch die vernetzten
Polyacrylamid-Poren des Gels hoher ist. Die Eigenschaften der Auftrennung kann bspw. durch
eine verdnderte Konzentration an Polyacrylamid (PAA) verdndert werden. In dieser Arbeit
wurde ein vorgefertigtes Gradienten-Gel (PA A-Konzentration 4-15%) von Bio-Rad verwendet.
Zuvor wurden die Proteine im SDS-Probenpuffer fiir 10 min bei 95 °C gekocht, sodass deren
Tertidr- und Sekundirstruktur zerstdrt wurde. Die Proben wurden in einem elektrischen Feld
bei konstant 30 mA pro Gel und maximal 300 V aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde ein Lammli-
Puffer verwendet. Als Proteinmarker wurden 3 pL des Precision Plus Protein Dual Color

Standard Markers geladen.

Folgend konnten die Gele entweder fiir Western Blots oder Coomassie-Farbungen verwendet

werden.
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3.4.8 Coomassie Firbung

Reagenzien und Ger:iite

Inkubations- 3005, GFL

schiittler

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

Entfirbelosung 10% (v/v) Eisessig

Fiir die Visualisierung von Proteinen auf einem PAA-Gel ist die Farbung mit Coomassie eine
schnelle und einfache Methode. Durch die Zugabe der Firbelosung fallen die sich im Gel
befindlichen Proteine aus und binden den Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie. Die Farbung
kommt zustande, indem Coomassie an die basischen Seitenketten der Aminosauren bindet. Das
Gel wurde zusammen mit der Férbelosung zur Beschleunigung der Reaktion fiir ca. 1 min in
der Mikrowelle erhitzt und bis zu 8 h bei RT und 100 rpm inkubiert. Danach wurde das Gel in
der Entfiarbelosung so lange gewaschen, bis der gewlinschte Entfarbungsgrad erreicht wurde

und die einzelnen Proteinbanden visuell erkennbar waren.

3.4.9 Western Blot

Fiir den Nachweis eines Zielproteins in einem Proteingemisch wurde die Methodik des Western
Blots angewendet (Towbin ef al., 1979). Hierbei wurde nach der SDS-PAGE ein Transfer der
Proteine aus einer 3D-Matrix heraus auf eine Protein-bindende Membran durchgefiihrt. Die
Proteine auf der neuen 2D-Matrix lassen sich dann mittels Immundetektion spezifisch

nachweisen.
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3.4.9.1 Transfer von Proteinen auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran im Wer-

Blot Verfahren

Puffer und Reagenzien
Transfer-Puffer 48 mM Tris-base, 39 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol
Blotting-Papier MN 827 B, Macherey-Nagel

Nitrocellulose- Porablot NCP, Porengrofe 0,45 um, Macherey-Nagel N Hybond ECL
Membran 0,45 um, Amersham Biosciences

PVDF-Membran  Porablot PVDF, Porengrofle 0,2 um, Macherey-Nagel

Gelkammer- Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad

System

Fir den Transfer werden bei dem Wet-Blot Proteine auf eine Membran durch ein elektrisches
Feld migriert. Dabei sind alle Komponenten, sprich Blotting-Papier, Gel und Membran mit dem
Transfer-Puffer {iiberschichtet, sodass ein kontinuierlicher Stromfluss durch die Zelle

gewihrleistet ist.

Die Membran wurde fiir 15 min im Transfer-Puffer vor Beginn des Transfers dquilibriert. Fiir
den Transfer wurden alle Komponenten so zusammengebaut, dass die Proteine in Richtung
Anode auf die Membran migrieren. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen
zwischen Gel und Membran vorhanden sind, da ansonsten der Transfer behindert wire. Das
elektrische Feld wurde bei konstant 90-100 V und ca. 0,25 A betrieben. Um Uberhitzung
vorzubeugen, wurde ein Kiihlakku mit in den Puffertank gegeben. Je nachdem, ob ein
Proteinnachweis mittels LiICOR-Systems oder mit der Enhanced Chemiluminescence (ECL)
Methode durchgefiihrt wurde, wurde entweder eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran
verwendet. Eine PVDF-Membran hat den Vorteil, dass sie eine hohere Stabilitdt aufweist als

Nitrocellulose und daher besser fiir 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 Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl
Primire 200 ng/mL (aHA; Klon 3F10, Ratte), 0,2 ng/mL (aTubulin, Maus),
Antikorper 200 ng/mL (aHis, Maus) in 20 mL TBS
20 uL des Serums acryl (Kaninchen)
Sekundire 100 ng/mL in 20 mL TBS
Antikorper

Die an den Western Blot anschlieBende Immundetektion resultiert aus der Spezifitit von
Antikdrpern zu Zielproteinen, die auf der Membran gebunden sind. Dies ist bspw. durch
spezielle Protein-tags erreichbar, welche spezifische Antikdrper binden konnen. Der
spezifische Antikdrper-Protein-Komplex ldsst 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 Milchpulver besetzt,
sodass die Antikorper fiir den Proteinnachweis nicht unspezifisch an die Membran binden und

eine falsch-positives Signal geben.

Im Anschluss wurde die Membran dreimal mit TBS fiir jeweils 15 min gewaschen, sodass
iiberschiissiger Blocking-Puffer herausgewaschen wurde. Grundsitzlich wird zwischen
primdren und sekundidren AntikGrpern unterschieden. Primire Antikorper binden an ein
spezifisches Epitop des Zielproteins oder an ein Protein-tag (z.B. His- oder HA-tag). Sekundire
Antikorper erkennen spezifisch den eingesetzten primdren Antikdrper und binden diesen.
Dieser ermoglicht die Detektion im Anschluss des Immunblottings, beispielsweise iiber eine
Fluoreszenzmarkierung (detektierbar iiber das LiCOR-System) oder einer Konjugation mit
Horseradish peroxidase (detektierbar liber ECL). Teilweise konnen mehrere sekundére

Antikorper einen primédren Antikorper binden und sorgen dadurch fiir eine Signalverstirkung.

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

auf die Membran gegeben. Dieser inkubierte mindestens fiir 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 gewaschen und 100 ng/mL
des sekundiren Antikorpers in TBS wurde fiir 1 h auf RT mit der Membran inkubiert. Nach

erneutem Waschen mit TBS erfolgte die Detektion.

3.4.9.3 Proteinnachweis mittels LiICOR Odyssey Infrared Imaging System

Puffer und Reagenzien
Sekundiire aMouse IRDye700 CW (Tubulin),
Antikorper aRat IRDye800 CW (fiir HA-Nachweis)
aMouse IRDye800 CW (fiir His-tag Nachweis))
aRabbit IRDye 800 CW (fiir cryl Nachweis); 0,1 ng/mL
TBS 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl

Die Wahl der Detektions-Methode hidngt unter anderem von den sekundédren Antikérpern ab.
Bei einem Proteinnachweis mit dem LiCOR-System werden sekundédre Antikdrper verwendet,
die mit einem Fluoreszenzmarker gelabelt sind. Die Fluorophore IRDye700 und IRDye800
(Firma LiCOR) werden bei einer Wellenlédnge von 685 nm bzw. 785 nm angeregt und emittieren
im langerwelligen Bereich. Der Vorteil zweier unterschiedlicher Detektions-Kanile besteht
darin, dass zwei unterschiedliche Zielproteine gleichzeitig detektiert und analysiert werden
konnen. Des Weiteren lédsst sich mit dem LiCOR-System die Proteinmenge quantifizieren, da
eine Linearitdt zwischen emittierter Signalstirke und Zielproteinmenge {iber einen weiten
Bereich besteht. Von Nachteil bei dieser Methode ist, dass die gesamte Membran mit den
Lasern angeregt wird. Somit emittieren auch Proteine, welche bei 685 nm bzw. 785 nm
absorbieren und sorgen somit fiir unspezifisches Signal. Dies ist besonders bei Proteinextrakten
aus griin-gewachsenen Pflanzen relevant. Unter anderem aus diesem Grund wurde haufig auf

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

Puffer und Reagenzien

Sekundiire aRat HRP-konjugiert (HA)
Antikorper
TBS 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl

Luminol/Enhancer Clarity™ Western ECL Substrate, Bio-Rad

Losung, Peroxid

Losung

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

Hyperfilm ECL™ Amersham Biosciences

Hypercassette™  Amersham Biosciences

Eine Alternative zu dem Infrarot-Detektionssystem ist die Proteindetektion iiber ECL. Ein
Vorteil dieser Methode ist unter anderem, dass sie deutlich sensitiver ist als tiber
Fluoreszenzmarker, und dass somit geringere Mengen an Zielprotein nachgewiesen werden
konnen. Bei der ECL-Methode sind die sekundiren Antikérper mit HRP-konjugiert. Diese ist
in der Lage, enzymatisch Wasserstoffperoxid und Luminol umzusetzen, sodass Photonen frei
werden. Diese chemilumineszente Reaktion kann durch Auflegen eines lichtsensitiven Films

auf die Membran sichtbar gemacht werden.

Nach dem letzten Waschritt wihrend des Immunblottings wurden die Substrat Losungen mit
Luminol und Wasserstoffperoxid im Verhiltnis 1:1 gemischt und fiir 5 min auf der Membran
inkubiert. Dabei wurde die Reaktion mit Luminol und Wasserstoffperoxid gestartet. Die
Membran sollte dabei vollstindig mit dem Substrat bedeckt sein. Nach der Inkubation wurde
das Substrat verworfen und die Membran in eine Plastikfolie eingelegt, sodass Austrocknen
verhindert wurde. In einem abgedunkelten Raum mit einer Dunkelrotlicht-Quelle wurde der
lichtsensitive Hyperfilm™ auf die Membran aufgelegt und in einer Hypercassette™ inkubiert.
Die Dauer der Exposition kann je nach Signalstdrke individuell angepasst werden (von 10 s bis
30 min). Der Film wurde im Anschluss in Entwickler so lange eingelegt, bis sich ein

gewiinschtes Resultat zeigte. Die Reaktion wurde durch eine kurze Inkubation in 3% (v/v)
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Essigsdure gestoppt und anschliefend bis zu 3 min in der Fixierer-Losung 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 4-15%; Bio-Rad

Ladepuffer 62,6 mM Tris HCI (pH 7,1), 40% Glycerin; Spatelspitze
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 der Native-PAGE um eine Methode handelt, Proteine nicht denaturiert auf ein
Gel aufzutragen, also im nativen Zustand, wurden alle Arbeiten soweit mdglich auf Eis oder im
Kiihlraum bei ca. 6 °C durchgefiihrt. Da die Proteine eine unterschiedliche Ladung besitzen,
kann in der Native-PAGE nicht mehr nach Molekulargewicht der Proteine differenziert werden.
Die Proteinlosungen wurden je nach gewiinschter Konzentration zuvor mit einem Proteinpuffer
verdiinnt und mit dem Ladepuffer gemischt. Der Laufpuffer wurde ohne SDS hergestellt.
Nachdem das Gel mit den Proteinlosungen beladen wurde, wurde dieses 1 h lang bei niedriger
Stromstérke (20 mA) laufen gelassen, bis das BPB des Puffers aus dem Gel herausgelaufen ist.
Im Anschluss konnte das Gel z.B. fiir Coomassie-Farbungen, Western Blots oder

Chloronaphthol-4ssays verwendet werden.

3.4.10.1 Test auf Peroxidaseaktivitit durch Chloronaphthol

Mit Hilfe des Substrates Chloronaphthol (4-chloro-1-naphthol, 4-CN) wurde auf
Peroxidaseaktivitit von BIC1 getestet. Dabei wurde eine 1-Step™ Chloronaphthol-Lésung von
Thermo Scientific verwendet. Chloronaphthol reagiert spezifisch mit Horseradish peroxidase
zu einem visuellen, sichtbaren, bldulichen Prézipitat (Young, 1989; Farka et al., 2016). Dabei
katalysiert HRP zusammen mit dem Oxidationsmittel Wasserstoffperoxid 4-CN zu benzo-4-

chlorocyclohexadieone (Abb. 13). Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob auch BIC1
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Chloronaphthol als Substrat in Anwesenheit von H>O, verwenden kann, sodass auf eine
Peroxidaseaktivitit geschlossen werden konnte. Die zuvor angesetzte Native-PAGE und das
anschlieBende Gel wurde fiir 1 h in der Chloronaphthol-Losung bei 6°C inkubiert.
AnschlieBend wurde mit dem GelDoc-System von Bio-Rad eine Fotografie des Gels

aufgenommen.

OH O

- C

Cl H,0O, H,O Cl

Abb. 13: Vereinfachte Darstellung des Wirkungsmechanismus von Horseradish peroxidase mit
Chloronaphthol. Gezeigt ist die katalytische Konversion von 4-CN zu Benzo-4-chlorocyclohexadienone durch
HRP und dem Oxidationsmittel Wasserstoffperoxid (Modifiziert nach Farka et al., 2016).

3.5 Pflanzen Assays

Reagenzien und Geriite

Bestrahlungs- Flora-LED CLF, Plant Climatics Germany; programmierbares
Kammern Modell V7 und Modell 201 V7

Anzuchtschrank CLF Plant Climatics Germany; Modell PGC-7HO

Y2 MS-Medium 2,15 g/l Murashige-Skoog-Salzmischung, 0,5 g/ MES-KOH

(pH 5,7), 9 g/L Phyto-Agar, steril
Sterilisationslosung 5% NaOCl, 0,05% Tween

Pikiererde Ohne Zusatz von Diinger

Zur Analysierung und Auswertung der Phinotypen der BICI1WTox- und BIC13““ox-
Pflanzenlinien, wurden mehrere Assays durchgefiihrt. Diese sollten einem besseren Verstindnis

der Wechselwirkungen zwischen BIC1 und Cryptochromen dienen.
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3.5.1 Bestrahlung und Hypokotyllingenbestimmung

Zu untersuchende A. thaliana Linien wurden (nach 3.1.2) auf 2 MS-Medium ausgesét und
stratifiziert. Nach der Keiminduktion fiir 4 h in der Anzuchtkammer und anschlieender
Keimung fiir 20 h in Dunkelheit bei RT wurden die Keimlinge in die entsprechenden

Lichtbedingungen tiberfiihrt.

Hierbei wurden mit LEDs fiir Blaulicht 474 nm 10 umol/m?s, fiir Rotlicht 658 nm 10 pmol/m?s
und fiir Dunkelrotlicht 741 nm 10 pmol/m?s eingestellt. In den Bestrahlungskammern herrschte
RT. Die Bestrahlungsdauer fiir die Messung von Hypokotyllingen betrug 4 d. Nach der
Bestrahlung wurden die Keimlinge auf schwarze Pappe ausgelegt und von oben abfotografiert.
Hierbei muss der Abstand von Kamera zu Keimlingen immer gleichbleiben. Die

Hypokotyllingen wurden in der Software /mageJ ausgewertet.

Fiir die Bestrahlung von cry! und cryI**"f Pflanzen wurde 10 umol/m?s Blaulicht verwendet.

Die Stratifikation erfolgte fiir 1 Tag.

3.5.2 Bliihzeitbestimmung

Nach Aussaat auf Erde (nach 3.1.2) wurden die Pflanzen in groBe Anzucht-Schrinke iiberfiihrt.
Dort wurden die Pflanzen unter Langtagbedingungen (16 h tagsiiber mit 22 °C und 50%
Luftfeuchtigkeit, 115-120 pmol/m?s, 8 h nachts mit 18 °C und 50% Luftfeuchtigkeit)
angezogen. Die Bliihzeitpunkte wurden notiert, wenn die Pflanzen bereits eine erste leicht

geoffnete Bliite hatten.

Cantiles wurden 9 Wochen nach Keimung fotografiert.

3.5.3 Shade-Avoidance Typisierung

Nach Aussaat auf Erde (nach 3.1.2) wurden die Pflanzen in groBe Anzucht-Schrinke iiberfiihrt.
Dort wurden die Pflanzen 3 Wochen unter Langtagbedingungen (16 h tagsiiber mit 22 °C und
50% Luftfeuchtigkeit, 115-120 pmol/m?s, 8 h nachts mit 18 °C und 50% Luftfeuchtigkeit)
angezogen. Die Pflanzenrosetten wurden nach 3 Wochen mit einer Plastikpetrischale

plattgedriickt und eine Fotografie wurde von oben aufgenommen. Eine 1-Cent Miinze diente
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dabei als Referenz und wurde mitfotografiert. Der Rosetten-Durchmesser, sowie auch die Blatt-

Oberfldche wurde ermittelt, indem die Fotografien in die Software ImageJ eingefiigt wurden.

3.6 Spektroskopische Methoden

Die spektroskopische Charakterisierung der aufgereinigten BIC1-Varianten wurde mit Hilfe

von UV/VIS- und Fluoreszenzspektroskopie durchgefiihrt.

3.6.1 UV/VIS-Spektroskopie

Mit der Methode der UV/VIS-Spektroskopie wurde untersucht, ob BIC1 und BIC1-Mutanten

eine Affinitit zu Him und Him-Analoga besitzen, erkennbar durch eine Anderung des

Absorptionsspektrums.
Reagenzien und Geriite
Fotometer Zweistrahlphotometer UV-1800; Shimadzu, Japan
Quarzglaskiivette  Ultra-Mikro-Kiivette 105.250-QS SD, Quarzglas Suprasil, Hellma
Proteinpuffer 50 mM HEPES (pH 7,0), 300 mM NacCl, 10% Glycerin, gelost in Aqua
bidest.

Himin Losung I mM Hémin in DMSO; Arbeitskonzentration 10 uM

Pd-mP Losung 1/10 PBS-Losung, 0,05% Silwet L-77 (Momentive Performance

250 mL Materials GmbH), 10 pM Pd (II) Mesoporphyrin IX zuvor in 1 mL
DMSO gelost (Frontier Scientific), kithl und dunkel lagern;
Arbeitskonzentration 10 uM

Bei der UV/VIS-Spektroskopie wird die Absorption einer Substanz im ultravioletten und
sichtbaren Spektrum gemessen. Das verwendete Zweistrahlfotometer misst die Absorption der
zu untersuchenden Probe gegen eine Referenzkiivette. Dadurch werden nur die Unterschiede
zwischen beiden Losungen ermittelt. Die Energie der Photonen ist dabei von ihrer Wellenlédnge
abhingig (Einstein-Bohr-Gleichung). Fiir die Messung der Absorption wurden 0,5-1 pg/uL

Protein in Proteinpuffer in eine Quarzkiivette gefiillt und gegen Proteinpuffer in der
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Referenzkiivette gemessen. Im Anschluss wurden 1-10 uM der zu untersuchenden Substanz zu

der Proteinlosung hinzugegeben und erneut gemessen.

3.6.2 Fluoreszenz-Spektroskopie

Bei der Fluoreszenz-Spektroskopie wird die Emission einer Substanz gemessen, nachdem diese
elektromagnetische Strahlung spezifischer Wellenldnge absorbiert hat. Dabei gilt, dass die
emittierte Wellenldnge weniger Energie aufweist, als die absorbierte Wellenlidnge (Stokessche

Gesetz).

Substanzen  absorbieren anhand ihrer strukturellen = Charakteristika  spezifische
elektromagnetische Strahlung, sodass Elektronen angeregt werden und in einen
hoherenergetischen Zustand gelangen. Bei der Riickkehr 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 Ger:iite

Fluoreszenz- RF-5301PC, Shimadzu

spektrometer

Quarzglaskiivette  Ultra-Mikro-Kiivette 105.250-QS SD, Quarzglas Suprasil, Hellma

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

3.6.2.1 Him Quantifizierung

Mit Hilfe einer stark sauren Oxalsdure kann das FEisen-lon aus einem Porphyrinring
herausgekocht werden. Das resultierende Protoporphyrin kann mittels Fluoreszenz-
Spektroskopie detektiert und quantifiziert werden, sodass Riickschliisse auf vorhandenes Him
in den Proteinlosungen getroffen werden konnen (Methodik modifiziert nach Sinclair et

al., 1999).
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Reagenzien

Oxalsiure 2 M in Aqua bidest., gesittigte Siure, Uberstand verwendet

Himin Losung 0,435 uM in DMSO, aus Schwein, Sigma

Proteinpuffer 50 mM HEPES (pH 7), 300 mM NaCl, 10% Glycerin, gelst
in Aqua bidest.

Zu 5 uM der Proteinldsungen wurden 2 M Oxalsdure gegeben (Endkonzentration 98% (v/v);
490 uL Oxalsdure von 500 pL Gesamtvolumen) und diese wurden jeweils bei 95 °C fiir 20 min
auf einem Heizblock gekocht. Gleichbehandelte Proben wurden als Kontrolle vor der
Fluoreszenz Messung nicht gekocht, sodass man fiir die Auswertung jeweils eine Probe mit
Héam und eine Probe mit Protoporphyrin misst. Ebenfalls wurden Proben unterschiedlicher
Konzentrationen mit einer Himin Losung hergestellt, sodass spéter eine Eichgerade erstellt
werden konnte. Beachtet werden musste, dass der Assay nur von 1 nM bis 1 uM Hém
Konzentration pro Ansatz linear ist. Die Emission des Protoporphyrinrings wurde bei einer
Anregungswellenlidnge von 406 nm bei 653 nm gemessen. Anregungs- und Emissionsmaxima
wurden vorher im Fluoreszenzspektrometer bestimmt. Das Spektrometer wurde mit sehr
schneller Scan-Geschwindigkeit, einer hohen Sensitivitdt und einer Schlitzbreite sowohl bei der
Emission, als auch der Anregung von 20 nm verwendet. Die gemessenen Emissionen der
erhitzten Proben werden mit denen der nicht erhitzten subtrahiert und dann gegen die Him

Eichgerade getestet (Abb. 14).
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Abb. 14: Eichgerade mittels linearer Regression von Losungen unterschiedlicher Hiimin Konzentration.
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3.6.2.2 Peroxidase Assay mittels Amplex Red

Mit Hilfe des Reagenz Amplex Red (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) kann in einem Ein-
Schritt Assay die Peroxidaseaktivitit von Proteinen bestimmt werden. In der Gegenwart von
Peroxidasen reagiert Amplex Red mit Wasserstoffperoxid in einem 1:1 Verhaltnis und oxidiert
zu dem Produkt Resorufin, dessen spezifische Emission gemessen wurde (modifiziert nach dem
Protokoll von Invitrogen zu ,,Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit*“, Abb. 15). Wihrend
der Reaktion oxidiert HRP dabei Amplex Red zu Resorufin und HRP selbst empfingt

Elektronen, sodass die Reaktion wiederholt werden kann (Wang et al., 2017a).

SOy R Oy
+ r‘ > N/

Resorufin

N Compound Il N

‘ Amplex Red

Compound | HRP resting state

Abb. 15: Reaktionsmechanismus von Horseradish peroxidase (HRP) mit Amplex Red. HRP kann mithilfe des
Oxidationsmittels H>O, spezifische Substrate oxidieren. Amplex Red wird in diesem Fall zu dem
Fluoreszenzfarbstoff Resorufin oxidiert (Anregung bei 530 nm und Emission bei 570-630 nm). Fiir den Test auf
Peroxidaseaktivitit kann die HRP durch das zu testende Protein ausgetauscht werden. Zur Ubersichtlichkeit wird
nur das aktive Zentrum der HRP gezeigt. Substratspezifitit muss beachtet werden (Modifiziert nach Wang et
al., 2017a).

Durch Oxidation von HRP und Abgabe zweier Elektronen durch Wasserstoffperoxid dndert
sich der Redoxzustand des Eisenatoms und ldsst gleichzeitig Wasser aus Wasserstoffperoxid
entstehen. Das entstandene Radikal gewinnt ein Elektron vom Substrat (hier Amplex Red), um
in den Zustand von Compound 2 zu gelangen. Dieser Zustand gelangt zuriick zum
Ausgangspunkt, indem es ein weiteres Elektron von einem anderen Amplex Red Molekiil
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gewinnt. Die genaue Reaktion der Amplex Red Semiquinon- Radikals hinzu Resorufin ist noch
nicht abschlieBend gekldrt. Eine Hypothese ist eine bimolekulare Disproportionierung, die zu
einer Deacetylierung fiihrt, sodass letztendlich ein Resorufin und ein Amplex Red Molekiil

gebildet werden.

Reagenzien

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

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

PBS 1x 137 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, 10 mM NaHPOs, 1,8 mM
KH;PO4

H20: 20 mM in Aqua bidest., vor Gebrauch frisch ansetzen

Arbeitslosung 89% (v/v) PBS 1x, 2 mM H>02, 0,1 mM Amplex Red

Die zu messenden Proteine wurden in einem 1:1 Verhéltnis mit der Arbeitslosung in 100 pl zu
einer Protein-Endkonzentration von 5 uM vermischt. Diese wurden dann 30 min im Dunkeln
auf RT inkubiert und im Fluorimeter gemessen. Das Fluorimeter wurde mit schneller Scan-
Geschwindigkeit, einer geringen Sensitivitdt und einer Schlitzbreite bei der Emission von
10 nm und bei der Anregung von 5 nm verwendet. Die Anregung erfolgte spezifisch fiir
Resorufin bei 530 nm und ein Emissionsmaxima zwischen 570—630 nm (Messung am
Fluoreszenzspektrometer). Als Positivkontrolle wurden 2 mU/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 Massenspektrometrie am Fachbereich
Chemie (Universitit Marburg) verifiziert. Hierfiir wurden bspw. Proteinbanden aus einer mit
Coomassie-gefarbten =~ SDS-PAGE  herausgeschnitten  oder  Proteinldsungen  nach

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

Pflanzenlinien und Ger:iite
A. thaliana Linien WT (Col-0), cryl/cry2 (Col),
BIC1%Tox 1 (Col-0), BIC1"Tox 2 (Col-0),
BIC1%Tox 3 (cryl/cry2, Col), BIC1WTox 4 (cryl/cry2, Col)
Bestrahlungs- Flora-LED CLF, Plant Climatics Germany; Modell 201 V7

Kammern

Die RNAs von unterschiedlichen A. thaliana Linien, angezogen unter verschiedenen
Lichtbedingungen wurden sequenziert und analysiert. Hierbei wurden die ausgewerteten Daten
von Kontrollen (WT und cryl/cry2 Doppel-Knockout-Mutante), mit zwei BIC1 ¥ ox-Linien im
Col-0-Hintergrund und zwei BIC1%Tox-Linien im cryl/cry2-Hintergrund (Col) miteinander
verglichen. Teile dieser Arbeit wurde von Kooperationspartnern durchgefiihrt. Die
Sequenzierung der RNA-Proben erfolgte im Cologne Center for Genomics (Koln,
Deutschland). Die Auswertung der Sequenzierungs-Ergebnisse erfolgte in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Anke Becker und mit Paul Klemm zugehorig der
Arbeitsgruppe Lechner; Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Philipps-Universitit Marburg.

3.7.1 Proben Aufzucht

Puffer und Reagenzien

MS Medium 4,3 g/LL MS (Duchefa), 3% Saccharose, 0,05% MES, 8 g/L Phytoagar,

gelost in Aqua bidest., pH 5,7

Die zu untersuchenden A. thaliana Linien wurden Oberfldchen-sterilisiert (nach 3.1.2), auf MS-
Medium ausgesit und fiir 3 d im Kiihlraum bei 4-6 °C im Dunkeln stratifiziert. Nach der
Keiminduktion fiir 4 h in der Anzuchtkammer mit WeiBlicht wurden die Keimlinge fiir 5 d im
Dunkeln bei ca. 22 °C aufgezogen. Im Anschluss wurde ein Teil der Keimlinge fiir 2 h in
Blaulicht-Bedingungen iiberfiihrt. Genutzt wurden hierfiir mit Blaulicht LEDs (474 nm,
20 umol/m?s) ausgestattete Bestrahlungs-Kammern. Die restlichen Keimlinge verblieben fiir
diese 2 h im Dunkeln. In den Bestrahlungs-Kammern herrschten ca. 22 °C. Nach der Inkubation

wurden die Keimlinge unter Griinlicht geerntet und in fliissigem Stickstoff weggefroren. Dabei
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wurden die Keimlinge, ca. 60-120 mg Keimlinge pro Probe, mit 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 fiir die RNA-

Sequenzierung genutzt wurden. Gelagert wurden die Proben bei -80 °C.

3.7.2 RNA-Aufreinigung

Reagenzien und Ger:iite
Zellmiihle MM200, Retsch
Aufreinigungs-Kit RNeasy Plant Mini Kit (ID: 74904), QIAGEN;
RNase-Free DNase Set (ID: 79254), QIAGEN
Photometer NanoDrop ND 1000, Thermo Scientific

Ca. 100 mg pro Probe wurden zwischen den Arbeiten in fliissigem N> gelagert und
heruntergekiihlt. Zu dem Pflanzenmaterial wurden 2 Stahlkugeln in einem Aufschlussgefil3
hinzugegeben, in eine Zellmiihle eingespannt und 3x fiir 30 s bei 30 Hz aufgeschlossen. Die
RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy 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 QIAshredder-Séulen fiir 2 min bei 21380 g. Im Anschluss erfolgte
der DNA-Verdau auf der Sdule mit dem RNase-Free DNase Set (ID: 79254) von QIAGEN.
Nach Zugabe von 350 pL RW1 Puffer und 1 min Zentrifugation bei 8000 g erfolgte der Verdau
durch Zugabe von 130 pLL DNase und 910 uLL RDD-Puffer pro Probe fiir 15 min bei RT. Die
Beendigung des Verdaus erfolgte durch Zugabe von 350 uLL RW1 Puffer und Zentrifugation
bei 1 min und 8000 g. Die Proben wurden zweimal auf der Sdule mit 500 pL. RPE-Puffer
gewaschen und erst flir 1 min und dann fiir 2 min bei jeweils 8000 g zentrifugiert. Zum Schluss
wurde die trockene Séule fiir 1 min bei 21380 g zentrifugiert, um die letzten Puffer-Reste zu
entfernen. Die trockene, mit RNA-gebundene Siule wurde in ein RNase freies Reaktionsgefal3
von Invitrogen (non stick) tiberfithrt. Eluiert wurde 2x mit 30 uL RNase freiem Wasser fiir
1 min bei 8000 g, sodass jede Probe in 60 pL Eluat vorlag. Die Konzentration der RNA wurde

mit einem Photometer bestimmt.
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3.7.3 RNA-Qualitits Check

Reagenzien und Ger:iite

System Agilent Fragment Analyser 5200
Kit Agilent DNF471 RNA Kit (15 nt)

Der RNA-Qualitits Check erfolgte in der AG Becker (Philipps-Universitit Marburg). Die
Qualitdt der RNA und deren Grad der Fragmentierung wurde iiber eine RNA quality number
(RQN) von 1-10 bestimmt (1 steht hierbei fiir schlecht und degradiert; 10 fiir gut und intakt).
Diese Zahl gibt das Verhéltnis der ribosomalen 28S und 18S Einheiten an und zeigt somit die
Integritit der RNA-Proben. Fiir eine RNA-Sequenzierung war ein RQN von 7 erforderlich, fiir
alle Proben wurde im Durchschnitt ein Wert von 9,5 erreicht. Die Uberpriifung erfolgte an
einem Agilent Fragment Analyser iiber das Kit Agilent DNF471 RNA Kit (15 nt). Die
Auswertung erfolgte mit der Software PROSize 3.0.

Die Proben wurden an das Cologne Center for Genomics verschickt und dort sequenziert. Die

Proben wurden im Durchlauf A006200277 und A006200283 bearbeitet.

3.7.4 Bioinformatische Auswertung

Die bioinformatische Auswertung erfolgte im Rahmen einer Kooperation mit Paul Klemm (AG
Lechner, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Philipps-Universitdt Marburg). Als Referenz
Genom wurden die sequenzierten Proben der drei biologischen Replikate gegen das
Arabidopsis Genome TAIR10.1 gemappt. Gene, die eine grofere Differenz als 2-fach in der
relativen mRNA-Menge zeigten (fold change; FC>2), wurden als differentiell hoch- oder
respektive herunter-reguliert betrachtet (FC<2). Die Auswertung erfolgte iiber die Programme

fastq, multigc, samtools, bowtie2, featureCounts und DESeq?.

3.8 Konfokale Laserscan Mikroskopie

Fiir Proteinlokalisationsstudien, der Untersuchung von photobodies, dem Bindungs-Assay von
BIC1 mit Pd-mP, sowie zur Analyse von Uberexpression von BIC1-GFP wurden ausgewihlte
Konstrukte transient in N. benthamiana exprimiert und mit einem konfokalen Laserscan

Mikroskop (KLSM) untersucht. Dabei wurden die infiltrierten Epidermis-Zellen von
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N. benthamiana betrachtet. Die Blattproben wurden alle von Pflanzen entnommen, welche in
der Anzuchtkammer im Langtag gewachsen sind. Die vektortragenden A. tumefaciens Zellen
wurden nach oben beschriebenem Protokoll transformiert, angezogen und inokuliert. Mit dem
KLSM lassen sich Priparate mit Lasern spezifischer Wellenldngen untersuchen. Die verbauten
Laser wie z.B. ein Argon-Laser emittiert mehrere Wellenlédngen (z.B. 458, 488 und 514 nm).
Die Intensitét der einzelnen Laser bzw. Wellenldngen wird iiber Acousto-Optical Tunable Filter
(AOTF) reguliert und in Prozent angegeben. Dabei ist es meist nicht moglich, die genaue
Intensitdt der eingestrahlten Laser zu ermitteln. Durch die Bestrahlung wurden meist
fluoreszierende Proteine angeregt und deren Emissionen gemessen. Die Detektion erfolgt hier
iiber Photomultiplier, die letztendlich ein digitales Signal ausgeben. Die Vorteile gegeniiber
konventionellen Lichtmikroskopen besteht darin, dass nur ein bestimmter Bereich im Préparat
beleuchtet und fokussiert wird. Dadurch hat man eine deutlichere Verbesserung hinsichtlich

Auflosung, Tiefenschérfe und Detailvielfalt (Claxton ef al., 2006).

3.8.1 GFP/RFP Lokalisierung

Fiir Lokalisationsstudien von BIC1, cryl und cry2 wurden diese mit GFP als Fusionsprotein
transient in N. benthamiana exprimiert (Leffel et al., 1997). C-Terminal fusionierte
Cryptochrome in dem Konstrukt pUGT1 wurden im A. tumefaciens Stamm GV3101 pMP90
exprimiert. Ebenso wurden die Fusionsproteine BIC mit GFP entweder C-Terminal (pUBC-
GFP V049) oder N-Terminal (pUBN-GFP V055) verwendet. Als Kontrollstamm wurde
mCherryNLS in GV3101 pMP90 co-exprimiert. Das RFP, mit einer Kernlokalisationssequenz
ist hierbei groBtenteils im Zellkern lokalisiert und dient daher als Nachweis des Zellkerns als
Lokalisationsort. Die Aufnahmen erfolgten am KLSM (Leica SP2). Die inokulierten
Blattproben wurden direkt von Pflanzen aus der Anzuchtkammer bei Tag entnommen, auf
einem Objekttriger pripariert und direkt unter dem KLSM untersucht. Die Anregung von GFP
erfolgte bei 488 nm und von RFP bei 543 nm. Alle Aufnahmen wurden spiter in der
Analysesoftware von Leica Las X bearbeitet. Um dunkle Bilder aufzuhellen und vice versa
wurde hierflir im Programm die ,,Autoscaled Funktion verwendet, sodass man das visuell beste

Ergebnis erzielte.
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Die GroBBe des Pinholes, sowie die Frame- und Line-Averages unterschieden sich, ansonsten

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

Pinhole cryl: 123 um, F/L 2/8;
Pinhole cry2: 132,3 um, F/L 2/4;

400 Hz Scan-Geschwindigkeit; Format 1024x1024; Argon Laser-Intensitit: 10-30%;

spezifische Laserintensitdt in Prozent angegeben.

Anregung bei 488 nm: 90,35% Emission: 505-515 nm
Anregung bei 543 nm: 100% Emission: 600-625 nm

Die GroBe des Pinholes unterschieden sich, ansonsten wurden die gleichen Bedingungen fiir

die Lokalisationsstudien von BIC1 verwendet:

Pinhole BIC1-GFP: 76,4 um
Pinhole GFP-BIC1: 95 uym

F/L 1/1; 400 Hz Scan-Geschwindigkeit; Format 1024x1024

Anregung bei 488nm: 90,35% Emission: 505-515 nm
Anregung bei 543nm: 90,35% Emission: 600-625 nm

3.8.2 Pd-mP Assay

Im folgenden Assay wurde untersucht, ob GFP-BICI mit dem Farbstoff Palladium-
mesoporphyrin co-lokalisiert. Durch diese Co-Lokalisation kann auf eine Bindung von GFP-
BIC1 mit dem Farbstoff und somit auf eine generelle Affinitit zu Porphyrinen geschlossen
werden. Das Ansetzen und die Inokulation mit Pd-mP erfolgte generell nach einem etabliertem
Protokoll (Vanhee et al., 2011). Die inokulierten Blattproben wurden direkt von Pflanzen aus
der Anzuchtkammer bei Tag entnommen, auf einem Objekttrager prépariert und direkt unter

einem KLSM (Leica SP5) untersucht.
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Reagenzien

PBS 1x 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaHPO4, 1,8 mM
KH>PO4

Pd-mP Losung 250 mL 1/10  PBS-Losung, 0,05% Silwet L-77 (Momentive
Performance Materials GmbH), 10 uM Pd (1)
Mesoporphyrin IX zuvor in 1 mL DMSO geldst (Frontier
Scientific), kiihl und dunkel lagern

Hierfiir wurde GFP-BIC1 (pUBN-GFP V055) transient in N. benthamiana exprimiert. 24 h
bevor die KLSM-Aufnahmen gemacht wurden, wurde die Pd-mP Losung in die
Epidermiszellen der bereits mit Agrobakterien inokulierten Blétter gespritzt. Als
Negativkontrolle wurde zusétzlich cryl-GFP (pUGT1) transient in N. benthamiana exprimiert
und mit der Pd-mP Losung beprobt.

Die Anregung von GFP erfolgte bei 488 nm und von Pd-mP bei 405 nm. Fiir die Auswertung
der Aufnahmen wurde die Fluoreszenz-Starke aller Bilder auf die Pd-mP und GFP-Fluoreszenz
von den GFP-BIC1 Aufnahmen normalisiert. So kommt der visuelle Unterschied vor allem im

Channel der Pd-mP Detektion besser zur Geltung.

Die Frame- und Line-Averages unterschieden sich bei manchen Proben, ansonsten wurden die

gleichen Bedingungen fiir den Bindungs-Assay von GFP-BIC1 verwendet.

F/L bei 4/4 bei GFP-BIC1 und WT-Proben.
F/L bei 2/2 bei cryl-GFP.

Ansonsten wurden folgende Bedingungen fiir alle Proben verwendet:

Pinhole: 263,1 um; 400 Hz Scan-Geschwindigkeit; Format 1024x1024

Argon Laser-Intensitdt 30%; spezifische Laserintensitdt in Prozent angegeben

Anregung bei 405 nm: 50% Emission: 420-470 nm
Anregung bei 488 nm: 50% Emission: 500-550 nm
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3.8.3 Entstehung von photobodies

Im Folgenden experimentellen Ansatz wurde versucht, sogenannte photobodies von cry1-GFP
zu erzeugen. Hierzu wurden verschiedene Intensititen und Wellenldngen der KLSM-Laser
verwendet. Die inokulierten Blattproben mit pUGT1-cryl wurden direkt von Pflanzen aus der
Anzuchtkammer bei Tag entnommen, auf einem Objekttriger prépariert und direkt unter dem
KLSM untersucht. Bei lingerer Bestrahlungsdauer der Proben wurden die Objekttriager unter
dem KLSM im Strahlengang der Laser belassen. Die Software wurde auf Scan geschaltet,
sodass die Laser dauerhaft auf die Probe strahlten. Neben Intensitdt und Wellenldnge spielt hier
noch die Scan-Geschwindigkeit eine wichtige Rolle. Diese bestimmt, wie hdufig die Photonen
auf die Probe treffen. Alle Aufnahmen wurden spéter in der Analysesoftware von Leica Las X
bearbeitet. Um dunkle Bilder heller zu machen und vice versa wurde hierfiir im Programm die
LYAutoscaled” Funktion verwendet, sodass man das visuell beste Ergebnis erzielte. Die
Anregung von GFP erfolgte bei 488 nm. Alle Anwendungen der photobodies betreffend wurden
am TCS SP5-CLSM durchgefiihrt.

Fiir das Finden der passenden Einstellungen zur Induktion der photobody Entstehung wurden

dieselben Grundeinstellungen beibehalten (Abb. Anhang 4):

Pinhole: 100 um; Scan-Geschwindigkeit 400 Hz; F/L 3/3; Format 1024x1024

Argon Laser-Intensitit 20%; spezifische Laserintensitét in Prozent angegeben
Anregung bei 488 nm: 80% Emission: 500-550 nm

Die Bestrahlung mit spezifischen Wellenléngen fiir die Induktion von photobodies erfolgte fiir
5 min bei unbekannter Intensitit. Hierfiir wurden die Proben mit 633, 458, 405 und 488 nm

bestrahlt.

Nach Vorversuchen und dem Versuch, die optimalen Bedingungen zur Induktion von cryl-
GFP photobodies zu finden, wurden spezifische Bedingungen gefunden und fiir nachfolgende
photobody Assays verwendet. AuBBerdem wurden mit selbigen Bedingungen getestet, ob die
Orientierung des GFP-Fusionsproteins (N- oder C-Terminal) einen Einfluss auf die Entstehung
der photobodies hat. Hierfiir wurden die Konstrukte pUGT1-cryl und pUGT2-cry1 transient in
N. benthamiana exprimiert. Um den Einfluss von BIC1 auf cryl photobodies zu untersuchen,
wurden BICIVT- und BIC13“A-RFP Konstrukte (pUBC-RFP-Dest) zusammen mit cryl1-GFP
(pUGTT1) co-exprimiert. GFP ohne Fusionsprotein (pbUBN-GFP) wurde ebenfalls getestet, um

mogliche GFP-Einfliisse ausschlieen zu konnen. Die Anregung von GFP erfolgte bei 488 nm
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und von RFP bei 561 nm. Bei der Durchfiihrung wurde genauso verfahren, wie bei den

Vorversuchen.

Die folgenden Bedingungen wurden ausgewdhlt, da sich bei diesen vermehrt die Entstehung
von cryl-GFP photobodies beobachten lieBen. Die Bestrahlung mit folgenden kombinierten

Wellenldngen erfolgte bis zu 15 Minuten:

Pinhole: 65um; F/L 3/3; Scan-Geschwindigkeit 400 Hz; Format 1024x1024

Bestrahlung bei Argon Laser Power von 20%, spezifische Laserintensitit in Prozent angegeben

405 nm: 10%

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

633 nm: 80%

Emission von GFP 500-550 nm

Fiir Aufnahme, bei denen das BIC1-RFP in co-exprimierten Proben zusétzlich gemessen wurde,
wurde fiir die Emissionen von RFP zusitzlich der Laser 561nm dazugeschaltet. Jedoch nur

wihrend der Bild Aufnahme, nicht wihrend der Vorbestrahlung.

Anregung bei 561 nm: 80%
Emission von RFP: 580-600 nm

3.9 Statistische Analysen

Fiir die Uberpriifung, ob zwei unabhiingige Datenreihen einen signifikanten Unterschied
aufweisen, wurde der t-Test verwendet. Zuvor wurde mit einem Zwei-Stichproben-F-Test die
Varianz ermittelt, sodass entweder ein t-Test fiir gleiche oder ungleiche Varianzen zweier
Stichproben angewendet wurde. Bei mehreren t-Test fiir einen Versuch wurde anschlieBend
eine Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt, mit deren Hilfe die Alpha-Kumulierung neutralisiert
wurde. Alle Berechnungen wurden mit dem Programm Excel (Microsoft Office Professional

Plus 2019) durchgefiihrt.

Der Zweistichproben-t-Test priift anhand des Mittelwertes zweier Gruppen, ob sich diese
signifikant voneinander unterscheiden. Oft wird mit dem Test iiberpriift, ob die zu

untersuchenden Daten der zuvor aufgestellten Nullhypothese entsprechen. Der t-Test ist
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gegeniliber Verletzungen der Normalverteilung der Daten relativ robust, daher wurde

angenommen, dass alle gepriiften Daten normalverteilt sind (Rasch und Guiard, 2004).

Zuvor wurde iiber einen Zwei-Stichproben-F-Test iiberpriift, ob die Varianzen (v) zweier
Datensétze gleich sind oder sich unterscheiden (Rodel, 1971). Dabei wurde fiir Alpha ein
Signifikanzniveau von 0,05 ausgewdhlt. Durch einen Vergleich der Varianz Verhéltnisse
errechnet man, ob die Varianzen gleich (Verhéltnis von 1 (F)) oder unterschiedlich sind und

vergleicht diese mit dem zuvor angenommenen Alphawert:
F=v/v,

AnschlieBend wurde entweder ein Zweiseitiger-t-Test mit Annahme gleicher Varianz
(homoskedastisch) oder ungleicher Varianz (heteroskedastisch) durchgefiihrt. Alle Tests
wurden mit Annahme einer zweiteiligen Verteilung durchgefiihrt (Student, 1908).

Nach der Berechnung des t-Testes wurden alle ermittelten Signifikanzniveaus nach Bonferroni
korrigiert (Dunn, 1961; Bland und Altman, 1995). Die Korrektur ist wichtig, um den
akkumulierenden Alphafehler durch mehrere t-Tests innerhalb eines Versuchs zu
neutralisieren. Bei einem angesetzten Signifikanzniveau von a 0,05 kann so anhand der Anzahl
durchgefiihrter t-Tests ein adjustiertes Signifikanzniveau fiir jedes Experiment berechnet

werden:

_ a
ad]” anzahlderTests

Letztendlich wurde so iiber 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 Datenreihen signifikant
ist oder nicht. Die t-Tests wurden immer von der zu untersuchenden Gruppe im Vergleich zum

WT als Kontrolle verglichen.

Fiir das Berechnen von Mittelwert und Standardabweichungen wurde das Programm Excel
verwendet. Bei der Auswertung der Ham-Quantifizierung und des Amplex Red Assays wurde
mit der Formel =STABWN, bei der Quantifizierung der 3xHA-BIC1 Menge in 4. 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  Flavin-Kofaktors,  gefolgt von
Konformationsdnderungen, Oligomerisierung, Phosphorylierungen und Interaktion mit
identifizierten Signaltransduktionskomponenten (Wang und Lin, 2020b). 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 dunkel-adaptierten
Zustand versetzen. Dies wiirde es der Pflanze ermdglichen, sich an 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 unabhidngigen
Inaktivierungsmechanismus der Cryptochrome gibt (Wang et al., 2016). Protein-Protein-
Interaktionsstudien (Wang et al., 2016) und die Aufkldrung der cry2-BIC2 Proteinstruktur
zeigten, dass BIC2 direkt an cry2 bindet (Ma ef al., 2020b).

Im Rahmen dieser Arbeit werden A. thaliana Pflanzenlinien generiert, die BIC1
iiberexprimieren. Diese Linien sollten dazu dienen, herauszufinden, ob BIC1 ausschlieBlich

cry-kontrollierte, oder auch cryl unabhingige Prozesse beeinflusst.

Vorarbeiten in der AG Batschauer zeigten, dass bei heterologer Proteinexpression von BIC1 in
E. coli ein Ham c als Kofaktor gebunden wird und dass BIC1 moglicherweise als Enzym beti
der Umsetzung von H20:> fungieren konnte (Nils Niemann, Dissertation Philipps-Universitit
Marburg, 2021). Diese Befunde sollten weiter geklidrt werden. Durch Austausche von
konservierten Cysteinen in der CID von BIC1 sollte weiterhin untersucht werden, ob BIC1
intermolekulare Disulfidbriicken bildet und, wenn ja, ob diese einen Einfluss auf die
biologische Funktion von BICI haben. GleichermalBlen sollte analysiert werden, ob diese

Cysteine die Bindung von Hdm c¢ beeinflussen.

Es ist nicht vollstdndig verstanden, ob cry photobodies ein Teil der Photoaktivierung oder Orte
des cry Abbaus sind. Es war schon lianger bekannt, dass cry2 photobodies selbst bei niedrigen
Fluenzraten von Blaulicht bildet. Auch neuere Befunde unterstiitzen die These, dass cryl
speziell unter hohen Fluenzraten von Blaulicht arbeitet (Liu et al., 2022). Mit Hilfe von
konfokaler-Laserscann-Mikroskopie und transienter Expression von cryl-GFP Konstrukten in
Nicotiana benthamiana soll analysiert werden, ob auch cryl photobodies bilden kann, was zu

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

BICI1 fungiert als Inhibitor von Cryptochromen in A. thaliana und in vitro (Wang et al., 2016;
Ma et al., 2020b). In Vorarbeiten konnte mittels Massenspektrometrie zusitzlich gezeigt
werden, dass rekombinantes, in E. coli exprimiertes BIC1, an dem Cystein an Position 99 ein
Ham c¢ kovalent gebunden hat (Nils Niemann, Dissertation Philipps-Universitdit Marburg,
2021). Ebenso wurde gezeigt, dass BIC1 vermutlich eine Peroxidaseaktivitit hat, zumindest
mit dem Amplex Red Enzym-Assay. Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem die Frage
adressiert, ob ein Austausch aller drei Cysteine in 4. thaliana BIC1VT zu Alanin (BIC1°¢%) zu
einem Ham-freien BICI fiihrt und diese Austausche auch zu einem Verlust der vermuteten
Peroxidaseaktivitit fiilhren. Um die Wirkung von BICIVT und der Mutante BIC13¢* auf
Cryptochrome zu untersuchen, wurden verschiedene in vitro- und in planta Ansétze verwendet.
Unter anderem wurden die BIC1-Versionen heterolog in E. coli exprimiert, die Proteine
aufgereinigt und in verschiedenen Protein-Assays weiter analysiert. Ebenso wurden fiir weitere
Analysen des inhibitorischen Effekts von BICIWT und BICI*“A auf Cryptochrome, diese
Proteinversionen in A. thaliana Uberexprimiert und die erhaltenen Linien phénotypisch

analysiert.

5.1 Nachweis von BIC1 Kofaktoren und der Einfluss von Aminosiuren Austauschen

auf die Kofaktorbindung

Die Kofaktorbindung von BICIYT und BIC1°“* wurden nach Expression in E. coli sowohl in
vitro, als auch von BICIW' nach Expression in planta analysiert. Hierfiir wurde zuvor ein
Expressions- und Aufreinigungsprotokoll beider Proteinvarianten etabliert. Fiir die
nachfolgenden =~ Analysen @ wurden @~ UV/VIS-  und  Fluoreszenz-Spektroskopie,
Massenspektrometrie und in vitro Assays verwendet. Fiir weitere Analysen der Bindung eines

Kofaktors wurde auch die Mutante BIC1H13A3CA generiert.

5.1.1 Heterologe Expression von BICIVT und BIC13¢? in E. coli und Bildung von

intermolekularen Disulfidbriicken

Fiir proteinbiochemische Analysen beider BIC1-Varianten wurden diese in E. coli transformiert
und exprimiert. Fiir beide Proteine, sowohl Wildtyp BIC1WT, als auch BIC13“A, wurden die
kodierenden DNA-Bereiche der Vollldngen-Proteine in dem Konstrukt pET-28a (+) mit N-
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terminalem Hise-fag verwendet. Beide Konstrukte wurden von der Firma BioCat GmbH
bezogen (Abb. 16). Die aus A. thaliana stammenden Sequenzen wurden fiir die Expression in

E. coli Codon-optimiert.

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

Abb. 16: Schematische Darstellung der BIC1-Konstrukte, die fiir die Expression in E. coli verwendet
wurden. Beide Varianten des A. thaliana Proteins wurden in dem Vektor pET-28a (+) in E. coli BL 21 star
exprimiert. Die Konstrukte sind fiir £. coli Codon-optimiert und weisen eine Ladnge von 174 Aminosduren
inklusive N-terminalem 6-fachen His-fag auf. Die konservierte Cryptochrom-interagierende Domine (CID)
befindet sich zwischen Position 66-135 der Aminosduren am C-Terminus. Die genaue CID von BIC1 ist im
Gegensatz zu BIC2 noch unbekannt (Ma et al., 2020b). Das in BIC1 konservierte Cystein, an dem die Bindung
von Him c in Vorarbeiten mittels Massenspektrometrie entdeckt wurde, ist an Position 99. In der Mutante BIC13¢A
wurden alle vorhandenen drei Cysteine im Protein durch Alanin ausgetauscht.

Obwohl Ham ¢ mittels Massenspektrometrie (Nils Niemann, Dissertation Philipps-Universitit
Marburg, 2021) an C99 gebunden gezeigt wurde, war nicht auszuschlieBen, dass auch die
beiden weiteren Cysteine eine Him ¢ Bindung ermdglichen. Auch gibt es von BICI keine
Proteinstruktur, die die Lokalisation des Him Kofaktors zeigt. Aus diesem Grund wurde eine
Dreifach-Mutante hergestellt, die durch Fehlen von allen Cysteinen nicht mehr in der Lage sein

sollte, Him zu binden.

Die Expression erfolgte in dem E. coli Stamm BL21 star. Das Medium wurde mit
Aminoldvulinsdure, als Vorstufe des Hams in der Porphyrinsynthese und Eisensulfat
supplementiert. Dies sollte einem Mangel des Ham Kofaktors entgegenwirken (Chouchane et
al.,2000; Varnado und Goodwin, 2004; Fiege et al., 2018). Die Expression der BIC1-Varianten
erfolgte nach IPTG-Induktion in LB-Medium bei 25 °C {iber Nacht und Schiitteln der Zellen
mit 150 rpm. Die gewihlten Bedingungen waren geeignet, um eine geniigende Menge an
16slichem BIC1 Protein fiir nachfolgende Analysen zu erhalten. Die Aufreinigung der His-
getagten, rekombinanten Proteine erfolgte {iber Ni>*-NTA-Affinititschromatographie mit Hilfe
des AKTA-Purifier-Systems (GE Healthcare) bei ca. 6 °C. Uber die Analysesoftware konnte
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wihrend der Aufreinigung die Absorption von aromatischen Aminoséuren bei 280 nm und die
von Hiam bei 415 nm verfolgt werden (Abb. 17 A). In dem Chromatogramm sah man mehrere
Protein-Absorptionsmaxima die nach unterschiedlichen Konzentrationen an Imidazol von der
Ni**-Sdule eluiert wurden. Die Absorption von Him bei 415 nm fiel bei BIC13“* deutlich
geringer aus, als bei der WT-Variante (Abb. 17 C). Daraus lisst sich schlieBen, dass BIC13¢A
geringere Mengen an Hidm gebunden hat. Fiir beide BIC1-Varianten wurden dieselben
Bedingungen fiir Expression und Aufreinigung gewihlt, die vorher durch verschiedene Ansitze
getestet wurden. Dabei handelt es sich um Salzkonzentration in den Proteinpuffern und Dauer
und Volumina der Waschschritte wihrend der Aufreinigung. Um zu analysieren, welcher
Protein-peak das aufgereinigte BIC1 enthidlt, wurden von mehreren Fraktionen der Eluate

Proben auf einem SDS-Gel analysiert (Abb. 17 B, D).
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Abb. 17: Aufreinigung von BIC1WT und BIC13“ iiber Affinitiitschromatographie. (A) Chromatogramm und
(B) mit Coomassie gefirbtes Gel der SDS-PAGE von der Aufreinigung von BIC1 VT mit einem AKTA-Purifier-
System. Die Elution erfolgte mit einem Anstieg von Imidazol iiber einen Stufengradienten. Imidazolkonzentration
des B1 Puffers betrug bei 100% 1 M. Die Absorption bei 280 nm (aromatische Aminosduren) und 415 nm (Ham)
wurden detektiert. Das Gel fiir SDS-PAGE wurde mit Eluaten der Affinitdtschromatographie beladen und mit
Coomassie gefarbt. Eluate wurden jeweils nach Anstieg der Imidazol Konzentration entnommen (Protein-peaks),

82



um die Reinheit der Proteinlosung zu bestimmen. (C) Chromatogramm und (D) mit Coomassie geféarbtes Gel nach
SDS-PAGE der Mutante BIC13¢4, Schwarze Pfeile im Coomassie-Gel zeigen BIC1 Banden bei ca. 25 kDa. Die
Klammer im Coomassie-Gel zeigt die Fraktionen, die letztendlich fiir weitere Anwendungen zusammengefiihrt
wurden. * Chaperone GroEL und DnaK. ** Protein zur Regulation der Eisenaufnahme Fur. Alle drei Banden
wurden durch Massenspektrometrie am Fachbereich Chemie, Marburg iiberpriift (siche Abb. Anhang 1).

Wihrend des Anstiegs des Imidazol-Stufengradienten wurden mehrere Protein-peaks, bzw.
Proteine eluiert. Durch Auftrennen der Proteine der verschiedenen Eluate in einem SDS-Gel
und anschlieBender Farbung mit Coomassie konnte so die Reinheit der Eluate detektiert
werden. Zu erkennen war sowohl bei BIC1VT, als auch bei BIC13“A, eine Bande bei ca. 25 kDa.
Die zusitzlichen zwei markanten Proteinbanden bei ca. 60 und 75 kDa sind E. coli Chaperone
GroEL und DnaK. Die markante Proteinbande bei ca. 15 kDa war das Protein Fur, welches die
Aufnahme von Eisen reguliert. Die Proteine wurden mittels Massenspektrometrie {iberpriift,
durchgefiihrt von Dr. U. Linne, Fachbereich Chemie der Philipps-Universitit (siche
Abb. Anhang 1). Mit zunehmender Imidazol Konzentration wéhrend der Aufreinigung
verschwanden  die  restlichen  Proteinbanden  bzw.  unspezifisch  gebundenen
Proteinverunreinigungen. Jedoch verringerte eine zunehmende Imidazol Konzentration auch
die Affinitit der His-getagten BIC1-Varianten zur Ni**-Matrix. Deshalb wurde BIC1 bei 400-
1000 mM Imidazol eluiert, zusammengefiihrt und fiir weitere Anwendungen verwendet, und
BIC1°“A bei 200-500 mM Imidazol. Vermutlich aufgrund der verinderten Eigenschaften von
BIC13¢“A unterschieden sich die Imidazol-Konzentrationen fiir die Elution. Auf weitere
Aufreinigungen mittels Gelfiltration wurde aufgrund bereits hoher Reinheit der Proben
verzichtet, die fiir BIC13“ allerdings etwas héher war als fiir BICIWT, Die Proteine wurden
iiber einen Membrankonzentrator aufkonzentriert und mit einem Proteinpuffer versetzt, der
kein Imidazol enthielt, da dieses bei spiteren Anwendungen wie z.B. der UV/VIS-
Spektroskopie fiir ein verdndertes Absorptionsspektrum gefiihrt hétte oder die Bindung von
moglichen Kofaktoren beeinflusst hitte konnen. Nach bis zu sechs Puffer-Austauschen hatten

die BIC1"T- und BIC13*“A-Proteinldsungen einen Imidazol-Gehalt von < 0,2 mM.

In vorherigen SDS-PAGEs wurde beobachtet, dass BICIYT bei unzureichender Reduktion
durch Reduktionsmittel Oligomer-dhnliche Strukturen aufzeigt. Daher wurden die eluierten und
aufkonzentrierten Protein-Varianten jeweils in SDS-Probenpuffer mit und ohne
Reduktionsmittel bei 95 °C fiir 10 Minuten gekocht und fiir Coomassie-Féarbungen und Western
Blots verwendet (Abb. 18). Als Reduktionsmittel wurde TCEP in einer Endkonzentration von

10 mM im SDS-Probenpuffer verwendet.
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Abb. 18: BIC1 bildet intermolekulare Disulfidbriicken in vitro. (A) Coomassie-Gel mit 3 pg aufgereinigtem
BIC1™T und BIC13“A, Schwarzer Pfeil deutet auf sich bildende Dimere beim Fehlen von Reduktionsmittel bei
BIC1%™T hin. BIC13“A bildet aufgrund nicht vorhandener Cysteine keine Disulfidbriicken und somit keine Dimere.
(B) Western Blot mit aHIS-Antikdrper gegen aufgereinigte BIC1-Varianten. Proteine zeigen Monomer Bande bei
ca. 25 kDa und BIC1VT zusitzlich Oligomere (schwarze Pfeile). Proteinmenge betrigt 1,5 ug. 10 mM TCEP im
SDS-Probenpuffer.

Bei dem mit Coomassie gefiarbten Gel war eine zusétzliche Bande bei 50 kDa in der Probe der
BIC1YVT-Proteinlosung zu erkennen (Abb. 18 A, schwarzer Pfeil). Diese Bande war stéirker
ausgepragt, wenn die Probe nicht mit TCEP als Reduktionsmittel versetzt worden war. Die
Bande des BICIV' Monomers war in der Probe ohne Reduktionsmittel nicht zu sehen. Im
Vergleich dazu zeigte die BIC1°“A-Variante keine solche Dimerisierung. Auch zeigte BIC1W?T
im Western Blot trotz Zusatz von Reduktionsmittel eine noch stirker retardierte Bande als die
des Dimers, die bereits im Coomassie-Gel erkennbar war. BIC13“A zeigte im Western Blot nur
eine Monomer Bande (Abb. 18 B). Aufgrund dessen konnte angenommen werden, dass BIC1
iber die Cysteine mit anderen BICI1 intermolekulare Disulfidbriicken bilden konnte. Hierbei
war das Dimer nach dem Monomer der favorisierte Zustand. Das Reduktionsmitte]l TCEP im
SDS-Probenpuffer sorgte fiir eine ausreichende Reduktion solcher Disulfidbriicken und einem
Aufbrechen der oligomeren Strukturen. Da BIC1°“* keine Cysteine besitzt, bildete diese

Variante auch in Abwesenheit von Reduktionsmittel keine Oligomere.
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5.1.2 Spektroskopische Analyse aufgereinigter BIC1-Varianten

Anhand von UV/VIS-Spektren kann die spezifische Absorption von Proteinen Aufschliisse
iiber deren gebundenen Kofaktor geben. Bei dem UV/VIS-Spektrum von BICIWT nach der
zuvor beschriebenen Aufreinigung war ein Absorptionsmaximum bei ca. 410 nm erkennbar
(Abb. 19 A). Das beobachtete Maximum hat Ahnlichkeit mit den Soret-Banden anderer Him-

bindenden Proteine und zeigte so deutlich die Anwesenheit von Him in der BIC1WT

-Losung.
Zusitzlich waren die fiir Him charakteristischen Absorptions-Schultern bzw. Q-Banden bei
500-600 nm bei BIC1WT (Abb. 19 B), nicht jedoch bei BIC13“* (Abb. 19 D) erkennbar (Clezy

und Morell, 1963; Cowan und Gray, 1989; Rodriguez-Roldan ef al., 2006).
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Abb. 19: BIC13¢A zeigt noch eine Affinitiit zu Himin. (A) UV/VIS-Spektrum von 1 pg/uL BIC1™T mit und
ohne zusitzliches Hamin. (B) VergroBertes Spektrum aus (A), gezeigt von 500-700 nm. (C) UV/VIS-Spektrum
von 1 pg/uL BIC13“A mit und ohne zusitzliches Himin. (D) VergroBertes Spektrum aus (C). Beide Proteine
wurden mit 10 uM Hamin versetzt und spektroskopisch gemessen. Einzelspektren von Hamin mit 10 pM.

Nach Zugabe von 10 uM Hémin zu der Protein-Losung erkannte man eine Zunahme der
Absorption ebenfalls bei ca. 410 nm. Im Vergleich zu Hdmin ohne Protein, welches ein
Absorptionsmaximum bei 390 nm besal}, kann man durch den Skift von 20 nm davon ausgehen,
dass BIC1WT eine Affinitiit zu freiem Héimin besitzt und dieses in unbekannter Art bindet. Die
Mutante BIC1°¢A zeigte ein #hnliches Verhalten nach Rekonstitution mit 10 uM Hidmin

(Abb. 19 C). Allerdings hatte BIC13“* ohne Zugabe von Himin eine geringere Absorption bei
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410 nm als BIC1WT, was darauf schlieBen lisst, dass Cysteine in BIC1 die Bindung von Him
fordern. Nichtsdestotrotz scheinen Cysteine nicht essentiell fiir eine Affinitidt von Hamin nétig
zu sein, da es keinen deutlichen Unterschied zwischen beiden BIC1-Varianten zu geben scheint.
Der einzige beobachtbare Unterschied war das Ausbleiben der charakteristischen Q-Banden bei

BIC13“A, welchen einen Hinweis auf das Ausbleiben spezifischer Him-Bindung geben kénnte.

5.1.3 Nachweis von Him als Kofaktor von BIC1V" in planta

BICIWT zeigte nach heterologer Expression und Aufreinigung die Bindung von Him. Dies
bedeutet aber nicht, dass Him auch an BIC1 in Pflanzen gebunden ist, weil sich das bakterielle
Expressionssystem stark von dem eukaryotischen, pflanzlichen System unterscheidet
(Gecchele et al., 2015). Um zu iiberpriifen, ob BICIW! auch in Pflanzen Him bindet, wurde
eine Uberexpression von BICIWI-GFP (pUBC-GFP-Dest) in N. benthamiana mit
anschlieBender Immunprézipitation mittels aGFP-Antikorpern durchgefiihrt. Hierbei wurde
BICIVT-GFP iiber A. tumefaciens in bis zu 24 Tabakpflanzen inokuliert. Nach 4 d
Proteinexpression wurde eine Blattprobe im KLSM untersucht. Hierbei wurde getestet, ob ein
starkes GFP-Signal detektiert werden konnte (Anregung bei 488 nm und Emission bei 500-
550 nm), sodass davon ausgegangen werden konnte, dass die transiente Expression
funktionierte. Die inokulierten Blattproben wurden in fliissigem N> schockgefroren und
bei -80 °C gelagert. Die Blattproben wurden lysiert, von Zelltriimmern befreit und mit den
aGFP-Antikorpern bei ca. 6 °C inkubiert. Fiir die Immunpréazipitation wurden GFP-Agarose
Antikorper mit dazugehorigem Protokoll verwendet (Chromotek). Nach mehrmaligem waschen
und herunterzentrifugieren der Antikdrper wurden diese sowohl fiir massenspektrometrische
Analysen (durchgefiihrt von Dr. Uwe Linne am Fachbereich Chemie, Marburg), als auch fiir

ein Coomassie-Gel verwendet (Abb. 20).
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Abb. 20: Nachweis von Him-Kofaktor in pflanzlich exprimiertem BIC1VT-GFP. (A) Coomassie geférbtes
SDS-Gel nach BIC1VT-GFP Extraktion aus N. benthamiana mittels Immunprézipitation. BIC1VT-GFP mit einer
GroBe von ca. 46 kDa lauft als obere markante Bande. (B) Massenspektrometrischer Nachweis von Ham an
BIC1WT-GFP. Im Massenspektrum war ein Peptid von BIC1™T nachweisbar, welches an H13 (Histidin an 13.
Stelle in der Gesamtaminosiuresequenz von BIC1WT) eine zusitzliche Masse von 616 g/mol, korrespondierend zu
Hiam, band (durchgefiihrt von Dr. Uwe Linne am Fachbereich Chemie, Marburg). Geprobt wurde eine
Immunprizipitations-Probe. Verdaut wurde direkt an den aGFP-Beads (Ergebnisse fiir Massenspektrometrie siche
Abb. Anhang 1).

Die verwendeten Antikorper/Nanobodies sind speziell fiir Verdaue direkt an den Agarose
Beads geeignet, da diese keine konventionellen leichten und schweren Antikorperketten
besitzen, die in der Massenspektrometrie ein artifizielles Signal ergeben konnten. Anhand des
Coomassie-gefarbten Gels konnte man eine definierte Proteinbande bei ca. 46 kDa erkennen
(sowohl BIC1"T als auch GFP haben eine Masse von ca. 25 kDa). Die starke Bande bei 46 kDa
deutete auf eine gute Expression des Fusionsproteins in N. benthamiana (Abb. 20 A).
Zusitzlich wurde durch die Massenspektrometrie bestitigt, dass es sich um BIC1YT-GFP
handelt (Abb. Anhang 1). Das Massenspektrum zeigte ein spezifisches Peptid von BIC1W!-
GFP, an welchem das Histidin an 13. Stelle der Aminosiuresequenz von BICIWT eine
zusitzliche Masse von 616 g/mol aufwies (Abb. 20 B). Diese zusétzliche Masse korrespondiert
mit kovalent gebundenem Hédm an Histidin. Bindungen von Hdm an Histidin sind relativ selten
(Nothnagel et al., 2011). Zusitzlich wurden noch weitere Modifikationen an unterschiedlichen
Peptiden gefunden. Diese konnten jedoch nicht spezifischen Modifikationen zugeordnet
werden, da meist mehr als eine Aminosdure modifiziert war. Somit konnte ein qualitativer

IWT

Nachweis von pflanzlich exprimierten BIC gebracht werden, welches kovalent Him bindet.

Anders als vermutet wurde kein Hdm ¢ gefunden, jedoch an Histidin kovalent verkniipftes Ham.
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5.1.4 Expression und Analyse von BIC1H13A3CA

IWT

Das Massenspektrum von in N. benthamiana exprimierten BIC1""'-GFP zeigte eine Bindung

von Him an einem Histidin, anstatt wie bei rekombinant in E. coli exprimierten BICIYT an
einem Cystein. Jedoch kann die Massenspektrometrie nur positive Ergebnisse liefern, sodass
immer noch die Mdglichkeit besteht, dass BIC1YT auch in planta Him an einem Cystein bindet.
Um eine Funktion von Histidin an 13. Position von BIC1YT auf die Bindung von Him weiter
zu untersuchen, wurde die Vierfachmutante BIC1H13A3CA konstruiert und in dem Vektor

pET-28a (+) mit N-terminalem Hise¢-tag in E. coli rekombinant exprimiert (Abb. 21 A).
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Abb. 21: Histidin Austausch zu Alanin in BIC1 hat keinen zusétzlichen Effekt zum dreifach-Cystein
Austausch. (A) BIC1H343€A wurde in dem Vektor pET-28a (+) in E. coli BL 21 star exprimiert. Das Konstrukt
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wurde fiir £. coli Codon-optimiert und weist eine Lénge von 174 Aminoséduren inklusive N-terminalem 6-fachen
His-tag auf. Die konservierte CID befindet sich an Position 66-135 der Aminosiuren am C-Terminus. In BIC1WT
befindet sich das konservierte Cystein an Position 99 und das Histidin, an dessen die Bindung von Him in
pflanzlich exprimierten BIC1 VT mittels Massenspektrometrie nachgewiesen wurde, an Position 13. In der Mutante
BIC1HIB3A3CA wyrden alle vorhandenen drei Cysteine und H13 im Protein durch Alanin ausgetauscht. (B)
Chromatogramm von BIC111343¢A der Aufreinigung mit dem AKTA-Purifier-System. Elution erfolgte mit einem
Anstieg von Imidazol iiber einen Stufengradienten. Die Absorption bei 280 nm (aromatische Aminosduren) und
415 nm (Ham) wurden detektiert. (C) Mit Coomassie gefarbtes SDS-Gel mit geladenen Eluaten der dazugehdrigen
Aufreinigung zeigt die aufgereinigte BIC1H!1343CA Mutante. Eluate wurden jeweils nach Anstieg der Imidazol
Konzentration von den Protein-peaks entnommen, um die Reinheit der Proteinldsung zu bestimmen. Schwarzer
Pfeil im Coomassie-Gel zeigt die BIC1H1343¢A Bande bei ca. 25 kDa. Die Klammer im Coomassie-Gel zeigt die
Fraktionen, die letztendlich fiir weitere Analysen zusammengefiihrt wurden. (D) Coomassie-Gel mit 3 pg pro Spur
aufgereinigtem BIC1WT, BIC13¢2 und BIC1H13A3CA, Schwarzer Pfeil deutet auf sich bildende Dimere beim Fehlen
von Reduktionsmittel bei BIC1™T hin. BIC13“A und BIC1H!343CA bilden aufgrund von Cystein-Mutationen keine
Disulfidbriicken und somit keine Dimere. (E) Western Blot mit aHIS-Antikorper gegen aufgereinigte BICI-
Varianten. Proteine zeigen Monomer Bande bei ca. 25 kDa und BIC1 %" zusitzlich Oligomere (Schwarze Pfeil).
Proteinmenge betriagt 3 pg. Proben wurden mit 10 mM TCEP als Reduktionsmittel (R) versetzt. (F) UV/VIS-
Spektrum von 1 pg/pL BICHI3A3CA ynd Rekonstitution mit 10 uM Himin. Einzelspektrum von Himin mit 10 pM.

Untersucht wurde, ob die Mutante eine noch geringere Ham-Bindung hat, als die
Dreifachmutante BIC1°“A. Hierbei wurden fiir die Expression, die Aufreinigung und die
Analyse via Coomassie-Gel und Western Blot die gleichen Protokolle wie fiir die

Proteinvarianten BIC1VT und BIC13“A verwendet.

Anhand des Chromatogramms wurde die Elution der Proteine wéhrend eines Anstiegs des
Imidazol-Stufengradientens detektiert (Abb. 21 B). Die Absorption von Hdm bei 415 nm war
im gesamten Chromatogramm sehr gering. Auf einem mit Coomassie gefarbten SDS-Gel
konnte die Reinheit der Proteinlésung analysiert werden (Abb. 21 C). Die Proteinbande bei ca.
25 kDa entspricht BIC111343¢Aynd erst bei zunehmender Imidazol Konzentration erreichte man
eine  hohere Reinheit des gewiinschten Proteins, indem die ungewollten
Proteinverunreinigungen ihre Affinitit zur Ni*’-Matrix verloren und eluierten. Die
Affinititschromatographie der BICIM!3A3CA Mutante zeigte mehr Verunreinigungen und
weniger 18sliches Protein als bei BICIW!. Die Analyse der BICIM343A Mutante iiber
Coomassie-Gele, Western Blots und UV/VIS-Spektroskopie zeigte keine Unterschiede zu der
BIC13“ Mutante (Abb. 21 D, E, F). Beide Mutanten zeigten aufgrund fehlender Cysteine keine
intermolekularen Disulfidbriicken bzw. oligomere Banden. Die Proteinbande von BIC1H!343CA,
sowohl im Coomassie-Gel, als auch im Western Blot war schwicher als bei den anderen BIC1-
Varianten. Dies zeigte die schlechtere Expression und Aufreinigung von BIC111343CA Beide
Mutanten zeigten zusétzlich ein dhnliches Verhalten nach Rekonstitution mit 10 puM Héamin.

Somit schien selbst BIC1H1343CA noch eine Affinitdt zu Himin zu besitzen. Jedoch war das
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Absorptionsmaximum nach Rekonstitution bei 410 nm nicht so stark ausgebildet wie bei

BIC1WVT und BIC13¢A,

5.1.5 Quantifizierung von Him als BIC1 Kofaktor und Test auf Peroxidaseaktivitiit im

Amplex Red Assay

Die aufgereinigten Proteine BIC1WT, BIC13“A und BIC1"!343¢A ynterschieden sich darin, dass
die Mutanten aufgrund fehlender Cysteine keine Disulfidbriicken und somit auch keine
Oligomere bilden konnen. Trotz gezeigter Affinitdt zu Hamin in der UV/VIS-Spektroskopie
wurde im folgenden Abschnitt die Frage adressiert, ob die Mutationen zusédtzlich noch dafiir
gesorgt haben, dass BIC13“A und BIC1H3A3€A quantitativ weniger Him nach der heterologen
Expression in E. coli binden als BICI™T und ob die zuvor bei BICI™T beschriebene
Peroxidaseaktivitdt (zuerst gezeigt durch Nils Niemann, Dissertation Philipps-Universitit

Marburg, 2021) reduziert ist.

Zunichst wurde iiber Fluoreszenz-Spektroskopie quantifiziert, inwiefern die Mutationen
Einfluss auf die Kofaktor-Bindung haben. Hierfiir wurden BIC1WT, BIC13“* und BIC1H!3A3¢A
miteinander verglichen. Die Proteinlosungen wurden in stark saurer Oxalséure fiir jeweils
20min bei 95 °C gekocht, sodass alle vorhandenen Eisen-Ionen aus bestehenden
Porphyrinringen gelost wurden (Sinclair et al., 1999). Ebenfalls wurden gleichbehandelte
Proben der jeweiligen Proteinldsungen vor der Fluoreszenz Messung nicht gekocht, sodass fiir
die Auswertung jeweils Proben mit Hdm und Protoporphyrin verglichen wurden. Die
eisenfreien Porphyrinringe wurden bei einer Anregungswellenlinge von 406 nm und einer
Emission von 653 nm gemessen. Die Messungen wurden mit denen einer Him-Eichgeraden
verglichen, sodass man die Menge an Ham in der Proteinlosung in pmol quantifizieren konnte

(Abb. 22 A).
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Abb. 22: Him-Bindung durch Cysteine ist essentiell fiir resultierende Peroxidaseaktivitit von BIC1. (A)
Quantifizierung von Ham in verschiedenen BIC1 Proteinldsungen mit einer Konzentration von 5 pM. Mithilfe
von Oxalsdure wurden Eisen-lonen aus bestehenden Porphyrinringen herausgekocht, sodass die eisenfreien
Porphyrinringe mittels Fluoreszenz-Spektroskopie detektiert und quantifiziert wurden. Die Anregung erfolgte bei
einer Wellenldnge von 406 nm und die Emission wurde bei 653 nm gemessen. Durchgefiihrte t-Tests signifikant
nach Bonferroni-Korrektur bei *P < 0,025. (B) Test auf Peroxidaseaktivitit verschiedener 1 uM BIC1 Losungen
mit dem Reagenz Amplex Red. Hierbei reagiert Amplex Red in der Gegenwart von Peroxidasen mit
Wasserstoffperoxid in einem 1:1 Verhdltnis und oxidiert zu Resorufin. Resorufin wurde bei einer
Anregungswellenldnge von 530 nm und einer Emission von 593 nm detektiert und quantifiziert. Als
Positivkontrolle dienten 2 mU/mL HRP. Die gemessenen Werte der Proteinldsungen wurden filir eine
Normalisierung der Daten von einer Negativkontrolle ohne HRP subtrahiert. 8,8 pmol Hamin entsprechen der
Him-Menge von 1 uM BIC1%¥T und wurden ohne Zugabe von Proteinen als Kontrolle gemessen. Durchgefiihrte
t-Tests signifikant nach Bonferroni-Korrektur bei *P < 0,017. Fiir beide Tests galt n= 3 technische Replikate.

BIC1WT zeigte eine 10-fach hohere Konzentration von Him in der Proteinldsung als BIC13“A

und BIC1H1343€A Unter Annahme einer maximalen Kofaktor-Besetzung von 1:1 zeigte BIC1WT
einen Besetzungsgrad von ca. 1,8%. Die beiden Mutanten mit einem Besetzungsgrad von ca.
0,2% waren ungefahr 10-fach schlechter besetzt. Die Besetzung wurde iiber eine gleichzeitig
aufgenommene Eichgerade mit Hamin ermittelt. Die geringe Besetzung von Hdm konnte
entweder auf eine artifizielle Bindung hinweisen oder auf mangelnde Hdm Synthese in E. coli
wiéhrend der Protein Expression zuriickzufiihren sein (Chouchane et al., 2000; Varnado und
Goodwin, 2004; Fiege et al.,2018). Das immer noch nachweisbare Hdm in den Mutanten
konnte auf die durch UV/VIS bestitigte Affinitdt zu Him zurlickzufiihren sein, sodass immer
noch die Moglichkeit einer unspezifischen Bindung bestehe. Jedoch konnte es sich nicht um
Hém c handeln. Bei der Berechnung des Besetzungsgrades wurde davon ausgegangen, dass alle
Proteine in der gemessenen Losungen BICI1-Molekiile waren und Verunreinigungen
vernachldssigt wurden. Ebenso wurde angenommen, dass alle gemessenen Hdm-Molekiile
Kofaktoren von BIC1 waren. Fiir eine deutliche Verringerung an gebundenem Ham schienen

alleine die Austausche der Cysteine verantwortlich gewesen zu sein, da die zusétzliche
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Mutation des Histidin Codons zu Alanin zu keiner weiteren Verringerung an Him in der Probe

fihrte.

Der Test auf Peroxidaseaktivitidt der BIC1-Varianten erfolgte mit dem Reagenz Amplex Red
iiber Fluoreszenz-Spektroskopie. Hierbei reagiert Amplex Red in der Gegenwart von
Peroxidasen mit Wasserstoffperoxid und oxidiert es zu dem Produkt Resorufin. Resorufin kann
bei einer Anregungswellenldnge von 530 nm und einer Emission von 593 nm detektiert und
quantifiziert werden (Karakuzu et al., 2019). BICIVT, BIC13¢* und BICIH343¢A wyrden in
einer Endkonzentration von 1 uM mit 5 mM Amplex Red und 10 mM Wasserstoffperoxid fiir
30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Anschlieend wurde Resorufin im Fluorimeter gemessen
und die Relative Fluoreszenz Einheit (RFU) wurde ermittelt (Abb. 22 B). Die Menge an Hdm
in den Proteinlosungen schien mit der Peroxidaseaktivitit zu korrelieren (nicht statistisch
getestet). BICIWT, welches im zuvor gemessenen Assay mehr Him besaB, zeigte hier die
stirkste Peroxidaseaktivitit. Auch die Cystein Mutationen schienen wieder ausschlaggebend
fiir eine Verringerung der Peroxidaseaktivitit zu sein. Trotz eines fehlenden Hiam ¢ bei BIC13¢4
und BIC1H1343CA yrde eine schwache Reaktion mit Amplex Red gemessen. Dies konnte durch
die noch immer vorhandene Affinitit zu Himen erklédrbar sein. Somit zeigte sich, dass Hdm ¢
nicht alleine fiir die gezeigte Peroxidaseaktivitét zustdndig war. Das ausgetauschte Histidin in
der BIC1H1343¢A Mutante hatte keinen Einfluss auf die Peroxidaseaktivitit, da es auch keinen
Einfluss auf die Him Besetzung hatte. Himin wurde zusétzlich noch alleine gemessen, in
derselben Konzentration wie Ham in einer 1 uM BIC1WVT Proteinlésung. Hier zeigte sich, dass
bereits Hamin alleine in diesem Assay eine Peroxidaseaktivitit aufwies. Die Bildung von

Resorufin durch Himin war trotz dhnlicher Him Konzentration wie bei BIC1WT

ca. doppelt so
stark. Dies konnte z.B. darauf zuriickzufiihren sein, dass die BIC1"T Proteinldsung mit anderen
Proteinen verunreinigt war und somit eine falsche Proteinkonzentration von BIC1 VT berechnet
wurde. Alternativ wéire Hdmin in diesem Assay effektiver als Him, bspw. durch einen anderen
Redoxzustand. Somit kann fiir BICIYT nicht von einer spezifischen Peroxidase-Aktivitit
ausgegangen werden, sondern diese ist alleine durch den gebundenen Kofaktor bedingt. In
unten beschriebenen Assays wurde eine mogliche Peroxidaseaktivitit von BICIWVT zusitzlich

getestet.
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5.1.6 Test auf Peroxidaseaktivitit von BIC1WYT mit Chloronaphthol als Substrat

Peroxidasen bendtigen fiir die katalytische Reaktion mit reaktiven Sauerstoffspezies ein
spezifisches Substrat bzw. Reduktionsmittel (Chmi¢lnicka et al., 1971). Das Substrat von

BIC1WT fiir eine Peroxidaseaktivitit ist jedoch unbekannt.

IWT wurde ein weiteres Substrat

Fiir einen weiteren Test auf Peroxidaseaktivitit von BIC
getestet. Das farblose Substrat Chloronaphthol reagiert mit Peroxidasen (speziell getestet fiir
HRP) in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und bildet das violette Prédzipitat Benzo-4-

1WT in verschiedenen Konzentrationen wurde mit

chlorocyclohexadienone (Young, 1989). BIC
Kontrollen auf ein natives Gel geladen (Abb. 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 denaturierten. HRP wurde als
Positivkontrolle geladen, da deren Substratspezifitit mit Chloronaphthol bekannt ist. Als
Negativkontrolle wurden 4 pg denaturiertes Cytochrom C geladen. Denaturiertes Cytochrom C
tragt immer noch kovalent gebundenes Ham c und dient als Kontrolle, ob Him alleine ausreicht,
um eine Peroxidaseaktivitit in diesem Assay zu erzielen, bzw. um zu testen ob der Assay
spezifisch flir enzymatische Reaktionen ist. Nach einstiindiger Inkubation des nativen Gels in
der Substrat-Losung wurde eine Aufnahme mit dem GelDoc-System von Bio-Rad gemacht

(Abb. 23 B). Das violette Produkt der Chloronaphthol-Lsung war nur bei der Positivkontrolle
HRP zu sehen.
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Abb. 23: BIC1WT zeigt keine Peroxidaseaktivitit mit Chloronaphthol als Substrat in einem nativen Gel. (A)
Mit Coomassie gefdrbtes natives Gel mit BICI™T und Kontrollen nach 60 min Inkubation mit Chloronaphthol
(Thermo Scientific). (B) Aufnahme des nativen Gels mit dem GelDoc Go (Bio-Rad) Imaging System nach
einstiindiger Inkubation in Chloronaphthol. Peroxidasen wie HRP konnen das farblose Chloronaphthol als Substrat
verwenden und in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid in ein violettes Prézipitat konvertieren. (C) Western Blot
mit aHise-Antikdrpern zur Detektion von BIC1WT, Unterschiedliche Konzentrationen von BIC1 YT wurden auf das
native Gel geladen (A, B, C). Als Positivkontrollen wurden unterschiedliche Konzentrationen an HRP geladen.
Als Negativkontrolle wurde gekochtes, denaturiertes Cytochrom C geladen. (D) Vergleich Proteinproben vor
Zugabe von Chloronaphthol und (E) nach 60-miniitiger Inkubation mit Chloronaphthol (50 Vol.%). Die
Konzentrationen der Proteine waren: BIC1VT 10 pg/pL, Cytochrom C 0,2 pug/uL, HRP 0,6 ug/uL und haben eine
vergleichbare Konzentration an Hadm. (F) UV/VIS-Spektren der eingesetzten Proteine aus (D, E). Fiir die
Berechnung des Haim-Gehalts wurden jeweils die Absorptionsmaxima verwendet und gegen eine Eichgerade von
Hamin geprobt. BICIVT bei 411 nm, Cytochrom C bei 409 nm und HRP bei 403 nm. Experiment wurde mit einem
technischen Replikat durchgefiihrt.
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Hieraus lisst sich schlieBen, dass BIC1VT entweder keine Peroxidaseaktivitit besitzt, oder
Chloronaphthol nicht als Substrat verwenden kann. Nach der Inkubation in der Substrat-Losung
wurde das Gel mit Coomassie gefarbt, sodass man feststellen konnte, dass alle Proteine auf dem
Gel geladen und dort nach der Native-PAGE vorhanden waren (Abb. 23 A). Erkennbar waren
Proteinbanden fiir alle Proteinlosungen, jedoch konnte nur iiber einen Western Blot die
tatsichliche Anwesenheit von BICIVT iiber den Hiss-tag bestitigt werden (Abb. 23 C).
Zusitzlich lasst sich sagen, dass Ham alleine in diesem Assay, anders als im Assay mit Amplex
Red, keinen Peroxidase-dhnlichen-Effekt zeigte. Das denaturierte Cytochrom C zeigte keine
violette Farbung und somit keine Reaktion mit Chloronaphthol. Somit war der Kofaktor Him ¢

ohne das Apoprotein Cytochrom C nicht in der Lage Chloronaphthol als Substrat zu verwenden.

Da es unbekannt war, ob eine vergleichbare Menge an Hdm pro Proteinlosung in dem nativen
Gel eingesetzt wurde, wurde der Ansatz im Reaktionsgefdl mit vergleichbarer Hidm
Konzentration angesetzt und wiederholt (Abb. 23 D, E). Die Proteinlosungen wurden
spektroskopisch so verdiinnt, dass eine vergleichbare Hidm Konzentration in allen
Proteinldsungen gegeben war (Abb. 23 F). Uber lineare Regression einer Himin Eichgeraden
wurde spektroskopisch der Him-Gehalt der Proteinlosungen bestimmt. Die eingesetzte Him
Konzentration betriigt bei BIC1VT 36 uM, Cytochrom C 37 uM und HRP 41 uM. Die Reaktion
von BICIW!, Cytochrom C und HRP mit dem Chloronaphthol-Substrat wurde auf Eis
durchgefiihrt. Die Proben wurden vor Zugabe von Chloronaphthol und nach 60-miniitiger
Inkubation mit Chloronaphthol (50 Vol.% des Gesamtvolumen) verglichen. Cytochrom C

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

Ohne Chloronaphthol erschienen alle verwendeten Proteine aufgrund in der Losung
befindlichem Ham leicht briunlich. Nach Zugabe und einstiindiger Inkubation mit
Chloronaphthol verférbte sich die HRP-Probe sehr stark dunkelviolett und die Cytochrom C-
Probe leicht violett. Die BIC1"T-Probe hingegen verfirbte sich nicht. Somit zeigte nur HRP
und in gewissem Umfang auch Cytochrom C eine Peroxidaseaktivitit, BIC1YT hingegen nicht.
Ausschliefen konnte man deshalb, dass Ham alleine diese Reaktion katalysierte, weil
Cytochrom C eine, wenn auch schwache, katalytische Aktivitit mit Chloronaphthol im nativen

Zustand hatte, im denaturierten Zustand jedoch nicht.

Aufgrund der beiden unterschiedlichen Tests auf Peroxidaseaktivitdt ist deshalb davon
auszugehen, dass BIC1WT keine Peroxidase ist. Die mutmaBliche Peroxidase-Aktivitit von den

BICI™T im Amplex Red Assay ist ausschlieBlich auf Him ¢ zuriickzufiihren.
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5.1.7 Co-Lokalisierung von BIC1V! mit Palladium-mesoporphyrin IX (Pd-mP)

Palladium-mesoporphyrin hat strukturelle Ahnlichkeiten mit Him (Severance und Hamza,
2009; Vanhee et al., 2011). Im Gegensatz zu dem in Him befindlichen, zentralen Eisen-Ion,
kann Palladium-mP im KLSM angeregt und sichtbar gemacht werden. Durch transiente

IWT fusioniert mit GFP in N. benthamiana und einer Inokulation des

Expression von BIC
Gewebes mit Pd-mP sollte untersucht werden, ob BIC1"T eine Affinitit zu Porphyrinen besitzt.
Um diese Frage zu beantworten, musste vorher untersucht werden, in welchen Kompartimenten
BIC1WT in der Pflanzenzelle lokalisiert ist und welche Fusion (N- oder C-terminal) mit GFP

am geeignetsten ist (Abb. 24).

GFP mCherryNLS DIC

BIC1WT-GFP

GFP-BICIWT

Abb. 24: Die N- oder C-terminale Orientierung von GFP an BIC1WT hat keinen Einfluss auf dessen
Lokalisation in N. benthamiana. Fiir Proteinlokalisationsstudien wurden BICIVT-GFP (pUBC-GFP) und GFP-
BICIVT (pUBN-GFP) transient in N. benthamiana exprimiert und mittels KLSM untersucht. Co-exprimiert wurde
mCherryNLS als Kontrolle zur Identifikation des Zellkerns. GFP wurde bei einer Wellenldnge von 488 nm
angeregt und die Emission bei 505-515 nm gemessen. RFP wurde bei einer Wellenldnge von 543 nm angeregt und
die Emission bei 600-625 nm gemessen. Zur Kontrolle wurde ebenfalls ein Differentialinterferenzkontrast Bild
aufgenommen (DIC). Die Fusionsproteine wurden in den jeweiligen Kanilen einzeln angeregt.
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Das Fluoreszenzsignal wurde in den duBlersten Epidermiszellen untersucht, weil diese frei von
Chloroplasten und somit frei von storender Autofluoreszenz waren. An welcher Stelle GFP mit
BICIWT fusioniert war, hatte keinen Einfluss auf die Lokalisation von BICIW' in der
Pflanzenzelle. BICIWT wurde hauptsichlich im Zellkern beobachtet, wie mCherry-NLS.
AuBerdem war BIC1™T im Cytosol nahe der Zellmembran lokalisiert. In differenzierten Zellen
ist die Vakuole voluminds, sodass das Cytosol nur eine diinne Schicht am Rand der Zelle
ausbildet (Serna, 2005; Luther et al., 2021). Das Fusionsprotein ist mit seinen knapp 50 kDa
noch im Bereich einer moglichen passiven Diffusion. Jedoch kann ein aktiver Zellkerntransport

nicht ausgeschlossen werden (Grossman et al., 2012; Raices und D’ Angelo, 2012).

Um zunidchst das spezifische Fluoreszenz Signal von Pd-mP herauszufinden, wurden
verschiedene Kontrollen durchgefiihrt. Zum einen wurde GFP-BIC1VT (pUBN-GFP) transient
in N. benthamiana exprimiert und ohne den Zusatz von Pd-mP unter den verwendeten KLSM-
Bedingungen getestet (Abb. 25 A, obere Reihe). Im Vergleich dazu wurde eine Probe getestet,
in der kein fluoreszierendes Fusionsprotein exprimiert wurde, jedoch 24 h vor der Mikroskopie

die Blitter mit Pd-mP inokuliert wurden.

In der Probe ohne Pd-mP erkannte man kein Signal, wenn man die Wellenldnge 405 nm fiir die
Pd-mP Anregung und fiir die Detektion die Emission 420-470 nm verwendete. Jedoch erkannte
man ein schwaches, diffuses Signal nach Inokulation mit dem Farbstoff. Das Signal beschréankte
sich primér auf das Cytosol (Abb. 25 A, zweite Reihe). Hieraus lief3 sich ableiten, dass die

gewihlten Bedingungen fiir die Co-Lokalisation geeignet waren.

Als Negativkontrolle wurde cryl-GFP (pUGT1-Dest.) in Tabak exprimiert. 24 h vor der
Mikroskopie wurden die zuvor mit 4. tumefaciens inokulierten Blitter mit einer Pd-mP Losung

versetzt. Selbiges wurde mit dem zu untersuchenden Konstrukt GFP-BIC1WT

getan. Das Pd-
mP Signal schien durch das GFP-Signal der Fusionsproteine verstirkt zu werden, da in dem
Detektionsbereich des Pd-mP Kanals (420-470 nm) noch Emission von GFP detektiert werden
konnte. Deshalb konnte das Pd-mP Signal in Kombination mit GFP-Fusionsproteinen stirker
als in der Kontrolle ohne Fusionsprotein erscheinen. Ein deutlicher Unterschied war jedoch,
dass das cry1-GFP Signal im Zellkern akkumulierte, das Pd-mP Signal bei cry1-GFP aber nicht
im Zellkern co-lokalisierte (Abb. 25 A, WeiBer Pfeil). In der Uberlagerung der Bilder (Merge)
bleibt der Zellkern griin, da dort kein Pd-mP Signal lokalisiert wurde, welcher bei Uberlagerung

von violettem und griinem Signal zu hellgriinem Signal verschmelzen wiirde.
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Abb. 25: Palladium-mesoporphyrin co-lokalisiert mit GFP-BIC1W'. (A) Untersucht wurde, ob GFP-BIC1WT
(pUBN-GFP) mit Pd-mP in N. benthamiana co-lokalisiert. Pd-mP wurde in zuvor mit 4. tumefaciens infiltriertem
Gewebe fiir transiente Expression von GFP-BIC1YT inokuliert und 24 h spiter mittels KLSM untersucht.
Mitgetestet wurden verschiedene Kontrollen. GFP-BIC1WVT ohne Pd-mP zeigte kein Signal im Pd-mP Kanal. Die
Probe ohne Fusionsprotein + Pd-mP zeigte unspezifisches, cytoplasmatisches Signal im Pd-mP Kanal. cry1-GFP
(pUGT1-Dest.) bindet keine Porphyrine und wurde als Negativkontrolle mitgeprobt. Im Pd-mP Kanal wurde mit
einer Wellenlédnge von 405 nm angeregt und die Emission bei 420-470 nm gemessen. GFP wurde bei 488 nm
angeregt und die Emission bei 500-550 nm gemessen. Im Kanal Merge wurden die Signale von Pd-mP und von
GFP iibereinander gelagert. Wenn die Signale von Pd-mP und GFP co-lokalisieren ergab sich beim Uberlagern
eine hellgriine Firbung. WeiBer Pfeil deutet auf Zellkerne. (B) UV/VIS-Spektrum von 0,5 pg/uL BIC1WT und
Rekonstitution mit 1 uM Pd-mP. Spektrum von Pd-mP alleine wurde mit 1 uM Pd-mP gemessen. Konzentration
von BIC1™T im Spektrum ohne Pd-mP war 0,5 pg/pl.

Im Unterscheid dazu erkannte man eine Co-Lokalisation des Pd-mP Signals mit dem GFP-
Signal von GFP-BIC1"T im Bereich des Zellkerns (WeiBer Pfeil). Im Kanal Merge erkannte
man eine hellgriine Farbung, wenn beide Signal {ibereinander gelagert waren. Somit schien nur

bei GFP-BIC1VT der Farbstoff Pd-mP im Zellkern zu akkumulieren.

Daraus lisst sich schlieBen, dass GFP-BICIWT mit Pd-mP co-lokalisiert und BIC1V" eine
Affinitdt zu Pd-mP und somit wahrscheinlich generell zu Porphyrinen besitzt. cryl-GFP

hingegen schien Pd-mP nicht zu binden.

Zusitzlich lieB sich spektroskopisch nachweisen, dass BIC1WT mit Pd-mP rekonstituiert wurde
(Abb. 25 B). Nach Zugabe von 1 pM Pd-mP Lésung zu 0,5 p/uL BIC1WT erkannte man eine
leichte Zunahme der Absorption im Bereich 385 nm und 550 nm, dhnlich wie bei anderen
Rekonstitutionen mit Pd-mP (Lara et al., 2005). Dies konnte durch eine spezifische Bindung
von Pd-mP an BICIWT erklirbar sein. Jedoch wurden keine Anderungen sowohl bei der
Absorption zwischen 600-700 nm, als auch einen moglichen red-Shift der Pd-mP Absorption
durch Proteinbindung beobachtet. Die Absorptionszunahme unterstiitzt die Annahme, dass

BIC1WT eine Affinitit zu Pd-mP und somit wahrscheinlich generell zu Porphyrinen besitzt.

100



5.2 BIC1IWT zeigt konservierte Sequenzihnlichkeiten in der Ordnung der Brassicales

Um zu verstehen, wie BIC1 V! strukturell in der Lage ist, Him als Kofaktor kovalent zu binden,

wurden BICYT Sequenzen mit Multiplem Sequenzvergleich analysiert. Dies zeigte einen hoch

konservierten Bereich im C-Terminus (Abb. 26 A).
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Abb. 26: BICIWT zeigt hoch konservierte Cysteine in der Cryptochrom-interagierenden-Domiine. (A)
Multipler Sequenzvergleich durchgefiihrt mit 7-Coffee. Verglichen wurden elf Aminosiuresequenzen von BIC1WT
aus vier verwandten Pflanzen-Ordnungen, alle zugehorig zu der Klasse der Rosiden. Cystein 99 und Histidin an
Position 13 wurden mit einem schwarzen Pfeil markiert. An beiden Aminosiuren wurde bei BIC1WVT (4. thaliana)
massenspektrometrisch Ham nachgewiesen. CID ist mit grauem Balken visualisiert. Sequenzéhnlichkeit wurde
von ESPript durch einen mathematischen Schwellenwert von 0,7 bestimmt. Aminoséuren mit strikter Identitét
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sind weiB in einer schwarzen Box markiert. Aminosduren mit hoher Ahnlichkeit sind schwarz in einer grauen Box.
Aminosduren mit einer mathematischen Sequenzéhnlichkeit unterhalb des Schwellenwertes werden als nicht
konserviert betrachtet. (B) BIC1WT Struktur, berechnet von AlphaFold. Protein Daten wurden aus Uniprot mit dem
Proteincode Q9L XJ1 entnommen. AlphaFold errechnet einen Konfidenzwert pro Aminoséure von 0-100 (pLDDT)
und gibt die Wahrscheinlichkeit fiir die Richtigkeit der Strukturberechnung in Farben wieder. Dunkelblau mit einer
sehr hohen Wahrscheinlichkeit (pLDDT > 90), Blau mit hoher Wahrscheinlichkeit (90 > pLDDT > 70), Gelb mit
geringer Wahrscheinlichkeit (70 > pLDDT > 50) und orange mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit (nLDDT < 50).

Die CID von BICI™T ist hoch konserviert und sorgt wahrscheinlich wie bei BIC2 fiir die
Interaktion mit Cryptochromen (Ma et al., 2020b). Alle Cysteine, deren Codone in der Mutante
BIC13“A mutiert wurden, befinden sich in dieser Domine. Das HI3, an dem in der
Massenspektrometrie ein Him gefunden wurde, scheint nur in BICIW' der Ordnung der
Brassicales konserviert zu sein. In anderen BICIWT Proteinen nahe verwandter

Pflanzenordnungen ist H13 nicht stringent konserviert.

Bei Betrachtung der BICIWV! Struktur, welche von AlphaFold berechnet wurde, ist auffillig,
dass der GrofBteil des Proteins ungeordnet ist (Abb. 26 B). Einzig die konservierte
Cryptochrom-interagierende-Doméne konnte von AlphaFold besser berechnet werden. Hierbei
berechnet AlphaFold einen per-residue confidence score (pLDDT) zwischen 0 und 100. Die
Wabhrscheinlichkeit, dass die berechnete Struktur der Realitét entspricht liegt bei Dunkelblau
pLDDT > 90, Hellblau pLDDT >70, Gelb pLDDT >50 und Orange pLDDT <50. Somit
erscheinen die konservierten und daher gut berechenbaren Strukturen blau. Das Cystein 99
bildet tiber seine Thiol-Gruppe eine Wasserstoftbriickenbindung zum benachbarten Tryptophan
96 und eine weitere iiber ein Stickstoff-Atom. Ebenso werden Wasserstoffbriickenbindungen
iiber den Carbonyl-Sauerstoff zu den benachbarten Phenylalanin 102 und Asparaginsdure 103
gebildet. Dies bedeutet, dass das Cystein in die konservierte, helikale Struktur der CID-
eingebunden ist und eine Bindung von Hdm ¢ unwahrscheinlicher macht, da diese fiir eine
Strukturdnderung innerhalb der konservierten Doméne sorgen wiirde. Es ist auch davon
auszugehen, dass die beobachteten, intermolekularen Disulfidbriicken hochstwahrscheinlich
fiir eine strukturelle Anderung sorgen wiirden, die nicht von der Strukturberechnung

beriicksichtigt wurde.

Das Histidin 13 befindet sich wahrscheinlich in einem Beta-Faltblatt, jedoch ldsst sich durch
die schlechte Berechnung von AlphaFold nur wenig iiber dessen strukturelle Beschaffenheit

aussagen.
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5.3 Einfluss der Cystein-Austausche in BIC1 auf dessen biologische Funktion in planta

Da die Cysteine in BIC1YT Proteinen hoch konserviert sind und sich in einer funktionellen
Doméne befinden, wurde durch in planta Analysen untersucht, ob deren Austausch durch
Mutation hin zu Alanin die Interaktion mit bzw. Inhibierung von Cryptochrom 1
beeintrachtigen. Zusitzlich wurde somit auch analysiert, ob das Verhindern moglicher
intermolekulare Disulfidbriicken bei der Mutante BIC13“* einen Einfluss auf die Inhibierung

von Cryptochrom hat.

Hierfiir wurden A. thaliana vom Okotyp Col-0 verwendet und stabile Linien generiert, die
entweder BICIYT oder die Mutante BICI*“* iiberexprimieren. Um die mdglichen
Wechselwirkungen zwischen BIC1-Uberexpression und biologischer Funktion von
Cryptochromen zu untersuchen, wurde der Phédnotyp der generierten Linien hinsichtlich
bekannter Cryptochrom Reaktionen analysiert. Hierbei wurden die Hypokotylldngen, die
Bliihzeitpunkte und andere Merkmale der Pflanzen, die entweder BICIW! oder BIC13“A

iiberexprimieren, untersucht und verglichen.

5.3.1 Expression von BIC1 in Nicotiana benthamiana und Transformation in A. thaliana

Mit dem Ziel, stabile Linien in Arabidopsis thaliana zu generieren, wurden verschiedene BIC1-
Konstrukte in Vektoren (bezogen von Christopher Grefen, Universitdt Tilibingen) eingebracht
und zuvor in N. benthamiana vorgetestet. Das Gen fiir das Protein BIC1YT wurde hierbei
entweder C- oder N-terminal mit einem HA-fag versehen. Die Expression wurde entweder
durch den konstitutiven 35S-Promoter (pGWB614 C-Term., pGWB615 N-Term.) oder den
konstitutiven Ubiquitin 10-Promoter (pUBV341 N-Term., pUBV386 C-Term.) getrieben.

Uber A. tumefaciens wurden die vier Konstrukte in N. benthamiana eingebracht und transient
exprimiert. Nach 3-4 Tagen wurden die inokulierten Blétter geerntet und aufgeschlossen. Dabei
wurde das Pflanzenmaterial mit einer Zellmiihle aufgeschlossen und die Proteine mit einem
Aceton-Trichloressigsdure-Gemisch prézipitiert. Die prézipitierten Proteine wurden griindlich
mit Aceton gewaschen, sodass das fiir die Immundetektion mit dem LiCOR Odyssey-System
storende Chlorophyll vollstidndig entfernt wurde. Nach der Resuspension in Reduktionsmittel
enthaltendem SDS-Probenpuffer wurde der Gesamtproteinextrakt mittels Western Blot und
aHA-Antikdrpern mit dem LiCOR-System untersucht, sodass festgestellt werden konnte,

welches Konstrukt qualitativ am Besten in Pflanzen exprimiert wurde (Abb. 27 A).

103



A B

pUBV341BIC1(PUBQ10::3xHA-BIC1)

S
NS wWT 3cA
o S BIC1 BIC1
(f;., \e&&\ "’}(\V‘ Fb\(:\l
B L BE oS a0 1 .9 DI % %
AT ERTe
kDa RSN N U SR R A SR SN P FRN P

75 - -

25- -
25 kDa -

1 20 pg 30 pg

C 0,2+ ns
" ]
F3 £ 0,154 — 1
TS Y BE ]
o7 aot’ O ¥O 52 ] I
(R N . N o4 T E O
e ¥ Y o $£d ]
S o .« Tubulin gEa ]
o 0,05
g ]
* . e ]
S e e S BIC1 0 T T T I
%
S\O“"/ \‘i\°+/ d'°+/ ,,’L"o+/
" N *y
& o8 N &
0,24 ns
*®
F4 PR
N Y b v ‘0,154
O+/ qg\(g"/ ,bbv0+/ ﬁhbv-o.‘h/ ?% £ ’ ] |
& L & L §2 .
= ]
nt ¥ $ 23 0] I mE
Tubulin 20 ] ‘ '
\ R ]
o 0,054 I
- : ]
b ]
s —— RS BICq ]
- 0
T ol N, ‘
@0“'/ é\d‘"/ %LV-O*'/ ,b@0+’
N ~ N N
e © e RS

Abb. 27: Konstrukt PUBQ10::3xHA-BIC1 (pUBV341) wurde fiir A. thaliana Transformation verwendet.
(A) Western Blot mit aHA-Antikdrpern. Geladen wurden 20 pg des Gesamtproteinextraktes von infiltrierten
N. benthamiana Blittern, die mit den angegebenen Konstrukten transformiert worden waren. Dabei entspricht
pGWB614 dem Konstrukt P35S::BIC1VT-3xHA, pGWB615 dem Konstrukt P35S::3xHA-BIC1VT, pUBV341
dem Konstrukt PUBQ10::3xHA-BIC1VT, pUBV386 dem Konstrukt PUBQ10:BICIWT-3xHA. Die BICI™T
Proteinbande 14uft knapp iiber der 25 kDa Markerbande. Als Negativkontrolle wurde nicht transformiertes WT
Gewebe verwendet (nt). Auswertung erfolgte {iber das LiCOR-System. Der Versuch wurde mit zwei technischen
Replikaten bestétigt. (B) ECL Western Blot mit aHA-Antikdrpern. 4. thaliana Transformation erfolgte mit dem
Konstrukt PUBQ10::3xHA-BICIWYT bzw. PUBQI10::3xHA-BIC13“A (pUBV341). Geladen wurden 30 pg des
Gesamtproteinextraktes aus A. thaliana Keimlingen der F3-Generation. Geprobt wurden Extrakte von vier
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BIC1Y™- und vier BIC13“A-Uberexpressions Linien. Als Negativkontrolle wurde nicht infiltriertes Gewebe einer
WT-Pflanze verwendet (nt). (C) Nachfolgend werden alle abgebildeten Linien aufgrund besserer Ubersichtlichkeit
umbenannt. Die BIC1W'-Linie 22 4 ist nachfolgend BIC1%Tox 1 und 24 1 ist nachfolgend BIC1%Tox 2. Die
BIC13%A-Linie 10_2 ist nachfolgend BIC13“*0x_1 und 12_2 ist nachfolgend BIC13“*0x_2. Western Blot mit dem
LiCOR-System zur Quantifizierung der Proteinmenge von transgenem BICIYT und BICI*“A aus
Gesamtproteinextraktion aus A. thaliana Keimlingen der F3-Generation. Antikorper gegen aHA-fag und gegen
oTubulin. Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet, und um die BIC1-Intensitdten ins Verhaltnis zu setzten.
Als Negativkontrolle wurden nicht transformierte WT A. thaliana Col-0 verwendet (nt). (D) Quantifizierung der
Proteinmenge von BICIWT und BIC13¢A aus Gesamtproteinextraktion aus 4. thaliana Keimlingen der F4-
Generation. Durchgefiihrt wie (C). Versuche aus (C) und (D) wurden mit 3 technischen Replikaten durchgefiihrt.
Durchgefiihrte t-Tests signifikant nach Bonferroni-Korrektur bei *P < 0,008333. Bei den t-tests wurden alle
Gruppen miteinander verglichen. ns steht flir nicht signifikant. Standardabweichung als Fehlerbalken
wiedergegeben. * zeigt artifizielles Signal.

Die Expression von BICIWT aus den Konstrukten pGWB614 und pUBV386 war in diesem
Ansatz nicht gelungen. Jedoch konnte ein starkes Signal im LICOR-System bei den
Konstrukten pGWB615 und pUBV341 detektiert werden. Beide Konstrukte sorgten fiir eine
konstitutive Expression, jedoch wurde sich fiir die folgenden Transformationen in A4. thaliana
fiir das Konstrukt pUBV341 entschieden, weil hierbei die BIC1-Varianten durch den Ubiquitin
Promoter weniger stark konstitutiv exprimiert werden als durch den 35S-Promoter bei
pGWB615. Der 35S-Promoter kann aufgrund seiner starken Expressionseigenschaften fiir
Gene-Silencing sorgen, sodass in nachfolgenden Generationen weniger oder kein Fremdprotein

mehr exprimiert werden wiirde (Schubert ez al., 2004).

Sowohl BICIWVT als auch BICI*“A im Konstrukt pUBV341 (PUBQ10::3xHA-BIC1WT,
PUBQI10::3xHA-BIC13?), transformiert in A. tumefaciens, wurden mit der floral-dip
Methodik (Clough und Bent, 1998) in die noch geschlossenen Bliiten von A. thaliana Okotyp
Col-0 eingebracht. Hierbei wurde, wie bei Pflanzen tiblich, das Transgen in eine beliebige Stelle
im Genom integriert. Mit Hilfe von stark sensitiven ECL-Western Blots konnten in der F3-
Generation die beiden BIC1-Varianten nachgewiesen werden (Abb. 27 B). Hierbei wurden pro
Transgen vier unabhingige Linien untersucht und deren Gesamtproteinextrakte qualitativ nach
der Expression der transgenen BIC1-Varianten hin untersucht. Die Methode des ECLs hat den
Vorteil, dass man ausschlieBlich das Signal der HRP-konjugierten Antikérper aHA-tag
beobachtet, wohingegen beim LiCOR-System nicht nur die Fluoreszenz-konjugierten
Antikorper im Dunkelrotlicht (ca. 700 und 800 nm) angeregt werden, sondern auch andere
Proteine/Molekiile die in diesem Bereich absorbieren. Aus diesem Grund wurde sich bei
qualitativen Analysen stets fiir ein ECL-Western Blot entschieden. Fiir eine Quantifizierung der
Proteinmenge von BICI1-Varianten musste jedoch auf das LiCOR-System zuriickgegriffen

werden, da die Intensitit der Fluoreszenz-tags proportional und iiber einen weiten Bereich mit
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der Proteinmenge ansteigt. Eine Quantifizierung liber ECL-Western Blot ist deutlich
schwieriger und wurde nicht durchgefiihrt. Es wurden jeweils zwei unabhéngige Linien (Linien
die aus einem Transformationsereignis bzw. einem Samen nach der Transformation
entstammten) jedes Genotyps fiir nachfolgende Untersuchungen verwendet, um einen
Positionseffekt ausschliefen zu konnen. Hierbei wurde versucht, jeweils zwei Linien zu finden,
die ein dhnliches Expressions-Level von transgenem BIC1™T bzw. BIC1*“* besaBen. Nur
Linien mit einer dhnlichen Menge an Zielprotein waren vergleichbar. Sowohl die F3-Linien
(Abb. 27 C), als auch die F4-Nachzucht Linien (Abb. 27 D) wurden verglichen und fiir spitere
Versuche verwendet. Das Expressions-Level von BIC1™T schien in den Linien BIC1%Tox 1
(umbenannt von 22 4) und BIC1%Tox 2 (24 1) vergleichbar zu sein. Ebenso vergleichbar
waren die Level von BIC13“A in den Linien BIC1*“*0x_1 (10_2) und BIC13““0ox_2 (12_2).
Auch untereinander verglichen zeigten BIC1YT und BIC13“A Linien dhnliche Expressionslevel.

Abweichend hiervon hatte die Linie BIC1%Tox_1 eine signifikant geringere BIC1 VT

-Menge im
Vergleich zu beiden BIC1°*“* Linien in der F4-Generation. Ebenfalls beobachtet wurde eine
geringe Abnahme aller BICI-Proteinlevel in der F4-Generation im Vergleich zur F3-

Generation.

Die Quantifizierung der BIC1-Proteine erfolgte mit dem LiCOR-System, indem die relative
Intensitét der Fluoreszenz der BIC1 Proteinbanden gemessen wurde und in Relation mit dem
Signal von Tubulin gesetzt wurde. Alle vier Linien hatten eine vergleichbare Menge an HA-

BIC1WVT und HA-BIC13¢ in der F3-Generation.

Die verwendeten vier Linien wurden nachfolgend auf ihre Homozygotie getestet, indem man
die Keimlinge der ausgesdten Samen erneut mit dem Herbizid Basta behandelte, gegen das sie
aufgrund des mittransformierten Selektionsmarkers eine Resistenz hatten sollten. Nahezu alle
geprobten Pflanzen iiberlebten, woraus man eine Homozygotie schlussfolgern konnte (Abb.

Anhang 2).

5.3.2 Wechselwirkungen zwischen BIC1-Uberexpressionen in planta und biologischer

Funktion von Cryptochromen

Um zu testen, ob sich die Mutanten Linien BIC1*““0x phinotypisch dhnlich verhalten wie die
BIC1%Tox-Linien, wurden verschiedene Versuche durchgefiihrt. Cryptochrome induzieren
verschiedene Signaltransduktionswege bei Anregung durch Blaulicht. So inhibieren sie nach

Aktivierung bspw. das Hypokotyllingenwachstum. Dieser Effekt ist Teil der Deetiolierung
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(Ahmad et al., 1998). Durch die Messung von Hypokotyllingen bei unterschiedlichen
Lichtbedingungen lassen sich so Riickschliisse auf die Aktivitdt von Photorezeptoren, wie
Cryptochrome im Blaulicht oder auch Phytochrome im Rotlicht bzw. Dunkelrot schlieBen
(Casal und Boccalandro, 1995). Bei einer moglichen Inhibierung von Cryptochrome durch
BIC1, wird das Wachstum der Hypokotyle dementsprechend auch im Blaulicht nicht oder
weniger inhibiert. Jeweils zwei unabhéingige Linien jeden Genotyps aus der F3-Generation
(BIC1"Tox_1 und BIC1%Tox 2 als Uberexpressions-Linien von BIC1%T; BIC1*““0x_1 und
BIC13““0x_2 als Uberexpressions-Linien von BIC1*“*) wurden fiir die weiteren Analysen
ausgesucht, da diese vier Linien vergleichbare Protein-Level an transgenem BICWT bzw.

BIC13¢A haben (Abb. 27 C).

Zusitzlich zu den Quantifizierungen mittels Western Blot, wurden die gemessenen
Hypokotyllingen (unter Blaulicht-Bedingungen) statistisch auf Normalverteilung hin
iiberpriift. So wurde tiberpriift, ob die Linien bzw. die Hypokotyllingen nicht zuriick zum
Phinotyp des Wildtyp hin segregierten, sondern stets normalverteilt waren (Abb. Anhang 3).
Die Mutanten waren alle normalverteilt, der WT jedoch streute. Dies wurde jedoch
vernachléssigt, da eine Streuung des WT die Ergebnisse weniger beeintrichtigt. Erklérbar ist

dies moglicherweise durch eine zu kleine Anzahl an getesteten Individuen.

Die Samen der unterschiedlichen Linien wurden auf Whatman-Papier ausgesit und im Dunkeln
bei 6 °C fiir 3 Tage stratifiziert. Danach wurde die Keiminduktion in der Anzuchtkammer durch
Bestrahlung mit WeiBlicht fiir 4 h gestartet und die Samen danach fiir 20 h in Dunkelheit in die
Anzuchtkammer bei 22°C gestellt. Anschlieend erfolgte die Inkubation fiir 4 d bei den
Lichtbedingungen Dunkel, Blaulicht (10 pmol/m?s), Rotlicht (10 pmol/m?s) und
Dunkelrotlicht (10 pmol/m?s). Nach Ablauf der Inkubation wurden die Keimlinge auf schwarze
Pappe ausgelegt, fotografiert und iiber /mageJ die Linge der Hypokotyle bestimmt. Zuvor
wurde die Frage adressiert, welches Cryptochrom unter den gewéhlten Blaulicht-Bedingungen
primér fiir die Inhibition des Hypokotylldngenwachstums verantwortlich ist. Hierfiir wurden
Wildtyp (WT), cryl/cry2 Doppel-Knockout-Mutante, als auch cryl und cry?2 Einzel-Knockout-
Mutanten getestet (Abb. 28). Die Doppel-Mutante hatte ein ca. 10-fach langeres Hypokotyl als
der WT, was auf das weitgehende Ausbleiben der Deetiolierung im Blaulicht zeigte. Einen
vergleichbaren Phénotyp zeigte die cryl/ Einach-Mutante. Die Hypokotylldngen der cry2-
Mutanten waren hingegen kiirzer als die der cry/-Mutante und &hnlich dem WT. Hieraus lie3
sich schlieBen, dass die beobachtete Deetiolierung durch 10 pmol/m?s Blaulicht hauptséchlich
durch Cryptochrom 1 gesteuert wurde.
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Abb. 28: Cryptochrom 1 ist essentiell fiir die Inhibierung des Hypokotyllingenwachstums unter Blaulicht.
Gezeigt sind Hypokotyllingen unterschiedlicher Genotypen unter Blaulicht (10 pmol/m?s). Keimlinge wurden
nach 3 d Stratifikation bei 6 °C und anschlieBender Keiminduktion fiir 4 d unter Blaulicht angezogen. Auswertung
erfolgte durch Fotografien der Hypokotyle auf schwarzer Pappe und Messung der Lange iiber die Software ImageJ.
Ausgewertet wurden n=97-131 Keimlinge pro Genotyp. Durchgefiihrte t-Tests signifikant nach Bonferroni-
Korrektur bei *P < 0,017. t-Tests gegen den WT durchgefiihrt. Boxplots mit angegebenem Median, Mittelwert,
Minimum und Maximum und Whiskers im Bereich 95-5.

Fiir die Untersuchung, ob die BIC1*““ox-Linien einen vergleichbaren Phiinotyp zu den
BIC1YTox-Linien haben, wurde die Hypokotyllinge verschiedener Genotypen der F3-
Generation unter verschiedenen Lichtbedingungen verglichen (Abb. 29 A). Hierbei wurde die
Frage adressiert, ob die Dreifach-Cystein Mutation der BIC1*““ox-Linien einen Einfluss auf

die Cryptochrom Inhibierung zeigen.
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Abb. 29: Die BIC1 Dreifach-Mutation von Cysteinen hat keinen Einfluss auf die Inhibierung von
Cryptochrom. (A) Messung der Hypokotyllingen unterschiedlicher Genotypen in unterschiedlichen
Lichtbedingungen. Die Samen der unterschiedlichen F3-Linien wurden auf Whatman-Papier ausgesét und im
Dunkeln bei 6 °C fiir 3 Tage stratifiziert. AnschlieBend erfolgte die Keiminduktion in der Anzuchtkammer fiir 4 h
und folgende Inkubation im Dunkeln fiir 20 h. AnschlieBend folgte die Inkubation fiir 4 d bei den
Lichtbedingungen Dunkel, Blaulicht (10 umol/m?s), Rotlicht (10 umol/m?s) und Dunkelrotlicht (10 pmol/m?s).
Auswertung erfolgte durch Fotografien der Hypokotyle auf schwarzer Pappe und Messung der Lange iiber die
Software ImageJ. Ausgewertet wurden n=29-40 Keimlinge pro Lichtbedingung pro Genotyp. Unter
Blaulichtbedingungen betrug n = 97-131 Keimlinge. Durchgefiihrte t-Tests signifikant nach Bonferroni-Korrektur
bei *P < 0,00714286. t-Tests gegen den WT durchgefiihrt. (B) Auswertung der Blithinduktion durch WeiBlicht
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(115 — 120 umol/m?s). In der linken Abb. werden die Tage bis zur ersten Bliite dargestellt. Dabei zéhlte bereits
eine leicht gedffnete erste Bliite als Beginn des Blithens. Nach Blithbeginn wurden die Anzahl der Rosettenblatter
(rechtes Diagramm) gezahlt. Ausgewertet wurden n = 20 verschiedene Einzelpflanzen. Durchgefiihrte t-Tests
signifikant nach Bonferroni-Korrektur bei *P < 0,01. t-Tests gegen den WT durchgefiihrt. Boxplots mit
angegebenem Median, Mittelwert, Minimum und Maximum und Whiskers im Bereich 95-5. (C) Fotografien der
obersten Bliitenstéinde gezeigter Genotypen. Im Fokus hierbei die Cantiles, weiller Pfeil. Cantiles treten bevorzugt
an der ersten Bliite ohne Begleitblatt auf.

Neben den vier getesteten Uberexpressions-Linien wurden als Kontroll-Linien WT (Col-0),
Cryptochrom 1 und Cryptochrom 2 Doppel-Knockout-Mutante (cryl/cry2) und Phytochrom A
(phyA) und Phytochrom B (phyB) Mutante mitgetestet. Nach der Keimung wurden die
Keimlinge unter verschiedenen Lichtbedingungen fiir 4 d angezogen. Alle gezeigten, in
Dunkelheit gewachsenen Genotypen wiesen eine Hypokotylldnge grofler als 10 mm auf. Im
Vergleich zum WT waren die Hypokotylldngen der Mutanten cryl/cry2 und phyA signifikant
kiirzer und die der Linien BIC1%Tox 1 und BIC1W'ox 2 signifikant linger. Unter den
verwendeten Blaulicht- und Dunkelrotlicht-Bedingungen wurde das
Hypokotyllingenwachstum im WT stark inhibiert. Hier waren die Hypokotyle teilweise 10-mal
so kurz wie bei in Dunkelheit angezogenen Keimlingen. Unter Rotlicht war das
Hypokotyllingenwachstum ebenfalls deutlich inhibiert. Dies deutete auf die Deetiolierung
durch Cryptochrome im Blaulicht und Phytochrome im Rotlicht und Dunkelrotlicht hin.
Phytochrom A ist wichtig fiir eine Deetiolierung im Dunkelrotlicht (sieche phy4 Mutante),
wohingegen Phytochrome B wichtig fiir die Inhibierung des Hypokotylldingenwachstums im
Rotlicht ist (siehe phAyB Mutante), konsistent mit publizierten Daten (Parks und Quail, 1993).
Die BIC1-Uberexpressionslinien zeigten sowohl im Dunkelrotlicht, als auch in Rotlicht nur
einen marginalen Unterschied zum WT. Einzig eine leicht stirkere Inhibierung des
Hypokotyllingenwachstums im Rotlicht durch die beiden BIC13““ox-Linien im Vergleich zu
den anderen Linien war bemerkenswert. In der Cryptochrom Doppel-Knockout-Mutante
cryl/cry2 war deutlich, dass Blaulicht nur noch einen sehr kleinen Einfluss auf die Lange des
Hypokotyls bzw. dessen Inhibition hatte. Keimlinge im Dunkeln hatten jedoch immer noch ein
langeres Hypokotyl, als im Blaulicht aufgezogene Keimlinge. Anhand des Vortests lie3 sich
auf eine primire Rolle von Cryptochrom 1 auf die Deetiolierung unter den verwendeten
Blaulicht-Bedingungen schlieBen. Alle getesteten BIC1 % ox und BIC13““ox-Linien hatten ein
langeres Hypokotyl unter Blaulichtbedingungen im Vergleich zum WT. Untereinander zeigte
nur die Linie BICIVTox 2 eine stirkere Inhibierung des Hypokotyllingenwachstums im
Vergleich zu BIC1"Tox 1 und der cryl/cry2 Doppelmutante, jedoch immer noch signifikant

schwiicher als beim WT. Dies deutete darauf hin, dass die Uberexpressionen sowohl von
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BICIWT als auch von BIC1°“A dazu fiihrte, Cryptochrome zu inhibieren. Die phy4 Mutante
zeigte einen geringen Einfluss auf die Deetiolierung unter Blaulicht, was ebenfalls in

Ubereinstimmung mit publizierten Daten war (Whitelam et al., 1993; Neff und Chory, 1998).

Die BIC1°*“* Mutanten hatten im Blaulicht deutlich lingere Hypokotyle als der WT. Somit
schienen diese Mutanten in ihrer Aktivitdt hinsichtlich Inhibierung der Funktion von
Cryptochrom nicht beeintriachtigt gewesen zu sein. Somit waren auch die intermolekularen
Disulfidbriicken, die BIC1VT zumindest in vitro ausbilden kann, fiir dessen Funktion nicht
essentiell. Die Linien BIC1YTox 1, BIC1*““ox 1 und BIC1°““ox 2 schienen die
Cryptochrome vollstdndig oder weitgehend zu inhibieren, weil deren Phinotyp &hnlich der

cryl/cry2 Doppel-Knockout-Mutante war. Bei der Linie BIC1WT

ox_2 beobachtete man nur eine
partielle Inhibierung der Cryptochrome. Im Rot- und Dunkelrotlicht verhielten sich alle BIC1
Uberexpressions-Linien #hnlich zum WT. Somit inhibieren BIC1WT und BIC13¢* trotz
marginaler, aber signifikanter Unterschiede im Rot- und Dunkelrotlicht wahrscheinlich nicht

eine Deetiolierung, welche durch Phytochrom B und respektive Phytochrom A reguliert ist.

Ein weiterer durch Blaulicht regulierter Prozess durch Cryptochrome ist die Blithinduktion,
hauptsdchlich gesteuert durch Cryptochrom 2 (Valverde et al., 2004). Nach Aussaat
unterschiedlicher Genotypen aus der F3-Generation wurden die Pflanzen auf Erde in
Anzuchtschrinken im Langtag angezogen (16 h WeiBlicht bei 115-120 umol/m?’s, 22 °C
tagsiiber, 18 °C nachts, 50% Luftfeuchtigkeit). Die Bliihinduktion bzw. der Bliihbeginn wurde
so definiert und ausgewertet, dass bereits eine leicht gedffnete erste Bliite den Blithbeginn
definierte. Die Tage von Aussaat bis Bliihbeginn und die Anzahl an Rosettenblétter der
einzelnen Pflanzen wurden gezéhlt und ausgewertet (Abb. 29 B). Bliihzeitpunkt und Anzahl an
Rosettenblittern korrelieren meist miteinander. Die Cryptochrom Doppel-Knockout-Mutante
cryl/cry2 diente dabei als Kontrolle. Die Kontrolle hatte circa doppelt so lange bis zum
Bliihbeginn bendtigt als der WT (WT 35 = 1 d und cryl/cry2-Mutante 63 = 3 d). Die Linien
BIC1WVTox 2 (41 + 3 d), BIC1*““0ox_1 (43 = 2 d) und BIC1*““0ox_2 (42 £ 2 d) schienen nur
wenig, jedoch signifikant ldnger als der Wildtyp bis zum Blithbeginn bendtigt zu haben. Die
Linie BIC1%'ox 1 (34 + 1d) zeigte iiberraschenderweise einen geringfiigig friiheren
Blithbeginn im Vergleich zum WT. Die Uberexpressions-Linien BIC1%Tox_2 und BIC10x*“*
zeigten untereinander wenig Unterschiede im Blithverhalten, sodass man davon ausgehen
konnte, dass die Cystein-Austausche in BIC1 keinen Einfluss auf dessen Funktion im Kontext
von Bliihverhalten hatten. Bei den Tagen bis zur Bliite waren die Mutanten alle normalverteilt,
der WT jedoch streute. Bei den Daten der Blattanzahl waren nur die Kontrollen und
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BIC13““0x_1 normalverteilt (Test auf Normalverteilung durch Anderson Darling; nicht
gezeigt). Die erzielten Befunde deuteten darauf hin, dass BIC1 keinen gro3en Einfluss auf den
Signaltransduktionsweg von Cryptochromen im Kontext von Blithen besal3, oder dass BIC1
beim Zeitpunkt der Blithinduktion nur fiir eine partielle Inhibierung von Cryptochromen sorgte.

Dass BIC1VTox_1, BIC1*““0x_1und BIC1°*““0x_2 aber biologisch aktiv waren, ergibt sich aus

deren Einfluss auf das Hypokotyllingenwachstum.

A. thaliana bildet spezielle Strukturen, sogenannte Cantiles, wenn ihr Blithbeginn verzogert ist

(Gookin und Assmann, 2021). Alle Linien, ausgenommen Wildtyp und BIC1 V™.

ox 1, zeigten
ein Cantile an der ersten Bliite (Abb. 29 C). Dies spiegelte auch die Auswertung der Tage bis
Blithbeginn wider, da alle anderen Linien mit verspitetem Blithzeitunkt auch diese Struktur

bildeten.

5.3.3 Weitere Effekte der Uberexpression von BIC1 in Arabidopsis thaliana

Das Expressions-Level von BIC1 wird durch duBlere Bedingungen wie Temperatur und Licht
reguliert (Wang ef al., 2017b) und konnte z.B. Einfliisse auf die Wechselwirkungen zwischen
BIC1 und Cryptochromen haben und ausschlaggebend sein, ob eine vollstindige oder partielle

Inhibierung der Cryptochrome stattfindet.

Neben den oben beschriebenen Prozessen wurde auch Blatt-Rosetten Durchmessers und
Rosetten Oberfliche analysiert mit der Frage, ob die Uberexpression von BIC1 diese
beeinflusst. Hierfiir wurden die Pflanzen ebenfalls im WeiBllicht in LED-Kammern (16 h bei
115-120 pmol/m?s, 22 °C tagsiiber, 18 °C nachts, 50% Luftfeuchtigkeit) angezogen. Verwendet
wurden Linien der F3-Generation. 3 Wochen nach Aussaat wurden die Rosetten der Pflanzen
mit einer Petrischale plattgedriickt und von oben fotografiert (Abb. 30 A). Die Flache aller
Rosettenblitter und der Durchmesser der Rosetten wurden tiiber die Software ImageJ
ausgewertet (Abb. 30 B). Diese Dokumentation zeigte auch, dass die Uberexpressionslinien
von BIC1%YTox und BIC13““ox stark verlingerte Petiolen hatten und einige von diesen nach
oben und zur Seite gebogen waren, so wie dies fiir eine shade-avoidance-response (SAR)
beschrieben ist (Keller et al., 2011). Signifikant groBBer war der Durchmesser der Rosetten der
BIC1%YTox und BIC1*““ox-Linien im Vergleich zum WT und der Cryptochrom Doppel-
Knockout-Mutante cryl/cry2, mit Ausnahme von BIC1YTox 2. Augenscheinlich korrelierte die
Flache der Rosettenblitter mit dem Durchmesser der Gesamtrosette. Statistische Tests

bestitigten aber keinen Unterschied zwischen Wildtyp, cryl/cry2 und den BICI
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Uberexpressionslinien mit Ausnahme von BIC1°““ox_2. Die, wenn auch nicht signifikant,
vergrofBerte Fliche der Rosettenblitter konnte Teil eines shade-avoidance-response sein. Es ist
bekannt, dass Pflanzen durch eine partielle Inhibierung von Cryptochromen unter schwachem
Blaulicht mit shade-avoidance-response reagieren (Pedmale ef al., 2016). Da die Cryptochrom
Doppel-Knockout-Mutante und der WT sich nicht unterschieden, konnte man davon ausgehen,
dass fiir den beobachteten Effekt Cryptochrome nur teilweise inhibiert sein diirften, oder dass
die BICs hier eine von Cryptochromen unabhéngige Funktion hatten. Wie schon bei anderen
Prozessen weiter oben beschrieben, zeigte auch hier die Uberexpression der BIC1*“A Mutante

keinen Unterschied zu BIC1WT,
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Abb. 30: Partielle Inhibierung von Cryptochromen, nicht aber deren vélliger Ausfall, induziert eine shade-
avoidance-response. (A) Fotografien einzelner Pflanzen der entsprechenden Genotypen verwendet fiir die
Auswertung gezeigt in B. Die Rosetten wurden vorsichtig mit einer Plastik-Petrischale plattgedriickt. Als
GroBenstandard diente eine ein Cent-Miinze, welche mit jeder Pflanzenrosette mitfotografiert wurde (Durchmesser
16 mm). Bilder der Pflanzen wurden mit einer digitalen Kamera aufgenommen und die Bilder in der Software
ImageJ ausgewertet. (B) Linkes Diagramm zeigt die Messung der Rosetten-Oberfliche in mm? pro Blatt. Rechtes
Diagramm zeigt die Messung der Rosetten-Durchmesser gezeigter Genotypen. Ausgewertet wurden n = 3-5
verschiedene Einzelpflanzen. Durchgefiihrte t-Tests signifikant nach Bonferroni-Korrektur bei *P < 0,01. t-Tests
wurden gegen den WT durchgefiihrt. Boxplots mit angegebenem Median, Mittelwert, Minimum und Maximum
und Whiskers im Bereich 95-5.
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5.4 Blaulicht-Effekt auf transkriptioneller Ebene

Pflanzen reagieren durch Anderungen der Genexpression auf die Exposition von Blaulicht. In
Wang et al. (2016) wurde gezeigt, dass liber 1200 Gene in A. thaliana Blaulicht-abhingig durch
Cryptochrome reguliert werden. Zusétzlich 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 von Wang et al. (2016) bestdtigt

werden.

5.4.1 Transformation von HA-BIC1 in cryl/cry2 Doppel-Knockout-Mutante

Zusitzlich 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 BIC1YTox 1 und 2 in Col-0-Hintergrund, den Kontrollen WT und der
cryl/cry2 Mutante noch zwei weitere unabhiingige Linien generiert, die BICIVT im cryl/cry2-
Hintergrund (Col) tiberexprimierten. Hierbei wurde wie in 5.3.1 das Transgen auf dem Vektor
pUBV341 (PUBQ10::3xHA-BIC1YT) iiber 4. tumefaciens in cryl/cry2-Pflanzen eingebracht.
BIC1YTox 3 (cryl/cry2) und BIC1W'ox_4 (cryl/cry2) wurden bis in die F3-Generation
geziichtet und mittels Western Blot Analyse wurde die Proteinmenge von HA-BIC1 bestimmt.
Ziel war es, Linien zu identifizieren, die eine dhnliche Proteinmenge an transgenem BICI1
untereinander iiberexprimierten und eine dhnliche Proteinmenge beséBen wie BIC1WVT

_2 im Col-0-Hintergrund (Abb. 31).

ox_1und
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Abb. 31: HA-BIC1 Quantifizierung in Pflanzen mit cryl/cry2-Hintergrund. Western Blot mit dem LiCOR-
System zur Quantifizierung der Proteinmenge von transgenem BIC1WT aus Gesamtproteinextrakt von A. thaliana
Keimlingen der F3-Generation. Antikorper gegen aHA-tag und gegen oTubulin wurden verwendet. Tubulin wurde
als Ladekontrolle verwendet, um die BIC1-Intensititen ins Verhdltnis zu setzten. Als Negativkontrolle wurden
nicht transformierte WT A. thaliana Col-0 verwendet (nt). Die Quantifizierung wurde mit 3 technischen Replikaten
durchgefiihrt. Durchgefiihrte t-Tests signifikant bei *P < 0,05. ns steht fiir nicht signifikant. Standardabweichung
als Fehlerbalken wiedergegeben. * zeigt artifizielles Signal.

Die ermittelten Mengen an HA-BIC1 in den F3-Linien der BIC1YTox-Pflanzen im cryl/cry2-
Hintergrund waren nicht signifikant unterschiedlich. Die fiir die RNA-Sequenzierung
verwendeten und getesteten Linien BIC1%Tox 1 zeigten ein Verhiltnis von BIC1 zu Tubulin
in der F4 von 0,05 und BIC1%Tox_2 in der F4 von 0,09 (Abb. 27 D). Die zusitzlichen Linien
(beide in der F3) zeigten eine stirkere Expression. BIC1WTox 3 (cryl/cry2) zeigte ein
Verhiltnis von BIC1 zu Tubulin von 0,12 und BIC1%¥Tox 4 (cryl/cry2) von 0,16 (Abb. 31).
Die Linien BIC1Y%ox_3 (cryl/cry2) und BIC1WTox 4 (cryl/cry2) wurden nachfolgend aufihre
Homozygotie des Transgens getestet, indem die Keimlinge der F3-Generation erneut mit dem
Herbizid Basta, gegen das sie eine mittransformierte Resistenz haben sollten, behandelt wurden
(Abb. Anhang 2). Beide Linien zeigten nur eine Uberlebensrate von ca. 85%, was auf eine

mogliche Heterozygotie hinwies.
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5.4.2 Biologische Replikate zeigen hohe Varianz

Untersucht  wurden  die  transkriptionellen = Verdnderungen nach  2-stiindiger
Blaulichtbestrahlung (20 pmol/m?s). Die Linien WT (Col-0), die cryl/cry2 Doppel-Knockout-
Mutante, die BIC1-Uberexpressions Linien im Col-0-Hintergrund (BIC1%Tox 1 und 2), und
die BIC1-Uberexpressions Linien im cryl/cry2-Hintergrund (BIC1"Tox 3 und 4) wurden
untersucht. 5 d alte Keimlinge, aufgezogen in Dunkelheit, wurden entweder fiir 2 h in Blaulicht
bestrahlt oder in Dunkelheit belassen. Im Anschluss wurden die Hypokotyle und Keimblétter
der Keimlinge geerntet und in fliissigem N> weggefroren. Durchgefiihrt wurde das Experiment
mit 3 biologischen Replikaten. Die RNAs der Proben wurden aufgereinigt, deren Integritét in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Becker bestimmt und die mRNA wurde im Cologne Center
for Genomics sequenziert. In Kooperation mit Paul Klemm aus der Arbeitsgruppe Lechner
wurden die Daten bioinformatisch ausgewertet. Die relative Transkriptmenge des HA-BICI
Transgens in den transgenen Linien konnte anhand der Sequenzierungs-Daten bestimmt werden
(Abb. 32 A, B). Die Menge an Transkripten von HA-BIC1 war aufgrund des konstitutiven
UBQI10-Promoters lichtunabhéngig. AuBerdem konnte bei den Transkriptmengen von HA-
BIC1 derselbe Trend wie bei den Proteinmenge beobachtet werden. Die Menge der Transkripte
war in allen Linien vergleichbar, bis auf die Linie BIC1VTox_1, in der die Menge signifikant

niedriger war.
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Abbildung 32: Relative Transkriptmenge des heterologen HA-BIC1 wurde in allen transgenen Linien
detektiert. (A) Transkriptmenge von Keimlingen nach Blaulicht-Bestrahlung. (B) Transkriptmenge von
Keimlingen im Dunklen inkubiert. Ergebnisse entstammten der RNA-Sequenzierung. Fragment-mapping der
Transkripte erfolgte mit der Software bowtie gegen die DNA-Sequenz des Transgens. Jede Linie wurde mit 3
biologischen Replikaten getestet. Durchgefiihrte t-Tests signifikant nach Bonferroni-Korrektur bei *P < 0,008333.
Bei den t-tests wurden alle Gruppen miteinander verglichen. ns steht fiir nicht signifikant. Standardabweichung
als Fehlerbalken wiedergegeben.

Bei der Betrachtung einer generellen Transkriptom-Verdnderung wurden alle Linien
miteinander verglichen (Abb. 33 A). Alle Linien, sowohl Uberexpressions-Linien, als auch die
Kontrollen zeigten einen Einfluss von Blaulicht auf die allgemeinen Verdnderungen in der
Genexpression. So zeigten WT-Pflanzen, die im Dunkel gewachsen waren, einen Unterschied
im Transkriptom mit einer Varianz von ca. 44% im Vergleich zu WT-Pflanzen, die 2 h mit

Blaulicht bestrahlt worden waren. Ein dhnlich starker Effekt wurde tiberraschenderweise bei
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cryl/cry2-Pflanzen beobachtet. Somit kann geschlossen werden, dass dieser Effekt Blaulicht
unabhingig von Cryptochromen ist. Alle Linien schienen eine dhnliche Anderung der
Genexpression durch Blaulichtbestrahlung aufzuweisen. Auffillig war, dass die jeweils drei
biologischen Replikate einer Linie eine hohe Varianz untereinander aufzeigten. Die
beobachteten Verdnderungen im Transkriptom einiger WT-Dunkelproben dhnelten eher den
Veridnderungen in anderen Linien, als denen anderer WT-Dunkelproben. Aufgrund dieses
Problems, ergab sich eine groBe FErschwernis in der Auswertung der RNA-

Sequenzierungsdaten.

Die WT-Proben dienten als Kontrolle, sprich die transkriptionellen Verdnderungen der anderen
Linien wurden mit der Genexpression der WT-Proben verglichen. Hierzu wurden alle drei
biologischen Replikate zusammengenommen. Weil die Varianz der Proben so hoch war,
ergaben sich allerdings nur wenige signifikante Verdnderungen in der Genexpression (hoch-,

runterreguliert bei log2-foldchange > 1) (Abb. 33 B).
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Abb. 33: Analyse der RNA-Sequenzierung. (A) Variance-stabilizing transformation (vsd)- Principal component
analysis (PCA). Die berechnete Varianz der Genexpressionen zwischen RNA-Sequenzierungs-Proben und den
zugehorigen Genotypen und Lichtbedingungen sind mathematisch als PC1 und PC2 berechnet und dargestellt. In
der Berechnung beriicksichtigt wurden die 1000 am meisten variablen Gene bzw. Transkripte (HVGs). (B)
Uberblick aufgezeigter, unterschiedlich exprimierter Gene (DEG). Verglichen wurden jeweils zwei Proben
miteinander. Signifikanz eines hoch- oder runterregulierten Genes wurde bei log2-foldchange > 1 und einem
adjusted p-value von 0,05 angesetzt. Stark regulierte Gene wurden bei einem log2-foldchange > 3 dargestellt.
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Nicht signifikante Genexpression (log2-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 grofte Anderung der Genexpression war durch Blaulicht-Bestrahlung
ausgelost, exemplarisch zu sehen bei WT-Pflanzen gewachsen in Dunkelheit oder fiir 2 Stunden
mit Blaulicht bestrahlt. Hier wurden 1705 Gene identifiziert, die Blaulicht-abhédngig
hochreguliert wurden, wovon 186 davon stark hochreguliert wurden (log2-foldchange > 1,
oder > 3). Weiterhin wurden 1067 Gene Blaulicht-abhéngig runterreguliert, davon 93 stark. Um
den Effekt der Cryptochrome zu studieren, wurden cryl/cry2-Pflanzen mit WT-Pflanzen
verglichen, die beide mit Blaulicht bestrahlt worden waren. Es wurde davon ausgegangen, dass
cryl/cry2-Pflanzen, die unter Blaulicht inkubiert wurden, ein vergleichbares Transkriptom
hitten wie WT-Pflanzen, die in Dunkelheit aufgewachsen waren. Jedoch zeigte der Vergleich
von cryl/cry2-Pflanzen und WT-Pflanzen inkubiert unter Blaulicht Unterschiede in cryl/cry2-
Pflanzen in nur 30 Genen, die im Blaulicht hochreguliert und in 79 Genen, die im Blaulicht
reprimiert waren. Somit wurde kein grofer Unterschied in der Blaulicht-Lichtregulation

zwischen Wildtyp und cryl/cry2 Mutante gefunden.

Das Gleiche trifft auf alle BIC1-Uberexpressions Linien zu, sowohl im Col-0-Hintergrund, als
auch im cryl/cry2-Hintergrund. Beide BIC1YTox-Linien im cryl/cry2-Hintergrund verglichen
mit WT-Pflanzen und cryl/cry2-Pflanzen, die unter Blaulicht inkubiert worden waren, zeigten
nur marginale Verinderungen, sodass kein deutlicher Effekt durch BIC1 Uberexpression
erkennbar war. Bei BIC1WTox 4 (cryl/cry2) waren ca. 50 Gene hochreguliert und knapp 100
Gene runterreguliert. Unter Blaulichtbedingungen wurden bei den cryl/cry2-Pflanzen 30 Gene
hochreguliert und 79 runterreguliert. Bei einem Vergleich von beiden BIC1 % ox-Linien (Col-
0-Hintergrund) mit WT-Pflanzen identifizierte man maximal 11 Gene die Blaulicht-abhéngig

hochreguliert wurden und 25 Gene, die herunterreguliert wurden.
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5.5 Photobodies von Cryptochrom 1 und Inhibierung durch BIC1

Trotz hoher struktureller Ahnlichkeiten und iiberschneidenden Funktionen der A. thaliana
Cryptochrome 1 und 2 waren bisher sogenannte photobodies nur bei cry2 beobachtet worden
(Ahmad et al., 1998; Wang et al., 2016). In jlingster Zeit wurden cryl photobodies beschrieben
(Liu et al., 2022), waren aber zu Beginn dieser Arbeit unbekannt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Frage adressiert, ob unter Lichteinfluss cryl photobodies entstehen, oder diese

spezifisch fiir cry2 sind.

5.5.1 Intrazellulidre Lokalisation von Cryptochrom 1 und 2

Vorldufige Untersuchungen von in N. benthamiana transient exprimierten cryl- und cry2-GFP
(beide Proteine als Volllangen-Konstrukte in Plasmid pUGT]1 Dest.) zeigten, dass cryl-GFP
unter den gewéhlten Lichtbedingungen (Anregung mit Laser bei 488 nm) und ohne zusitzlicher
Vorbestrahlung bis auf die Anzucht der Pflanzen im Langtag (ca. 130 pmol/m?s 16 h Licht, 8 h
Dunkel, tagsiiber 24,5 °C und nachts 19,5 °C, Luftfeuchtigkeit 50%), keine photobodies zeigte
(Abb. 34 A). Die Aufnahmen wurden direkt aufgenommen, d.h. 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 (KLSM-SP2). Die
Aufnahme von cryl-GFP ist eine OrthSereoMax Projektion aus 20 Einzelbildern. Die Aufnahme von cry2-GFP
ist eine Einzelaufnahme. Das RFP mCherryNLS wurde co-exprimiert, um als Kontrollprotein die mogliche
Lokalisation der GFP-Fusionen im Zellkern nachweisen zu konnen (rechte Reihe). Die Blattproben wurden
N. benthamiana Pflanzen, die unter Langtagbedingungen in der Anzuchtkammer angezogen worden waren, direkt
entnommen. Die Proben wurden ohne weitere Behandlung direkt unter dem KLSM-SP2 gemessen. Dabei wurde
mit 488 nm das GFP angeregt und die Emission bei 505-515 nm gemessen (griiner Kanal) und RFP bei 543 nm
angeregt und Emission bei 600-625 nm gemessen (roter Kanal). Die genauen Intensitéten der verschiedenen Laser
eines zwischenzeitlich ausgedienten KLSM (SP2) lassen sich nicht mehr genau ermitteln. Unter diesen
Bedingungen wurden nur bei cry2-GFP photobodies beobachtet, bei cryl-GFP hingegen nicht. (B) Vereinfachtes
Schema der Proteinstruktur von cryl und cry2. In Grau von den Softwares Alphafold-disorder iiber MobiDB
ermittelte intrinsisch, ungeordnete Regionen oder auch IDRs (Piovesan et al., 2022).

123



Das cryl-GFP Signal war deutlich im Zellkern zu erkennen, in dem das Signal stark
akkumuliert, aber auch im Cytosol. mCherryNLS wurde mit den cry-GFP Konstrukten co-
exprimiert, um als Kontrollprotein die mogliche Lokalisation der cry-GFP Fusionen im
Zellkern nachweisen zu  konnen. cry2-GFP, welches eine klar  definierte
Kernlokalisationssequenz besitzt (Kleiner et al., 1999), wurde ausschlieBlich im Zellkern
lokalisiert. cry2 bildete bereits nach kurzer Zeit wihrend der Bestrahlung mit 488 nm Laserlicht
unter dem Mikroskop kleine, punktierte GFP-Signale im Zellkern. Diese sogenannten
photobodies von cry2 entstanden schnell nach moderater Blaulichtbestrahlung und
verschwanden nach wenigen Minuten vollstdndig (nicht gezeigt). Anhand von Berechnungen
durch MobiDB wurden sowohl bei cryl, als auch bei cry2 intrinsisch, ungeordnete Regionen
(IDRs) ermittelt (Abb. 34 B). cryl hat sowohl am N- als auch am C-Terminus IDRs. In der
Literatur gibt es Hinweise darauf, dass IDRs eine wichtige Rolle in der Ausbildung von
photobodies haben (Billault-Chaumartin ef al., 2022). Proteine mit IDRs zeigen eine hohere
Bereitschaft mehrwertige, schwach haftende, intermolekulare Interaktionen iiber diese
einzugehen (Banani et al., 2017). Da beide Cryptochrome IDRs unter anderem am regulatorisch
wichtigen C-Terminus besitzen, kann vermutet werden, dass nicht nur cry2 photobodies bildet,

sondern auch cryl.

5.5.2 cryl bildet photobodies unter starken Lichtbedingungen

Es gibt zahlreiche Befunde, dass cry2 bereits durch schwaches Blaulicht angeregt und aktiviert
wird (Lin ef al., 1998). Im Vergleich zu cry?2 ist cryl bei hoheren Photonen-Fluenzraten aktiv
und wird nur unter Starklicht und dann auch nur teilweise degradiert (Miao et al., 2022).
Deshalb wurde in folgenden KLSM-Ansitzen versucht, cryl photobodies zu erzeugen, indem
stirkeres Licht iiber eine ldngere Zeitdauer auf die Blattprobe eingestrahlt wurde (fiir
Vorversuche siche Abb. Anhang 4). Dies wurde durch Bestrahlung mit dem Laser im KLSM
(SP5) erreicht. Hierfiir wurden von den cryl-GFP transient exprimierenden Pflanzen
Blattproben prépariert. Diese wurden tagsiiber aus Langtagbedingungen entnommen und in
folgenden Experimenten bis zu 15 Minuten lang mit starkerer Intensitét und unterschiedlichen
Wellenlédngen bestrahlt als bei vorherigen Ansitzen (siehe Kapitel 3.8.3). Hierbei wurden neben
dem 488 nm Laser auch ein UV-Laser 405 nm, ein 458 nm und 633 nm Laser dazugeschaltet.
Die meisten Laser wurden so ausgewdhlt, dass sie im Bereich der Absorption von FAD liegen

(Schwinn et al., 2020).
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Die Entstehung von cryl photobodies konnte unter diesen Bedingungen bereits nach
10 Minuten beobachtet werden (Abb. 35 A). Zu sehen waren deutliche Akkumulationen von
GFP-Signal im Zellkern einhergehend mit einer partiellen Abnahme des Signals in anderen
Bereichen des Zellkerns. Da man in diesen Aufnahmen den Nucleolus deutlich erkennen
konnte, konnte man sicher davon ausgehen, dass es sich um den Zellkern handelte, in dem die
Entstehung der photobodies beobachtet werden konnte. Zusétzlich war auffallig, dass partiell
kleine Punkte im Cytosol nach 10 Minuten Laserbestrahlung auftauchten. Somit deutete dies
darauf hin, dass cryl auch im Cytosol photobodies bildete. Ob es sich im Zellkern und Cytosol

um die gleichen Strukturen handelte, blieb aber bislang unbeantwortet.
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Abb. 35: Entstehung von cryl photobodies nach starker Laserbestrahlung. (A) Blattproben von cryl-GFP
transient iiberexprimiert in N. benthamiana unter einem KLSM (SP5). Blattproben wurden direkt von der Pflanze
prépariert, nachdem diese aus der Anzuchtkammer unter Langtag-Belichtung entnommen wurden. Aufnahmen
wurden nach verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der Bestrahlung gemacht. Die Bestrahlung erfolgte 15 Minuten
lang durchgehend auf dem Objekttrager unter dem Mikroskop (Bestrahlung und GFP-Anregung bei 405, 458, 488
und 633 nm und GFP-Emission Messung bei 500-550 nm). (B) Nach 15 Minuten Bestrahlung der Proben aus (A)
und 90-miniitiger Inkubation im Dunklen bei RT wurde erneut ein Bild aufgenommen, um die Stabilitit der
photobodies zu untersuchen. Nach der Inkubation im Dunkeln waren die photobodies vor allem im Cytoplasma
deutlich starker und zahlreicher.
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Zur Untersuchung der Stabilitdt der beobachteten photobodies wurde die Blattprobe nach 15-
miniitiger Bestrahlung mit starkem Laserlicht auf dem selbigen Objekttriger 90 Minuten in eine
dunkle Box bei Raumtemperatur gelegt. Danach sah man immer noch die vorher gebildeten
photobodies (Abb. 35 B). Auffillig war, dass die photobodies bzw. die GFP-Signale vor allem

im Cytoplasma zahlreicher und starker waren. Das Signal im Zellkern wirkte gleichbleibend.

Um sicher zu gehen, dass es sich bei den beobachteten Signalen um spezifische Eigenschaften
von cryl-GFP handelte und nicht um die von GFP, wurden Kontrollen gemacht. Zum einen
wurde GFP alleine, also nicht mit cry1 als Fusionsprotein, unter den gleichen Lichtbedingungen
getestet (pUBN-GFP). Hier konnte ausgeschlossen werden, dass die photobody Entstehung ein
Merkmal von GFP war (Abb. 36). Selbst nach 15 Minuten Bestrahlung konnten keine
photobodies gefunden werden, sodass man von einer spezifischen Eigenschaft des cryl-GFP

Fusionsproteins ausgehen konnte.

GFP

0 min 15 min

Abb. 36: GFP ohne Fusionsprotein erzeugt unter gewiihlten Bedingungen keine photobodies. In der oberen
Reihe wurden GFP-Signale nach 0 und 15 Minuten Bestrahlung aufgenommen (Bestrahlung und GFP-Anregung
bei 405, 458, 488 und 633 nm und GFP-Emission Messung bei 500-550 nm). In der unteren Reihe probte man
eine Blattprobe ohne Expression eines Transgens (nt) unter selbigen Bedingungen. Sichtbares Signal deutete auf
Autofluoreszenz hin, hauptsédchlich durch Chlorophyll.
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Ebenso wurde eine Blattprobe von N. benthamiana ohne Transgen unter den gleichen
Bedingungen untersucht. Hier sollte ausgeschlossen werden, dass unter den gewihlten,
detektierten Emissionen (500-550 nm) keine Autofluoreszenz z.B. von Chlorophyllen ein
falsch-positives Ergebnis erzeugten (Donaldson, 2020). Selbst nach 15-miniitiger Inkubation
unter den KLSM-Lasern konnten keine Signale detektiert werden. Somit kommen die
beobachteten photobodies spezifisch von dem cry1-GFP Fusionsprotein in Verbindung mit den

gewihlten Lichtbedingungen.

5.5.3 Einfluss der Position des GFP-tags im cryl-GFP Konstrukt

Zusitzlich wurde untersucht, ob die Position des GFP-fags am N-Terminus oder C-Terminus
von cryl einen Einfluss auf die Entstehung der cryl photobodies hat. Deshalb wurden cryl-
Konstrukte sowohl mit N- (pUGT2 Dest.) als auch mit C-terminal (pUGT1 Dest.) getagtem
GFP transient exprimiert und untersucht (Abb. 37).

cryl-GFP

GFP-cryl

0 min 10 min 15 min

Abb. 37: Die Orientierung des GFP-tags beeinflusst die photobody Entstehung von cryl. Die Proben wurden
unter gleichen Bedingungen untersucht (Bestrahlung und GFP-Anregung bei 405, 458, 488 und 633 nm und GFP-
Emission Messung bei 500-550 nm). Aufnahmen wurden nach verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der
Bestrahlung genommen. Die Bestrahlung erfolgte 15 Minuten lang durchgehend auf dem Objekttriger unter dem
Mikroskop.
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Beide Fusionsproteine zeigten eine dhnliche Kinetik der photobody Entstehung, jedoch wurde
sich in allen weiterten Experimenten fiir das C-terminal getagte cryl-GFP entschieden, weil
das Signal des Fusionsproteins GFP-cryl (N-terminales 7ag) in einigen Proben Aggregate im
Zellkern und keine punktuellen photobodies zeigte. Ebenso blieben bei GFP-cryl die

photobody-ahnlichen Strukturen im Cytoplasma aus.

5.5.4 BIC1I%VT und BIC13¢A inhibieren die Entstehung der cryl photobodies

In den folgenden Arbeiten wurde die Frage adressiert, ob BIC1 in der Lage ist, die Entstehung
der cryl photobodies zu inhibieren. Bei einer transienten Co-Expression von cryl-GFP
(pUGT1 Dest.) und BICIVT-RFP (pUBC-RFP-Dest) Fusionsproteinen in N. benthamiana
konnte gezeigt werden, dass unter den starken Lichtbedingungen, in denen zuvor cryl-GFP

photobodies beobachtet wurden, keine photobodies mehr entstanden (Abb. 38 A).
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Abb. 38: Inhibierung von cry1-GFP photobodies durch Co-Expression mit BIC1VT-RFP und BIC13¢A-RFP.
cry1-GFP wurde entweder mit BIC1WT-RFP (A) oder BIC13“A-RFP (B) co-exprimiert. Aufnahmen erfolgten nach
0, 10 und 15 min Bestrahlung (405, 458, 488 und 633 nm). cry1-GFP wurde im griinen GFP-Kanal detektiert (500-
550 nm) und BIC1WT-RFP und BIC13“A-RFP im roten RFP-Kanal (RFP-Anregung bei 561 nm und Emission bei
580-600 nm).
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Selbst nach 15-miniitiger Bestrahlung wurden keine cryl-GFP photobodies beobachtet.
Zusitzlich erkannte man, dass BICI™! und cryl zusammen im Zellkern und im Cytosol der
Pflanzenzelle lokalisiert waren, was essentiell fiir eine direkte Bindung bzw. Inhibierung wire.

IWT

Hier konnte somit von einer direkten Wirkung von BIC auf cryl ausgegangen werden,

welche letztendlich die lichtinduzierte Entstehung von cry1-GFP photobodies verhinderte.

Ebenso wurde die Dreifach-Cystein Mutante BIC1’“A-RFP mit cryl-GFP co-exprimiert
(Abb. 38 B). Hier sollte untersucht werden, ob die Austausche der Cysteine einen Einfluss auf
die cryl photobody Inhibierung haben. Selbst nach 15-miniitiger Bestrahlung mit starkem
Laserlicht entstanden keine cryl photobodies bei Co-Expression von BIC13“A-RFP.

5.5.5 Die hyperaktive Mutante cryI“°’F bildet keine photobodies

Die hyperaktive Mutante cryl*™’F-GFP (pUGT1 Dest.) wurde unter selbigen
Lichtbedingungen getestet. Untersucht werden sollte, ob diese cryl Mutante, welche schneller
und effizienter als Wildtyp cryl in vitro den FAD photoreduziert und biologisch aktiver ist
(Exner et al., 2010; Araguirang et al., 2020), auch schneller als Wildtyp cryl photobodies
bilden kann. Dies wére ein Hinweis darauf, dass die photobodies direkt mit der biologischen
Aktivitdt von cryl im Zusammenhang stehen wiirden bzw. fiir diese erforderlich sind. Anders
als vermutet, wurden jedoch gar keine photobodies von cryl™**"F-GFP beobachtet, weder als
die Blattprobe direkt aus der Anzuchtkammer (siehe 3.1.2) entnommen wurde, noch nach 15-

miniitiger starker Laserbestrahlung (Abb. 39).

cry14497F-GFp

0 min 10 min 15 min

Abb. 39: cryI™™*.GFP Mutante zeigt nach Bestrahlung mit starkem Laserlicht keine photobodies.
Blattproben von cryI“97F-GFP transient {iberexprimiert in N. benthamiana unter einem KLSM (SP5). Blattproben
wurden direkt von der Pflanze pripariert, nachdem diese aus einer Anzuchtkammer mit Langtag-Belichtung
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entnommen wurden. Aufnahmen wurden nach verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Bestrahlung genommen.
Die Bestrahlung (Bestrahlung und GFP-Anregung bei 405, 458, 488 und 633 nm und GFP-Emission Messung bei
500-550 nm) erfolgte 15 Minuten lang durchgehend auf dem Objekttrager unter dem Mikroskop.

Anhand der KLSM-Aufnahmen war zu erkennen, dass cryl“F

ebenso wie der Wildtyp
sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert war (Zellkern erkennbar durch
Nucleolus). Das GFP-Signal im Zellkern unterschied sich nach 15-miniitiger Bestrahlung nicht
von der Aufnahme zum Bestrahlungsbeginn. Ein erkennbarer Unterschied der GFP-Signale im
Vergleich zum WT cryl-GFP war allerdings, dass die Intensitét des GFP-Signals im Cytosol
(nahe der Plasmamembran) variierte und nicht homogen vorlag. In wenigen Versuchen konnten
Aggregat-dhnliche Strukturen nach noch stirkerer Bestrahlung gefunden werden (nicht
gezeigt). Somit ist davon auszugehen, dass eine Photoreduktion des Kofaktors Flavin nicht die

einzige Voraussetzung fiir die Entstehung von cryl photobodies ist und diese Strukturen nicht

direkt mit der biologischen Aktivitdt von cryl korrelieren.

5.5.6 Die hyperaktive Mutante cryI™*""" ist unter starkem Blaulicht dhnlich stabil wie

WT cryl

Nicht bekannt ist, ob die cryl-GFP photobodies Orte des Abbaus von cryl sind und ob der
Prozess der photobody Entstehung reversibel ist. Daher wurde die Stabilitdt von cryl und der

] L407F

hyperaktiven Mutante cry unter Blaulichtbestrahlung tiberpriift.

Insbesondere sollte iiberpriift werden, ob die cry/™"" Mutante unter starkem Blaulicht
(100 umol/m?s, bis zu 8 h) stabiler ist bzw. weniger schnell degradiert wird als WT cryl. Da
die hyperaktive Mutante, anders als der WT, unter denselben Bedingungen keine photobodies
bildete, war davon auszugehen, dass cry/™°"F auch stabiler unter starkem Blaulicht ist, falls
photobodies der Ort des Abbaus von cryl wiren. Es wurden Wildtyp cryl und cryl™F
vergleichend und parallel untersucht. Es wurden Keimlinge, die entweder WT cryl oder

107 exprimieren auf Whatman-Filterpapier ausgesit und unter angegebenem Blaulicht

cry
angezogen. Danach wurden die Keimlinge geerntet und der Gesamtproteinextrakt iiber Western
Blot analysiert. Dabei wurde geschaut, ob es qualitative Unterschiede in den Proteinmengen
beider Cryptochrom-Varianten zwischen schwacher Blaulichtbestrahlung (10 pmol/m?s),
vergleichbar mit moderater Laserbestrahlung, wund starker Blaulichtbestrahlung
(100 pmol/m?s), vergleichbar mit photobody-induzierenden Lichtbedingungen, gibt (Liu et
al.,2022; Miao et al., 2022). Unter moderaten Blaulichtbedingungen war zu erkennen, dass
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beide Proteine liber eine Zeitdauer von 8 Stunden sehr stabil waren (Abb. 40 A). Nur WT cryl
zeigte nach 8 Stunden eine leicht schwéchere Bande, welche auf beginnende Degradation des
Proteins zuriickzufiihren sein konnte. Ebenso zeigten beide Proteine bereits nach 10 Minuten
eine schwache Bande oberhalb der cryl Bande, welche auf lichtinduzierte Phosphorylierung
der Cryptochrome hinwies (Shalitin et al., 2003). Als Negativkontrolle wurde eine Doppel-
Knockout-Mutante cryl/cry2 getestet.

Die Degradation und Abbau beider Protein-Varianten erfolgten unter starkem Blaulicht
deutlich schneller (Abb. 40 B). Bereits nach 10 Minuten konnte man eine Abnahme der
Intensitédt der Bande bei 75 kDa (Cryptochrom 1) erkennen. Gleichermaflen sah man die nach
oben verschobenen Banden mit phosphoryliertem cryl, die ebenfalls nach bereits 10 Minuten
zu erkennen war. Zu beachten war, dass die Gesamtproteinmenge von den WT-Proben und den
cryI™ Proben leicht unterschiedlich waren und somit die Proben innerhalb des eigenen
Genotyps vergleichbar waren, nicht aber zwischen WT und cry /""", Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass es keinen deutlichen Unterschied in der Stabilitdt von WT cryl und

crpIYTF oab,.
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Abb. 40: cryl und cryI™"F sind dhnlich stabil unter verschiedenen Blaulicht-Intensititen. (A) Western Blot
von Gesamtproteinextrakten aus A. thaliana Keimlingen mit den Protein-Varianten WT cryl, cryI"7F oder der
Doppel-Knockout-Mutante cryl/cry2. Anzucht fiir 3 Tage im Dunkeln, danach bei 10 pmol/m?s Blaulicht fiir die
Zeitpunkte 0, 10 Minuten und 1, 8 Stunden. Detektion von cryl mit polyklonalem Antikorper (siche Abb.
Anhang 5). Detektierte Grofle von cryl bei ca. 75 kDa. Geladene Menge des Gesamtextraktes betrug 25 ug bei
WT und cry/™7F und 17 pg bei der Negativkontrolle. (B) Western Blot von Gesamtproteinextrakten von 4.
thaliana Keimlingen, welche bei 100 pmol/m?s Blaulicht angezogen wurden. Gleiche Durchfiihrung wie bei (A).
Geladene Menge des Gesamtextraktes betrug bei den WT-Proben 25 pg und bei cry 197 und bei cryl/cry2 27 pg.
Geerntet wurden n > 20 Keimlinge pro Zeitpunkt. Blaulicht-Intensitit wurde bei 474 nm bestimmt.

Somit hat die ausbleibende Bildung von photobodies bei cry1“*°’F keinen Einfluss auf dessen

Abbau im starken Blaulicht. Photobodies sind somit keine Voraussetzung fiir den Abbau von

cryl.
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6 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, das Verstidndnis liber die Aktivierung und Deaktivierung von
pflanzlichen Cryptochromen zu verbessern. Hierbei wurde sich hauptsachlich auf die
Inhibierung von cryl und cry2 durch BIC1 fokussiert. Analysiert wurden die entsprechenden
Proteine von 4. thaliana. Bereits in der ersten Arbeit zur Entdeckung von BICs wurde gezeigt,
dass BIC1 und BIC2 aus A. thaliana spezifisch Cryptochrome inhibieren (Wang et al., 2016).
Einige dieser inhibitorischen Wirkungsweisen wurden in dieser Arbeit bestdtigt. Fiir die hier
beschriebenen  Ergebnisse = wurden  unterschiedlichste  proteinbiologische  und

pflanzenphysiologische Methoden verwendet.

Zusétzlich wurden in dieser Arbeit die Untersuchungen hinsichtlich der Bindung von Hédm an
BIC1 in vitro fortgefiihrt. Erste Beobachtungen hierzu und einer Peroxidaseaktivitit von BIC1
wurden bereits gezeigt (Nils Niemann, Dissertation Philipps-Universitit Marburg, 2021).

Die erst kiirzlich beschriebene Entstehung von cryl photobodies (Liu et al., 2022) konnte in
dieser Arbeit bestitigt werden. Die Bedingungen unter denen cry1 diese Strukturen bildet, sind
ein weiteres Puzzleteil zum weiteren Verstidndnis der Wirkung von starkem Blaulicht auf diesen

Blaulichtrezeptor.

6.1 BIC1 zeigt spezifische Him-Bindung ohne spezifische Peroxidaseaktivitiit
6.1.1 Die BIC13A Mutante zeigt keine spezifische Him-Bindung

In E. coli exprimiertes BICIVT bindet kovalent einen Him-Kofaktor. Dies wurde mittels
Massenspektrometrie nachgewiesen (Nils Niemann, Dissertation Philipps-Universitit
Marburg, 2021). Dabei bindet das C99 ein Him c. Zur weiteren Klarung dieser Beobachtung
wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene BIC1-Proteinvarianten hergestellt. Hierbei
wurden alle drei Cysteine in BIC1 (alle befinden sich in dem konservierten Bereich der CID)
zu Alaninen ausgetauscht. Es war zu vermuten, dass BIC1°“* Him ¢ nicht mehr kovalent

binden sollte.

Sowohl BICIWT, als auch BIC13“* wurden heterolog in E. coli exprimiert, um nachfolgend den
Ham-Gehalt und mehrere enzymatische Tests auf Peroxidaseaktivitit durchzufiihren. Bekannt
ist, dass E. coli Him nur in geringen Mengen produziert und somit ein in E. coli heterolog

exprimiertes Protein auch nicht vollstdndig mit Him besetzt sein sollte (Chouchane ef al., 2000;
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Varnado und Goodwin, 2004; Fiege et al., 2018). Um diesem Umstand entgegenzuwirken,
wurden die Bakterien-Kulturen mit Aminoldvulinsdure als Vorstufe des Héms in der
Porphyrinsynthese und Eisensulfat versetzt. In der Literatur wurden viele erfolgreiche
Untersuchungen an in E. coli exprimierten Him-Proteinen durchgefiihrt (Beck von Bodman et
al., 1986; Ghosh et al., 2005). Die Aufreinigung beider mit His-tag versehenen BIC1 Protein-
Varianten iiber Affinitidtschromatographie zeigte, dass genug ldsliches Protein aufgereinigt
werden konnte. Die Analyse der aufgereinigten Proteine zeigte eine ausreichende Reinheit der
Proteine fiir nachfolgende Protein-Assays. Nach der Aufreinigung von BIC1VT wurde dessen
Anwesenheit mittels Massenspektrometrie nachgewiesen und Proteinkontaminationen wurden
ebenfalls analysiert. Mittels Massenspektrometrie konnten die Chaperone GroEL und DnaK
nachgewiesen werden, die mit BICIWYT co-aufgereinigt wurden. Dies deutete auf eine
moglicherweise unvollstindige Faltung der Proteine hin, was erwartbar wire, weil BIC1 zu
einem Grofiteil aus ungeordneten Bereichen besteht. Bei der Analyse von Proteinen die
zusammen mit BIC1 aufgereinigt wurden, war zusétzlich auffillig, dass Fur, ein Protein zur
Regulation der Eisenaufnahme, prominent vertreten war, besonders bei BIC1WT. Fur vermittelt
eine eisenabhédngige Regulation der Genexpression und somit auch die Biosynthese von Himen
(Hamza et al., 2000; Benov und Sequeira, 2013). Das prominente Auftauchen von Fur deutet
auf vermehrte Eisenaufnahme hin und es ist in der Lage, freies Eisen zu binden. Da sédmtliche
Expressionen und Aufreinigungen unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurden, wurden
geringe Proteinkontaminationen bei spéteren Protein-Assays nicht als problematisch erachtet.
Eine mdgliche verdnderte Zusammensetzung der Proteinkontaminationen aufgrund

verschiedener BIC1-Varianten kann weder ausgeschlossen noch bestitigt werden.

Bei der anschlieBenden Analyse auf einem SDS-Gel der aufgereinigten BIC1-Varianten wurde

IWT neben einer Monomer Bande bei

beobachtet, dass trotz Hitze-Denaturierung BIC
ca. 25 kDa auch eine Dimer Bande und weitere Oligomere aufwies. Erst durch die Zugabe von
Reduktionsmitteln wurde primér die monomere Form erhalten. Die Analyse von BIC13“A zeigte
ein Ausbleiben dieser oligomeren Strukturen auf dem SDS-Gel. Die Austausche der Cysteine
und die Verhinderung der Oligomerisierung von BICIWT durch Reduktionsmittel zeigten
deutlich, dass BICI1 intermolekulare Disulfidbriicken ausbildete. Diese konnten durch
Aussetzung von Oxidationsmitteln in E. coli als Nebenprodukt entstanden sein

(Berkmen, 2012). Dies hingt von der Lokalisation von BIC1 ab und dem Milieu der jeweiligen

Kompartimente in dem diese lokalisiert sind.
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Die UV/VIS-Spektren von BIC1WT und BIC13“* deuteten immer noch auf eine Affinitit von
BICI*“A zu Him hin. Erwartet worden war ein volliges Ausbleiben eines typischen
Absorptionsspektrums von Him bzw. eine andere Absorption nach Zugabe von Hiamin bei
BIC13“* im Vergleich zu BICI™T vor allem im 500-700 nm Bereich (Butt und Keilin, 1962;
Owens et al., 2012). Es konnte aber nur ein minimaler Shift des Absorptionsmaximums von
411 nm bei BIC1VT zu 408 nm bei BIC13¢* detektiert werden. Dieser Shift konnte aufgrund
von geringfligig unterschiedlichen Imidazol-Konzentrationen in den Eluat-Losungen zustande
kommen, da Imidazol das Hidm chelatieren kann (Lal et al., 2018) und auch das
Absorptionsverhalten  beeinflussen  kann, oder aufgrund von unterschiedlichen
Wechselwirkungen zwischen BIC1%T und BIC13“A mit Him. Mutationen, die zu einem Verlust
der Him-Bindung flihren, resultieren hauptséchlich in einer verinderten Absorption im Bereich
der Q-Banden (ca. 500-700 nm). Eine immer noch vorhandene Soret-Bande (ca. 400 nm), oder
sogar eine hohere Intensitdt dieser, konnte auf eine schwache oder unspezifische Bindung
hinweisen (Owens et al., 2012). Die Mutante BIC13“* zeigte im Bereich 500-700 nm keine
Absorption. Dies konnte darauf hinweisen, dass keine spezifische, kovalente Bindung von Him
an diese Mutante mehr besteht. BIC13“? zeigte generell weniger Him nach der Aufreinigung
und damit geringere Affinitét zu Ham als BICIVT. Einen Unterschied in den UV-VIS-Spektren
von BICIVT und BIC1°““ nach Zugabe von Himin war nicht zu erkennen. Die beobachteten
Veranderungen der UV/VIS-Spektren nach Zugabe von Hamin konnten durch eine artifizielle
Interaktion des His-fags mit Himin erkldrt werden. So konnte bei bakteriellen, Him-bindenden
Proteinen gezeigt werden, dass ein His-fag eine artifizielle Him-Bindung eingehen kann und

fiir ein verdandertes Absorptionsverhalten sorgen kann (Owens ef al., 2012).

BIC1WT zeigte nach Quantifizierung des Him-Gehalts einen Besetzungsgrad von 1,8%. Dieser
geringe Wert ldsst sich durch die geringe Konzentration an verfiigbarem Hidm in E. coli
erkliren. Eine schnelle und starke Expression des BIC1 Proteins bei gleichzeitig geringer Him
Konzentration konnte somit zusammen den schlechten Besetzungsrad erklaren. In der Literatur
wurden solche Probleme durch langsamere Expression oder Supplementation entgegengewirkt
(Jung et al., 2001; Varnado und Goodwin, 2004). Entsprechend wurde davon ausgegangen,
dass die Zugabe von 5-Aminoldvulinsdure und Eisensulfat fiir einen guten Besetzungsgrad von
BICIVT sorgen konnte (Woodard und Dailey, 1995). Dies hat sich aber nicht bestitigt. Die
Mutante BIC13“* zeigte nur einen Besetzungsgrad von 0,2% mit Him und somit ungefihr 10-

fach weniger als der Wildtyp. Zusammen mit den Beobachtungen eines Ausbleibens der
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charakteristischen Him-Banden im Bereich 500-700 nm kann man davon ausgehen, dass

BIC13“* nicht mehr in der Lage ist, spezifisch Him zu binden.

Sowohl BIC1, als auch BIC2 aus A. thaliana besitzen eine in allen BICs konservierte
Cryptochrom-interagierende Doméne (CID) (Ma et al., 2020b). BIC2 besitzt nicht wie BICI
drei Cysteine innerhalb der CID, sondern nur ein nicht konserviertes Cystein in der Néhe des
N-Terminus und ein Cystein am C-Terminus. Beide Cysteine sind dabei an anderen Positionen
wie bei BIC1. In der publizierten Co-Kristallstruktur von cry2 (PHR) und BIC2 (CID) kann
eine Bindung beider Proteine liber die CID beobachtet werden (Ma et al., 2020b). Dies deutet
auf eine moglicherweise wichtige Bedeutung der Cysteine fiir die Funktion von BIC1 hin. Fiir
eine Him ¢ Bindung sind wenige, dafiir spezifische Aminoséduresequenzen bekannt. So bindet
das Protein Cytochrom C meist iiber zwei Thioether-Bindungen iiber das Aminosiduremotiv
CXXCH Hém ¢ (Kranz et al., 2009). Dass sich keines der klassischen Him-Bindemotive bei
BICI™T finden lisst, deutet eher auf eine artifizielle Him Bindung iiber diese Cysteine hin.
Auch eine Bindung eines Him-Molekiils iiber zwei BIC1-Proteine ist sehr unwahrscheinlich,
weil nach Zugabe von Reduktionsmittel nur ein Monomer auf einem SDS-Gel beobachtbar war.
Eine Thioether-Bindung, zwischen Cysteinen und der Vinyl-Gruppe des Hams, lie3e sich nicht
so leicht durch Reduktion aufbrechen, wie beispielsweise eine Disulfidbriicke zwischen zwei
Cysteinen (Heras et al., 2007). Die berechnete Struktur von AlphaFold zeigte, dass BIC1WT zu
grof3en Teilen unstrukturiert ist. Moglich wére eine Umstrukturierung von BIC1 nach Bindung
von Hém c. In vitro wurde beobachtet, dass einige Proteine die Him ¢ binden, sich meist erst
nach Ligation des Kofaktors korrekt falten oder erst wenn der Kofaktor einen spezifischen

Redoxzustand eingenommen hat (Tezcan ef al., 1998; Barker und Ferguson, 1999).

Um zu kldren, ob BIC1 auch im homologen System, also in der Pflanze, Him bindet, wurde
BIC1-GFP transient in N. benthamiana exprimiert. Nach Aufreinigung liber Nano-Beads
wurden ausreichende Mengen von BIC1-GFP erhalten und massenspektrometrisch analysiert
(Fachbereich Chemie, Philipps-Universitit Marburg). Die Identitit von BIC1-GFP konnte
durch SDS-PAGE Auftrennung und zusétzlich iiber die Massenspektrometrie bestatigt werden.
Bei der Massenspektrometrie wurde an einem Peptid eine zusitzliche Masse von 616 g/mol
detektiert. Diese zusdtzliche Masse stimmte mit der Masse von nicht kovalentem Ham-b
{iberein. Uberraschend war, dass dieses Him kovalent an H13 gebunden gefunden wurde und
nicht als Hdm ¢ an C99 wie in Vorarbeiten an dem in E. coli produziertem BIC1 (Nils Niemann,
Dissertation Philipps-Universitdt Marburg, 2021). Wéhrend der Massenspektrometrie werden
die Proteine reduziert, alkyliert und mit Trypsin verdaut, sodass nur kovalent verkniipfte
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Kofaktoren tiberhaupt detektierbar sein sollten. Somit kann ein nicht kovalent verkniipftes Him
ausgeschlossen werden und angenommen werden, dass die Masse von 616 g/mol zu einem iiber
Histidin kovalent verkniipften Him passt (Rice et al., 2014). Somit ldsst sich sagen, dass in
N. benthamiana Pflanzen exprimiertes BIC1 ein Him an H13 gebunden hat. Der Umstand, dass
an C99 kein Hiam ¢ gefunden wurde, bedeutet nicht, dass in Pflanzen exprimiertes BIC1 an
dieser Position kein Him gebunden hat, weil es nicht moglich ist, mit Massenspektrometrie

einen negativen Nachweis zu erbringen.

Das H13 von BIC1WT scheint nur in BIC1 Proteinen der Brassicales strikt konserviert zu sein.
Dass sich eine Aminosédure, die fiir Him-Bindung und enzymatischer Funktion als Peroxidase
wichtig ist, nur in der Ordnung der Brassicales evolviert hat, ist sehr unwahrscheinlich, aber
nicht génzlich auszuschlieBen. H13 befindet sich am nicht strukturierten N-Terminus mit bisher
unbekannter Funktion. Eine kovalente Bindung von Him an einem Histidin ist dazu noch recht
selten und konnte bisher nur bei einigen Proteinen beobachtet werden. Darunter lassen sich
jedoch keine Peroxidasen finden. So gibt es Chaperone in E. coli (CcmE), die Him kovalent an
Histidin binden und dieses zu Cytochromen transportieren (Enggist et al., 2003). Die Bindung
verlauft dhnlich wie bei Ham c iiber die Ethenylgruppe von Him und einem Stickstoff des
Histidin-Imidazol Ringes. Dies konnte bei einem Hédmoglobin (GIbN) von Synechocystis sp.
beobachtet werden (Nothnagel ef al., 2011). Dieses Hamoglobin sorgt neben der Bindung von
molekularem Sauerstoff unter anderem fiir einen Schutz gegen reaktive Stickstoffspezies, nicht
aber gegen ROS (Scott et al., 2010). Methoden wie Elektronenspinresonanz (EPR), zur
Untersuchung des magnetischen Moments des Eisen-lons, oder Magnetic circular dichroism-
Spektroskopie (MCD) zur Untersuchung von Lichtabsorptionen in einem starken Magnetfeld,
konnten Aufschliisse liber koordinierende Aminosduren geben, sodass erkennbar wire, ob
BIC1 wirklich in der Lage ist, effektiv Him zu binden und ob es diesbeziiglich Ahnlichkeiten
zu anderen Ham-haltigen Proteinen hat (Pond et al., 1999; Ghosh et al., 2005).

Neben dem Nachweis von Hidm in pflanzlich exprimierten BICI-GFP iiber
Massenspektrometrie zeigte auch eine Co-Lokalisierung von GFP-BIC1 mit Pd-mP in
N. benthamiana eine Affinitit von BIC1 zu einem Héam-dhnlichen Porphyrin-Derivat
(Severance und Hamza, 2009; Vanhee et al., 2011). Weiterhin deutete eine zusitzliche
Erhéhung der Absorption von BICI VT nach Zugabe mit Pd-mP (Lara et al., 2005) im Bereich
von 385 nm und 550 nm auf eine Affinitdt von BIC1 zu Hdm hin. Die Co-Lokalisation von Pd-
mP mit BIC1 konnte vor allem im Zellkern beobachtet werden. Cryptochrom 1 wurde als
negativ Kontrolle ebenfalls transient in N. benthamiana exprimiert und die Proben mit Pd-mP
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inkubiert. Jedoch zeigte sich im Gegensatz zu GFP-BIC1 keine Akkumulation von Pd-mP im
Zellkern. Fiir eine bessere Aussagekraft der hier erzielten Befunde wire die Expression eines
Proteins, welches sicher Pd-mP oder Hidm binden kann, als positiv Kontrolle sinnvoll gewesen.
Ebenso strahlte die Emission von GFP minimal in den Detektionskanal von Pd-mP hinein,
sodass einzig die Akkumulation des Pd-mP Signals im Zellkern der beobachtete Unterschied
zwischen cryl und BIC1 war. Neben einer positiv-Kontrolle wére somit auch die Fusion von
BIC1 oder cryl mit einem anderen fluoreszierenden Protein sinnvoll gewesen, welches nicht in

den Detektionskanal von Pd-mP hineinstrahlt.

Durch eine nachfolgende Analyse von in E. coli heterolog exprimiertem BIC1113A3CA sollten
weitere Erkenntnisse dariiber gewonnen werden, ob der zusétzliche Austausch von H13 zu
Alanin, neben den bereits vorhandenen Cystein-Austauschen, einen Einfluss auf die Bindung
von Him und eine mogliche Peroxidaseaktivitéit von BIC1 hat. Trotz schlechterer Expression
der Mutante lieB sich diese mit den gleichen Verfahren wie BIC1WT und BIC13“* untersuchen.
BIC1HI3ASCA zeigte im Vergleich zu BIC1°“* keinen Unterschied in der Menge an gebundenem
Ham. Somit scheint zumindest in E. coli H13 keinen Einfluss auf die Him-Bindung zu haben.
Fiir weitere Untersuchungen, ob H13 essentiell fiir eine Him-Bindung von BIC1 in planta ist,
oder auch fiir eine enzymatische oder gar weitere biologische Aktivitit, konnten BIC11!34 oder

BIC1H3ASCA Muytanten in A. thaliana exprimiert werden, optimal im bicl/bic2 Hintergrund.

BIC1 besitzt somit eine Affinitdt zu Him. Sowohl an in E. coli, als auch in N. benthamiana
produziertem BIC1 konnte kovalent verkniipftes Hdm nachgewiesen werden, jedoch an
unterschiedlichen Positionen im Protein. Ob die Him-Bindung eher artifiziell ist bleibt

unbeantwortet und Bedarf weiterer Analysen.

6.1.2 BIC1 zeigt keine enzymatische Peroxidaseaktivitit

Unter der Annahme, dass BICIWT als Peroxidase fungiert und Ahnlichkeiten im UV/VIS-
Bereich mit der Horseradish-Peroxidase (HRP) aufweist, wire BIC1WT bzw. der Kofaktor Him
nach der Aufreinigung aus E. coli bereits im Compound 1 Zustand, der neben der Soret-Bande
durch die Absorptionsmaxima bei ca. 530 nm und einer kleineren Schulter bei 560 nm
erkennbar ist (Ravanfar und Abbaspourrad, 2021). Der Reaktionsmechanismus von
Peroxidasen mit Wasserstoffperoxid ist an besten an der pflanzlichen HRP verstanden. Hierbei
reagiert der Grundzustand von HRP und des Kofaktors Him (Fe*") durch Reaktion mit

Wasserstoffperoxid zu dem oxidierten Compound 1 (Kation-Radikal). Compound I reagiert mit
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dem Substrat (Reduktionsmittel) durch Elektronentransfer zu Compound 2 und mit einem
weiteren Substrat-Molekiil zuriick zu dem Grundzustand (Rodriguez-Lopez et al., 2001,
Berglund et al., 2002; Casadei et al., 2014; Campomanes et al., 2015). Durch die Reaktionen
mit dem Reduktionsmittel wird die Reversibilitdt der Peroxidasen gesichert. Eine genauere
Aussage liber den Redox-Zustand des Hims in BIC1, ndmlich ob es sich um den Grundzustand
oder um Compound 1 handelt, ldsst sich nicht genau treffen. Hierfiir wiren Methoden wie z.B.
Elektronenspinresonanz (ESR) hilfreich, um die spezifischen Redox-Intermediate von Hdm zu
ermitteln (Kwon et al., 2016). Bei ESR werden Informationen iiber die Oxidationszustdnde und
molekularen Strukturen der Intermediate nach Absorption von Mikrowellen in einem

magnetischen Feld erhalten (Dent et al., 2019).

Bei dem Peroxidaseaktivitit-4ssay sah man bei BICIWVT

eine deutliche Umsetzung von Amplex
Red (Substrat) zu dem Produkt Resorufin. Sowohl der Grundzustand des Ham-Kofaktors,
welcher durch Reaktion mit Wasserstoffperoxid Amplex Red oxidieren kann, als auch bereits
oxidiertes Him als Compound 1 konnten theoretisch in der Lage sein, Resorufin zu erzeugen
(Wang et al., 2017a). Dies wire in den Enzym-4ssays nicht beobachtbar, da die Konzentration
von H,0» nicht detektiert wurde. Auch zeigte BIC1VT eine signifikant stirkere Produktion von
Resorufin als BIC1°“4, BIC1"T hatte mehr Him gebunden als BIC1°“*, sprich die Produktion
von Resorufin war alleinig auf die gebundene Menge an Ham zurtlickzufiihren. Der Austausch
von Cysteinen gegen Alanine in BIC1 sorgte schlussendlich fiir eine reduzierte Him-Bindung
und einer daraus resultierenden schlechteren Umsetzung von Amplex Red zu Resorufin. Himin
alleine ohne Protein zeigte in diesem Assay ebenfalls die Umsetzung von Amplex Red zu
Resorufin. Es ist bekannt, dass Hamin alleine durch Wasserstoffperoxid oxidiert und von
Reduktionsmitteln oder Substraten dhnlich wie bei HRP reduziert werden kann (Hui et
al.,2022). Hamin zeigte sogar eine doppelt so schnelle Umsetzung von Amplex Red
(Abb. 22 B). Dies konnte durch eine bessere Zuginglichkeit fiir das Substrat an das Eisen-Atom
erklarbar sein. Eine andere Erklarung fiir die vermeintlich bessere Umsetzung von Amplex Red
durch freies Himin konnte damit erklédrt werden, dass die Konzentrationsbestimmung von BIC1
tiber Bradford mangelhaft war, weil zusdtzliche Proteinkontaminationen hierbei nicht
beriicksichtigt wurden. Als Folge wére die BIC1 Konzentration als zu hoch berechnet.
Letztendlich lésst sich sagen, dass fiir eine Umsetzung von Amplex Red in diesem Assay keine
proteinabhingige Enzym-Aktivitit notig war, da bereits Himin alleine fiir eine Umsetzung

sorgte.
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Auch die Mutante BIC1HPA3CA zeigte im Vergleich zu BIC1°“A keinen Unterschied in der

Peroxidaseaktivitdt im Amplex Red Assay.

Um eine Peroxidase-Aktivitit von BIC1 weiter zu kldren, wurde in einem zuséitzlichen Versuch
Chloronaphthol als Substrat verwendet, da dieses ebenfalls durch Peroxidasen wie HRP zu
einem sichtbaren Prizipitat oxidiert werden kann (Hawkes et al., 1982). In einer Native-PAGE
wanderte BICIYT im Gel, lieB jedoch keine Reaktion mit Chloronaphthol erkennen. Als negativ
Kontrolle wurde Cytochrom C verwendet (Bushnell et al., 1990). Cytochrom C, welches Him ¢
als Kofaktor gebunden hat, fungiert als Elektronentransporter in der Atmungskette, zeigte in
der Literatur auch leichte Peroxidaseaktivitdt bei der Oxidation von organischen Substanzen
mit Hilfe von Wasserstoffperoxid (Yin et al., 2017). Denaturiertes Cytochrom C hingegen
zeigte keine Peroxidaseaktivitit in dem nativen Gel, sodass man davon ausgehen kann, dass der
Kofaktor Him c alleine nicht fiir eine Aktivitit in diesem Assay ausreicht, sondern dass das
intakte Protein fiir enzymatische Aktivitit notwendig ist. Da BIC1YT keine Reaktion zeigte,
kann man entweder davon ausgehen, dass BIC1 Chloronaphthol nicht als Substrat verwenden
kann oder keine Peroxidaseaktivitét besitzt. Viele Peroxidasen haben eine hohe Spezifitit zu
ihren Substraten, wie bspw. Ascorbat-Peroxidasen zu Ascorbat (Caverzan et al., 2012), sodass
das Reduktionsmittel bzw. Substrat von BIC1 mdglicherweise noch nicht gefunden wurde.
Normiert auf die gleiche Him-Menge, zeigte Cytochrom C im nativen Zustand eine leichte
Peroxidaseaktivitit, nicht jedoch BIC1"T. Dies bekriiftigt die Aussage, dass Him alleine in
diesem Assay mit Chloronaphthol nicht reagieren kann und eine enzymatische Aktivitdt von

Néten ist, die BIC1WYT nicht besitzt.

Bemerkenswerterweise zeigte BIC1YT im UV/VIS-Spektrum eine deutliche Ahnlichkeit mit
dem Spektrum von Cytochrom C. Cytochrom C iibernimmt in der oxidierten Form des Hdms
ein Elektron von einer Cytochrom Reduktase und {ibertrdgt dieses dann auf den Cytochrom-
Oxidase-Komplex. Sowohl das eingesetzte Cytochrom C als Kontrolle, als auch BIC1™T ligen
laut UV/VIS-Spektren in der oxidierten Form vor (Fe*',), erkennbar anhand der Q-Banden im
Bereich 500-600 nm (Owens et al., 2012). Bei reduziertem Eisen (Fe*") ist die zweite Schulter
der Q-Banden deutlich starker als die erste (Beck von Bodman et al., 1986). Dies war bei
BIC1W™T nicht der Fall. Die Reduktion von BIC1 mit 10 mM Dithiothreitol (DTT) fiihrte zu
einem Rot-shift der Soret-Bande und einer Steigerung der zweiten Schulter der Q-Banden nach
Zugabe von 10 pM Himin (nicht gezeigt). Die oxidierte Form des Kofaktors Him (Fe")
entspricht spektroskopisch auch dem Grundzustand von Peroxidasen wie HRP (Berglund et
al., 2002). Jedoch wiirde fiir die Annahme, dass BIC1WV! eine Peroxidase ist, das UV/VIS-
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Spektrum von BIC1WT zu Compound 1 passen, also dem oxidierten Redox-Zustand (Ravanfar
und Abbaspourrad, 2021). In diesem Fall wiirde BIC1VT bzw. der Kofaktor Him c nicht mehr

mit Wasserstoffperoxid reagieren, sondern mit dem Reduktionsmittel (Substrat wie Amplex

Red).

Somit konnte keine spezifische Peroxidaseaktivitit fiir BIC1 gezeigt werden. Die Funktion der
Ham-Bindung bleibt ungeklért und Bedarf weiterer Analysen. Ebenso Bedarf der tatsdchliche

Redox-Zustand von Him an BIC1 weiterer Aufkldrung.
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6.2 BIC1 inhibiert Cryptochrom Funktionen

Neben der Analyse der Funktion der Cysteine auf Him-Bindung in vitro wurde untersucht, ob
die Moglichkeit zur Bildung von Disulfidbriicken auch einen weiteren Einfluss auf die
biologische Aktivitdt von BIC1 hat. Insbesondere wurde analysiert, ob ein Verhindern der
Ausbildung von Disulfidbriicken durch Austausche der Cysteine mit Alanin in der
konservierten CID einen FEinfluss auf die Hemmung von Cryptochrom durch BICI hat,
erkennbar durch verdnderte, Blaulicht-abhidngige Singalantworten von Cryptochromen. Es gibt
zahlreiche Beispiele dafiir, dass intermolekularen Disulfidbriicken die Aktivitdt von Proteinen

regulieren (Nagahara, 2011).

6.2.1 Etablierung von A. thaliana BIC1Y" und BIC13¢A Uberexpressions-Linien

Uberexpressions-Linien von BIC1YT und BIC13“* als Fusionen mit dem HA-tag wurden im 4.
thaliana Col-0 Wildtyp-Hintergrund generiert. Hierbei wurde eines von zwei Methionin in der
Aminosduresequenz von BIC1 durch Klonierung in allen Protein-Varianten und allen Linien
entfernt. Das Ausbleiben eines von zwei Methionin machte keinen Unterschied in der Wirkung
von BIC1. Uber Western Blot Analyse konnte in den Generation F3 und F4 das Proteinlevel der
BIC1-Varianten iiber deren HA-tags bestimmt werden. Der Gesamtproteinextrakt wurde aus
etiolierten Keimlingen isoliert, weil Chlorophyll-haltige Proteine die Quantifizierung iiber das
LiCOR Odyssey-System durch deren Fluoreszenz gestort hatten. Somit ist die Menge an BIC1 -
Protein nur in Keimlingen bekannt, nicht aber in adulten Pflanzen. Jeweils zwei unabhingige
transgene Linien der BICIYT und BIC1*“? Uberexprimierer in der F3-Generation mit
dhnlichem Proteinlevel wurden fiir nachfolgende Analysen ausgewdihlt. In der F4-Generation
konnte eine leicht geringere Menge an BIC1-Proteinen im Vergleich zur F3 detektiert werden,
was auf Gene-silencing hindeutet. Hierbei wird das Transgen in fortschreitenden Generationen
stufenweise weniger exprimiert (Schubert et al., 2004). Der hier verwendete, konstitutive
Ubiquitin-10 Promotor ist durch seine moderate Promotor-Aktivitit jedoch fiir seine gute
Stabilitidt gegeniiber Gene-silencing bekannt (Grefen et al., 2010). Somit kann fiir die
generierten BIC1-Uberxpressionslinien von einer nur geringfiigigen Beeinflussung durch
Gene-silencing ausgegangen werden. Transgene Pflanzen, die den Reporter GUS unter UBQ-
10-Promotor Kontrolle exprimierten, zeigten ebenfalls nur leicht schwankende
Expressionslevel zwischen unabhéngigen Linien (Schubert et al., 2004). In allen Linien ist

neben dem BICI1, welches durch das Transgen exprimiert wird, noch das endogene BICI
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vorhanden. Versuche, die Proteinmenge von endogenem BIC1 zu bestimmen, schlugen fehl.
Hierfiir wurde ein polyklonaler Antikorper gegen in E. coli heterolog exprimiertem, BIC1
hergestellt. Dieser konnte allerdings das BIC1 in pflanzlichem Proteinextrakt nicht eindeutig
detektieren. Das Scheitern des Nachweises von endogenem BIC1 durch diese Antikorper
konnte auf Proteinkontaminationen der Proteinlosung zuriickzufiihren sein, die fiir die
Antikorperherstellung  verwendet wurde. Generell widre es besser gewesen, die
Uberexpressionen von BIC1 in einer bicl/bic2 Mutante durchzufiihren, weil hierbei auch die
Komplementation des bic-Mutanten Phanotyps hétte getestet werden konnen. Diese Mutanten-

Linie stand aber leider nicht zur Verfiigung.

SDS-Gel-Analysen der Gesamtproteinextrakte aus den A. thaliana Uberexpressions-Linien
zeigten keinen Unterschied zwischen BIC1WT und BIC13“A, In allen beobachteten Fillen war
die Monomer Bande nach Zugabe von Reduktionsmitteln die prominenteste. Ohne
Reduktionsmittel war die Detektion von BIC1 Protein in den Uberexpressions-Linien nicht
beobachtbar, was fiir eine Oligomerisierung sprechen konnte, weil sich die Proteine auf mehrere

Banden im Western Blot mit geringerer, nicht detektierbarer Konzentration verteilen (nicht

gezeigt).

6.2.2 BIC1 Uberexpression hemmt die Inhibierung des Hypokotyllingenwachstums
durch cryl

Die Inhibierung des Hypokotyllingenwachstums wird durch Blaulicht und Rotlicht im
Wesentlichen durch Cryptochrome bzw. Phytochrome reguliert. In der vorliegenden Arbeit und
in der Literatur (Ahmad et al., 1995; Ahmad et al., 2002) wurde gezeigt, dass unter den
gewihlten Blaulicht-Bedingungen (10 pmol/m?s) hauptsichlich cryl die Inhibierung des
Hypokotyllingenwachstum regulierte. Das kann man daraus schliefen, dass sich die cryl
Mutante von der cryl/cry2 Doppel-Mutante nicht unterschied, wohingegen die cry2 Mutante
dem WT d&hnelte. Im Rotlicht reguliert phyB das Hypokotyllangenwachstums, im Dauer-
Dunkelrot phyA. Auch dies stimmt mit publizierten Befunden anderer iiberein (Koornneef et
al., 1980; Parks und Quail, 1993). Die Uberexpression von BICIWT (ausgenommen
BIC1%YTox 2) und der BIC13“* Mutante fiihrte im Blaulicht zu einem #hnlichen Phénotyp wie
die cryl/cry2 Doppel-Knockout-Mutante, namlich langen Hypokotylen, was somit auf eine
vollstindige Inhibierung von cryl durch BIC1-Uberexpression vermuten lieBe, unabhingig

davon, ob es sich um BICIWT oder BIC1°“* handelte. Der gleiche Effekt wurde fiir BIC1WT
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bereits zuvor gezeigt (Wang et al., 2016). Da sich die Linien, die BIC13“4 {iberexprimierten,
gleich verhielten wie die BIC1VT Uberexprimierer, zeigt, dass die Austausche der Cysteine in
BIC1 keinen Einfluss auf die Inhibierung von Cryptochromen zumindest in dem Prozess der

Inhibierung des Hypokotyls haben.

Auffillig ist, dass die Linien BIC1%Tox_1und BIC1WTox_2 trotz dhnlicher Mengen an BIC1WT

1"Tox 1 mit ldngeren

nicht die gleichen Hypokotyllingen unter Blaulicht aufwiesen (BIC
Hypokotylen). Fiir jedes Konstrukt wurden zwei unabhdngige Linien ausgewéhlt, um einen
Positionsseffekt auf die Expression des Transgens auszuschlieBen (Gelvin, 2003). Die
Lokalisation der Transgene in den generierten Linien ist unbekannt. Nicht auszuschlieBen ist,
dass die Western Blots gleiche Proteinlevel suggerierten, diese aber nicht korrekt waren. Ein
anderer Grund konnte sein, dass nicht beide Linien homozygot sind. Dies wére dann

moglicherweise fiir die Linie BIC1WT

ox_2 der Fall. Im Widerspruch dazu steht jedoch, dass bei
der Quantifizierung gleiche Proteinlevel an BIC1 detektiert wurden. Die beiden BIC1*““ox-
Linien zeigten eine #hnliche Sterblichkeit, als die BIC1%Tox-Linien, bei einer nachtriglichen
Basta-Behandlung und suggerierten somit eine Homozygotie (Abb. Anhang 2). Zusitzlich
wurden die Hypokotylldngen aller analysierten Linien auf Normalverteilung getestet. Alle
Linien, bis auf den WT (hier war wahrscheinlich die getestete Anzahl an Keimlingen zu gering)
waren normalverteilt (Abb. Anhang 3). Bei Analysen von transgenen Pflanzen ist es wichtig,
diese mit dem WT zu vergleichen, in den das Transgen eingebracht wurde. Hierauf wurde in
dieser Arbeit geachtet. Was allerdings nicht erfolgte war die gleichzeitige Anzucht der Pflanzen
fiir die Saatgut Gewinnung und es wurden verschiedene WT Nachzuchten als Kontrolle und
Transformation von BIC1YT und BIC13“? verwendet. Es gibt Befunde dariiber, dass BIC1 eine
Rolle in der Regulation der Stressantwort spielt. BIC1 interagiert zusammen mit BZR1 und
PIF4, um Gene zu regulieren, die in Antworten von Auxin und Brassinosteroiden involviert
sind und die Zell-Elongation fordern (Yang ef al., 2021). Auxin und Brassinosteroide sorgen
unter anderem als Phytohormone fiir Hypokotylstreckungswachstum, indem bspw. Auxin fiir
eine Zellkern Akkumulation von BZR1 sorgt (Yu et al., 2023). Der Brassinosteroid-Signalweg
sorgt zusétzlich fiir einige Stressantworten, wie der Produktion von Wasserstoffperoxid (Nolan
et al., 2020). Hier konnte es einen Schwellwert fiir BIC1 geben, der fiir unterschiedlich stark
ausgeprigte Phianotypen sorgt, wenn die Menge an BIC1 Protein {iber, oder unterhalb dieses

Schwellenwertes liegt.

Die Uberexpressionen von BIC1%Tox hatte keinen Einfluss auf die durch phyB regulierte
Deetiolierung unter Rotlicht. Im Gegensatz dazu hatten beide BIC1°““ox-Linien im
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Dauerrotlicht ein signifikant kiirzeres Hypokotyl als der WT. Somit scheint die Mutante im
Gegensatz zu BIC1VT in der Lage zu sein, das Wachstum des Hypokotyls unter Rotlicht zu
inhibieren und somit eine zu Blaulichtbedingungen gegensitzliche Wirkung zu haben.
Phytochrome stimulieren die Genexpression von BICs iiber Hemmung des COP1/SPA
Komplexes (Wang et al., 2017b). Unbekannt ist jedoch, ob BICs auch in die
Signaltransduktionskette von Phytochromen eingreifen. Moglich wére eine artifizielle
verstirkte Interaktion von BIC13“* durch die Aminoséure-Austausche mit Phytochromen (hier
phyB) oder anderen Proteinen in der Phytochrom-Signaltransduktionskette, die deren Wirkung
verstirkt, sodass eine gesteigerte Inhibierung des Hypokotyllingenwachstums auftritt. Dies

1VTox-Linien einen

wire aber eine artifizielle Wirkung dieser BIC1 Mutante, weil die BIC
dhnlichen Phinotyp wie der WT aufwiesen. Somit konnten die kiirzeren Hypokotyle der

BIC13“A Linien andere unbekannte Griinde haben.

Unter Dunkelrotlicht waren die Hypokotyllingen von BIC1%'ox- und BIC1°*““o0x-Linien nicht
unterschiedlich zum WT, sodass davon ausgegangen werden kann, dass BIC1 nicht in den

phyA-Signaltransduktionsweg eingreift.

6.2.3 BIC1 Uberexpression hemmt die Blaulicht-abhiingige Bliihinduktion

Neben der oben beschriebenen Inhibierung der Wirkung von cry1 bei der Deetiolierung wurde
auch beobachtet, dass die Uberexpressionen von BICIW! und von BIC13“* einen Einfluss auf
den Bliihzeitpunkt hatten. Die Blithinduktion ist mafgeblich durch cry2 reguliert, auch wenn
es einen gewissen Einfluss von cryl auf diesen Prozess gibt. Dies zeigt sich darin, dass die
Doppel-Knockout-Mutante cryl/cry2 bis zur Bliitenbildung ldnger braucht als Einzelmutanten
von Cryptochromen (Mockler et al., 1999). Unter den gewédhlten Langtagbedingungen in dieser
Arbeit blithten A. thaliana WT-Pflanzen nach 35 = 1d. Die Doppel-Knockout-Mutante
cryl/cry2 blithte mit 63 + 3 d signifikant spéter als der WT. Der photoperiodische Weg der
Bliihinduktion benétigt die Transkriptionsfaktoren CO und FT. CO induziert die Expression
von FT, einem im Phloem transportierten Protein, welches im Apikalmeristem die
Bliitenbildung initiiert. Photoaktivierte Cryptochrome und phyA stabilisieren das CO Protein
durch Hemmung von COP1/SPA (Valverde et al., 2004; Hoecker, 2017; Jaudal et al., 2020).
Cryptochrom 2 interagiert zusétzlich mit CIB1, wodurch F7 mRNA Expression gefordert wird
(Liu et al., 2008). Die Uberexpressionen von BIC1 YT und BIC13“? sorgten fiir eine signifikant

lingere Zeit bis zur Bliitenbildung (BIC1"Tox 2 mit 41 + 3 d; BIC1*“®ox_1 mit 43 + 2 d;

146



BIC13““0x_2 mit 42 +2d) im Vergleich zum WT (35 + 1d), jedoch nicht so lange wie
cryl/cry2-Pflanzen (63 + 3 d). Auch bei diesem Prozess hatte der Austausch der Cysteine in
BIC1 keine Wirkung auf dessen biologische Aktivitdt. Somit konnten bisherige Daten zur
Wirkung der BIC 1-Uberexpressionen auf den Bliihbeginn bestitigt werden (Wang et al., 2016).
Die zwischen der hier gezeigten Studie und der von Wang et al. (2016) unterschiedlichen
Bliihzeitpunkte konnten dadurch erkliart werden, dass die Autoren 2 h lidnger Licht pro Tag
einstrahlten (18 h), als in der vorliegenden Arbeit (16 h). Bemerkenswert war, dass bei der

Inhibierung des Hypokotyllingenwachstums unter Blaulicht die Linie BIC1WT

ox_1 und beide
BIC1°“A Linien keinen Unterschied zu cryl/cry2-Pflanzen zeigten, und somit eine nahezu
vollstindige Inhibierung von Cryptochromen suggerierten. Bei der photoperiodischen
Blithinduktion zeigten alle BIClox-Linien einen unterschiedlichen Phénotyp zu cryl/cry2-
Pflanzen. Die Linie BIC1WTox_1 bliihte mit 34 + 1 d sogar geringfiigig friiher als der WT (35
+ 1 d). Diese hier beobachtete fordernde Wirkung von BIC1%Tox 1 auf die Bliitenbildung steht
jedoch im Widerspruch zu publizierten Daten und bleibt unbeantwortet. Anhand der Daten lésst

sich somit von einer partiellen Inhibierung von Cryptochromen durch die BIC1-Uberexpression

ausgehen.

Sogenannte Cantiles werden an der ersten Bliite des Bliitenstandes von A. thaliana beobachtet,
wenn die typische Dauer bis zur Bliite stark beeintrachtigt werden (Gookin und Assmann,
2021). Die Autoren zeigten einen auf molekularer Ebene unbekannten Einfluss von FT auf die
Bildung von Cantiles. Die Bildung von Cantiles der BIClox-Linien spiegelte die
Beobachtungen der Dauer bis zur Bliite und der Blattanzahl und dem somit verzdgerten

Bliihbeginn der BIC1ox-Linien wider.

6.2.4 BIC1-Uberexpression initiiert Blaulicht-abhiingige SAR durch partielle cry

Inhibierung

Ein weiterer Effekt der Inhibierung von Cryptochromen durch BIC1 ist die beobachtete und
noch nicht vollstindig verstandene, Cryptochrom-regulierte Schattenvermeidungsreaktion
unter schwachen Blaulicht-Bedingungen. Pflanzen der Uberexpressions-Linien, gewachsen
unter Langtagbedingungen, zeigten deutlich groBere Rosetten als der WT und die cryl/cry2
Mutante. Der vollstindige Ausfall der Cryptochrome hatte keinen Einfluss auf die
Rosettengrofie. Bei einer moglichen partiellen Inhibierung von Cryptochromen jedoch, durch

die Uberexpression von BICIVT und BIC13“A, hatten die Pflanzen einen signifikant groBeren
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Durchmesser der Rosetten (auBer BIC1"Tox 2). Auch die fiir SAR typische Hyponastie
(Casal, 2012) war nur bei den BIC1 Uberexpressions-Linien zu beobachten. Somit konnte
bestdtigt werden, dass eine durch Cryptochrom-regulierte SAR nur dann auftritt, wenn
Cryptochrome nur partiell aktiv sind. Die durch Cryptochrome vermittelte SAR basiert auf der
Interaktion von cryl und cry2 mit PIF4/5 und der Regulation der Expression von Proteinen, die
unter anderem das Hypokotyllingenwachstum regulieren (Pedmale et al., 2016). Bei Ausfall
von Cryptochromen kann keine Interaktion mit PIF4/5 stattfinden, ebenso nicht unter starkem
Blaulicht, wenn cry2 und auch PIF5 degradiert werden. BIC1 konnte somit fiir eine SAR
sorgen, indem es die Degradation von Cryptochromen blockiert. Hier miisste iiberpriift werden,
ob ein BIC1-cry-Komplex noch in der Lage wire, mit PIF4/5 zu interagieren. Zusitzlich sorgt
BIC1 als Co-Aktivator mit BZR1 und PIF4 fiir eine verstirkte Expression von PIF4 selbst
(Yang et al., 2021). Diese verstirkte Expression von PIF4 konnte fiir einen stirkeren Effekt der
SAR sorgen. Eine zusitzliche Erkldarung der Blaulicht-abhidngigen SAR wiére die partielle
Inhibierung von Cryptochromen durch die BIC1 Uberexpression und der damit
abgeschwichten Interaktion von cry mit COP1. COP1 scheint eine wichtige Rolle in der SAR
zu spielen. COP1 lokalisiert im Dunkeln im Zellkern, wo es fiir den Abbau von
Transkriptionsfaktoren, die wichtig fiir die Photomorphogenese sind, zusténdig ist (Osterlund
etal.,2000). COP1 wird im Licht unter anderem von Cryptochromen inaktiviert und zusitzlich
aus dem Zellkern exportiert, sodass die Deetiolierung initiiert wird (Osterlund und Deng, 1998).
Im Dunkeln und auch unter schwachen Lichtbedingungen akkumuliert COP1 erneut im
Zellkern (Pacin et al., 2013). Eine Blaulicht-abhéngige SAR scheint somit stark abhéngig davon
zu sein, dass nur ein Teil von cry aktiv ist. Die Uberexpression von BIC1 fiihrt somit vermutlich
auch unter den hier gewihlten Langtag-Bedingungen zu dem gleichen Effekt und nur ein Teil

von COP1 Molekiilen im Zellkern konnte inhibiert werden.

Ob die ermittelte Blatt-Oberflidche in der Blaulicht-vermittelnden Schattenvermeidungsreaktion
ebenso zunimmt, wie die durch Hyponastie erkldrende Zunahme des Rosettendurchmessers
wurde ebenfalls untersucht. Es konnte eine Tendenz hin zu groferen Blittern und somit
groBBerer Oberfliche der BIClox-Linien beobachtet werden, jedoch lieBen sich keine
statistischen, signifikanten Aussagen treffen, da unter anderem die Varianzen der beobachteten

Proben zu stark waren.
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6.2.5 Partielle Inhibierung von cry durch BIC1 sorgt fiir cry-Dosiseffekte

Zusammenfassend wurde der Einfluss von BIC1 Uberexpression auf mehrere Prozesse studiert,
die entweder auf eine totale, oder auf eine partielle Inhibierung von Cryptochromen hinweisen.
Jedoch gibt es keinen Grund anzunehmen, dass Cryptochrome in den Uberexpressions-Linien
zu unterschiedlichen Zeitpunkten unterschiedlich stark inhibiert sind. Fiir manche cry-
kontrollierte Prozesse sind moglicherweise mehr aktive Cryptochrome erforderlich, als bei
anderen. Dies wiirde in einem unterschiedlichen Dosis-Effekt fiir unterschiedliche dieser
Prozesse resultieren (Abb. 41). Unter der Annahme, dass in den BIClox-Linien nicht alle
Cryptochrom-Molekiile inhibiert sind, wiirde bei der Hypokotylldngen-Inhibierung ein kleiner,
aktiver Anteil von cryl nicht ausreichen das Hypokotyl-Wachstum unter Blaulicht zu hemmen.
Diese Schlussfolgerung ergibt sich aus dem Umstand, dass die BIClox-Linien dem der
cryl/cry2 Mutante dhneln. Dies macht biologisch betrachtet sogar Sinn, da das Hypokotyl
solange wachsen sollte, bis der Keimling vollstindig exponiert im Sonnenlicht vorliegt und
nicht bereits ein Stopp des Hypokotylwachstums unter schwachen, nicht optimalen

Lichtbedingungen.

Fir die Induktion der Bliitenbildung scheinen hingegen geringere Menge an aktiven
Cryptochromen ausreichend zu sein. Trotz leicht verzogerten Blithbeginns der meisten BIC10x-
Linien, dhnelten diese mehr dem WT, als den cryl/cry2-Pflanzen. Mdéglicherweise ist in den
BIClox-Linien die noch verbleibende Menge an aktivem Cryptochrom ausreichend, CO zu
stabilisieren und die Expression von FT zu erméglichen. Somit konnten die Pflanzen auch dann
blithen, wenn sie im schwachen Licht bzw. Schatten andere Pflanzen aufwachsen. Zusatzlich
spielen noch weitere Faktoren eine wichtige Rolle bei der Blithinduktion, wie die Temperatur
und andere Photorezeptoren. Friithes Bliihen ist auch Teil der SAR unter schwachem Rotlicht
und wird durch Phytochrome und erhdhte Temperatur reguliert (Halliday et al., 2003). Dies
zeigt den komplexen Einfluss verschiedener Photorezeptoren auf die Regulation der

Blithinduktion.

Bemerkenswert war, dass eine partielle Inhibierung der Cryptochrome die Blaulicht-induzierte
Schattenvermeidungsreaktion initiierte, ein Ausbleiben von Cryptochromen (cryl/cry2-
Pflanzen) jedoch zu keiner phiinotypischen Anderung fiihrte. Bereits in der Literatur wurde
gezeigt, dass eine Schattenvermeidungsreaktion unter schwachem Blaulicht initiiert wird
(Pedmale et al., 2016). Die SAR wird auch von Phytochromen reguliert, die das Verhéltnis von

Rotlicht zu Dunkelrotlicht wahrnehmen kénnen. Bei einem niedrigen Verhiltnis sorgt phyB fiir
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die Dephosphorylierung von PIF7 und interagiert mit diesem (Li et al., 2012). PIF7 bindet an
Promotoren von YUCCA Genen, die fiir die Biosynthese von Auxin wichtig sind und im
Endeffekt eine SAR ausldsen (Tao et al., 2008). Ob BIC1 in den Signalweg von Phytochromen
und in die Regulierung von Rotlicht-abhingiger SAR eingreift, bleibt unbeantwortet. Eine
weitere Erkldrung der beobachteten Schattenvermeidungsreaktion in den BICI-
Uberexpressions-Linien wire ein cry-unabhingiger Regulationsweg durch BIC1. Weitere
Versuche konnten diese Fragen kldren, indem beispielweise BIC1 in cryl/cry2 Doppel-
Knockout und phyB Mutanten Uberexprimiert werden wiirden, sodass auch eine Rotlicht-
gesteuerte Schattenvermeidungsreaktion ausgeschaltet wire, da bislang nicht auszuschlie3en

ist, dass BIC1 mit dem Phytochromen-Signalweg wechselwirkt.

Cryptochrom Aktivitdt
] :
1
. -
I
|
1

Schattenve-gsrea ktion

Abb. 41: Schematische Darstellung eines Cryptochrom Dosiseffekts. Die drei Blaulicht-induzierten,
Cryptochrom-abhéngigen Prozesse der Hypokotyllingen-Inhibierung, der Blithinduktion und der
Schattenvermeidungsreaktion sind nach bendtigter Menge an Cryptochrom Aktivitdt aufgezeigt. Darstellungen
modifiziert nach Pedmale et al., 2016; Ma und Li, 2019.
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6.3 Maogliche Modifikationen von BIC1 durch Cryptochrome

BIC1 hemmt die Aktivitdt von Cryptochromen, indem es direkt an sie bindet und dadurch deren
Oligomerisierung verhindert. Bisher konnte dies eindeutig fiir BIC2 und cry?2 iiber die Ko-
Kristallstruktur gezeigt werden (Ma et al., 2020b). In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage
adressiert, ob Cryptochrome nicht auch Einfliisse auf BIC1 haben konnten. Nach Lichtanregung
von cryl wird dessen Flavin Kofaktor zu FADH® (neutrales Semichinon) reduziert (Banerjee
et al.,2007; Bouly et al., 2007). Die Riickreaktion zu FADox unter aeroben Bedingungen geht
einher mit der Ubertragung eines Elektrons auf molekularen Sauerstoff, sodass Reaktive-
Sauerstoffspezies (ROS) entstehen (Miiller und Ahmad, 2011). Fiir das gebildete ROS wurden
verschiedene biologische Funktionen postuliert (Consentino et al., 2015). Hier wurde die Frage
adressiert, ob BIC1 irreversibel Cryptochrome inhibiert, oder dafiir sorgt, den
dunkeladaptierten Zustand von Cryptochromen wiederherzustellen. Somit wére dieser
Photorezeptor fiir eine erneute Blaulicht-Wahrnehmung verfiigbar. Publizierte Daten lassen es
unwahrscheinlich erscheinen, dass BIC1 fiir eine endgiiltige Inhibierung von cry sorgt, weil
BICs die Degradation von Cryptochromen inhibieren (Wang et al., 2016). Dies konnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass oligomeres Cryptochrom biologisch aktiv ist und auch nur
photoaktivierte Cryptochrome phosphoryliert und abgebaut werden (Liu et al., 2020;
Rosenfeldt et al., 2008; Shatn et al., 2002). Konnte somit die Re-Oxidierung des Flavin-
Kofaktors von Cryptochromen und die damit verbundene Entstehung von ROS dafiir sorgen,
dass das gebundene BIC1 modifiziert und dadurch seine inhibitorische Wirkung auf cry

aufgehoben wird?

Die Cysteine in BIC1 konnten durch die entstandenen ROS oxidiert werden, sodass sich die
zumindest von in E. coli exprimierten BIC1 beobachteten intermolekularen Disulfidbriicken
bilden (Abb. 18 A) Die Oligomere von BIC1 konnten durch strukturelle Verdnderungen und
aus sterischen Griinden von den Cryptochromen abgeldst werden und somit diese freigeben.
Mit Hilfe der in planta Daten {iber die Hypokotylldngenbestimmung konnte das in Abb. 42
gezeigte Modell und die anfangliche Arbeitshypothese jedoch widerlegt werden.
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Abb. 42: Modell der Modifikation von BIC1 iiber ein Disulfidbriicken-Inhibierungs-Mechanismus. Der
Kofaktor von Cryptochrom 1 wird durch Blaulicht-Bestrahlung vom dunkeladaptierten FADox Zustand in das
aktive FADH® und in geringen Umfang zu dem vollreduziertem FADH" photoreduziert (Lin et al., 1995; Bouly et
al., 2007). Cryptochrom 1 bildet im aktiven Zustand unter Blaulicht einen Tetramer und reguliert die Expression
von BICI hoch (Wang et al., 2017b; Palayam et al., 2021). Die wahrscheinlich lichtunabhéngige Bindung von
BICI1 an cryl sorgt fiir die Monomerisierung von cryl, dhnlich wie bei cry2 gezeigt (Ma et al., 2020b). Die
ebenfalls lichtunabhingige Re-Oxidierung von FADH® oder FADH- (gezeigt durch FADH™) zuriick zu oxidiertem
FAD sorgt fiir die Entstehung von ROS (Consentino et al., 2015). Diese konnten durch die riumliche Néhe von
BIC mit der FAD-Bindetasche mit BIC reagieren (Ma ef al., 2020b), sodass die Cysteine in BIC1 oxidiert werden
und intermolekulare Disulfidbriicken mit anderen BIC1 Molekiilen bilden. Dies konnte letztendlich fiir eine
Deaktivierung von BIC1 sorgen und eine Freigabe der zuvor gebundenen Cryptochrome.

Wenn das Modell korrekt wire, dann miissten die Hypokotyllingen der BIC1“Tox-Linien
kiirzer als die der BIC1°*“ox-Linien sein. BIC1"T wiirden durch die Generierung von ROS
inhibiert werden, sodass die Cryptochrome der BIC1 %V ox-Pflanzen erneut Blaulicht-abhiingige
Antworten vermitteln kdnnten. Die Inhibierung der Hypokotyllingen in BIC1%Tox Keimlingen
sollte also eher der WT-Pflanzen entsprechen. Da BIC13“* keine Cysteine mehr besitzt, die fiir
eine Oligomerisierung von BIC1 durch die Reaktion mit ROS sorgen konnten, sollten die
Hypokotyllingen linger sein, als die der BIC1V'ox-Pflanzen. BIC1°“ konnte nicht mehr durch
ROS inhibiert werden und wiirde Cryptochrome effektiver und ldnger inhibieren. Jedoch wurde
kein deutlicher Unterschied der beiden Uberexpressions-Varianten beobachtet. Deswegen kann
davon ausgegangen werden, dass die Cysteine von BIC1 nicht durch Cryptochrome modifiziert
werden. Zusitzlich lédsst sich sagen, dass die Cysteine keinen Einfluss auf die Effektivitét der

Inhibierung von Cryptochromen haben.

In vitro konnte untersucht werden, ob cryl die Ausbildung von intermolekularen

Disulfidbriicken bei BIC1 beeinflusst, indem Cryptochrome mit BIC1 inkubiert und mit
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Blaulicht bestrahlt werden. Analyse iiber SDS-Gele oder andere Techniken kénnten dann die

Zunahme von BIC1 Oligomeren zeigen, die durch ROS gebildet werden wiirden.
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6.4 Blaulicht-abhéngige, aber Cryptochrom-unabhingige Transkriptom-

Verinderungen

Entgegen den Beobachtungen wurde erwartet, dass es zu keinen Blaulicht-abhidngigen
Anderungen im Transkriptom bei der cryl/cry2 Doppel-Knockout-Mutante kommen wiirde.

IWT

Auch wurde erwartet, dass man einen deutlicheren Unterschied zwischen den BIC1" ' ox-Linien

im Col-0-Hintergrund verglichen mit WT-Pflanzen erkennen wiirde, da hier Cryptochrome

1WT_Uberexpressions Linien im cryl/cry2-

partiell inhibiert sein sollten. Bei den BIC
Hintergrund wurden mindestens dhnliche Muster des Transkriptoms wie bei der cryl/cry2
Doppel-Knockout-Mutante erwartet, neben einigen Genen, die exklusiv durch BIC1 reguliert
werden. Dass BIC1 Gene reguliert wurde in Arbeiten von Wang et al. (2016) und Yang et al.

(2021) gezeigt. Meist waren diese Gene auch Cryptochrom kontrolliert.

Wie gezeigt, wurden in allen transgenen Linien das Transkript des BIC1-Transgens gefunden,
wodurch bestdtigt werden konnte, dass das Transgen erfolgreich eingebracht und auch
exprimiert wurde. Die Linie BIC1%YTox 1 zeigt eine geringere Transkriptmenge als die anderen
Linien, was die These stiitzt, dass die BIC1-Menge auf den Western Blots nicht genau
quantifiziert werden konnte. Auch konnte das Fehlen von cryl und cry2 mRNAs in der
cryl/cry2 Doppel-Knockout-Mutante zeigen, dass es sich tatsdchlich um die Mutanten-Linie
handelte (nicht gezeigt). Das Problem bei der hier gezeigten Studie lag darin, dass es hohe
Varianzen zwischen den biologischen Replikaten eines Genotyps gab. Normalerweise sollten
alle Replikate eines Genotyps unter den gleichen Bedingungen ein relativ dhnliches
Transkriptom haben. Dies war aber nicht der Fall. Dadurch wurde die Auswertung der Daten
aufgrund geringer Signifikanzen erschwert. Ein mdglicher Grund fiir die hohen Varianzen
konnte die Heterozygotie der einzelnen Transgenen in den transgenen Linien sein und der damit
einhergehenden Schwankungen der BIC1 Proteinmenge. Pro biologisches Replikat wurde
mRNA von bis zu 100 Keimlingen geerntet und aufgereinigt. Bei einer Heterozygotie und
beobachtetem Verlust des Fremdgens bei bis zu 15 % der Pflanzen (bei BIC1%VTox 3
(cryl/cry2-Hintergrund) und BIC1%'ox_4 (cryl/cry2-Hintergrund)) kdnnte man von starken
Schwankungen auf transkriptioneller Ebene ausgehen. Dies wiirde allerdings nicht die
beobachtete, hohe Varianz bei den WT-Pflanzen erkldren. Ein anderer Grund fiir die hohen
Varianzen konnte in der Dauer der Ernte liegen. Alle unter Blaulicht-Bedingungen
gewachsenen Pflanzen wurden gleichzeitig fiir 2 h inkubiert. Die Dauer der Ernte betrug bis zu
30 min, sodass manche Pflanzen 2 h bestrahlt wurden, andere bis zu 2,5 h. Die Genexpressionen
konnte sich in diesen 30 Minuten stark verdndert haben, was zu den beobachteten Effekten
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beitragen konnte. Ahnliche Anderungen konnten in vorherigen Studien beobachtet werden

(Zhang et al., 2008).

Trotz hoher Varianzen der biologischen Replikate, konnte ein starker Einfluss von Blaulicht
auf die Genexpression beobachtet werden. Bemerkenswert war jedoch, dass sich hierbei
cryl/cry2-Pflanzen kaum von WT-Pflanzen unterschieden. Somit konnte gefolgert werden,
dass Cryptochrome hier nicht beteiligt sind, was aber den Erwartungen widerspricht. In
bisherigen Versuchen konnten teilweise iiber 1000 durch Cryptochrome regulierte Gene gezeigt
werden (Ma et al., 2001). Wang et al. (2016) zeigte, dass cryl/cry2-Pflanzen kaum eine
Blaulicht-induzierte Verdnderung der Genexpression haben. Andere Blaulicht-Photorezeptoren
wie Phototropine haben keinen grofen Einfluss auf Blaulicht-induzierte Verdnderungen der
Genexpression (Ohgishi et al., 2004). Auch fiir Phytochrome, speziell fiir phyA, ist bekannt,
dass diese in gewissem Umfang Blaulicht-abhidngige Prozesse regulieren. So zeigt die phyA-
Mutante eine  geringere  Transkript-Menge von  Chloroplasten = Genen  unter

Blaulichtbedingungen (Chun et al., 2001).

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen hohen Wirksamkeit der Cryptochrome auf die
Anderungen von Genexpression unter Blaulicht und dem hier beobachtbaren Effekt von
Blaulicht in cryl/cry2-Pflanzen, miissen die hier gemachten Befunde mit Vorsicht betrachtet
werden. Das grundsitzliche Problem der hier gezeigten Studie ist die hohe Varianz von
Replikaten des gleichen Genotyps unter gleichen Anzuchtbedingungen. Somit muss in
zukiinftigen Studien zunichst dieses Problem angegangen werden, bevor eventuell Gene
identifiziert werden konnen, die ausschlieBlich durch BICI nicht aber durch Cryptochrome

kontrolliert werden.
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6.5 Cryptochrom 1 bildet photobodies unter starkem Blaulicht

6.5.1 Die Bildung von cryl photobodies ist Abhingig von der Positionierung des

fusionierten GFP

Photobodies von A. thaliana cryl wurden erst kiirzlich entdeckt (Liu et al., 2022), wihrend
cry2 photobodies schon lange bekannt sind (Mas et al., 2000; Yu et al., 2009). Ein
entscheidender Unterschied zwischen cryl und cry2 ist deren Wirkungsweise unter verschieden
starken Lichtbedingung. cry2 oligomerisiert schneller unter schwachen Fluenzraten und wird
schneller degradiert, als das Licht-stabilere cryl, welches unter hoheren Fluenzraten von
Blaulicht oligomerisiert (Liu et al., 2020; Miao ef al., 2022). In dieser Arbeit konnten unter
moderaten Lichtbedingungen unter dem KLSM (Anregung mit Laser bei 488 nm) photobodies
nur von cry2-GFP, nicht jedoch von cryl-GFP beobachtet werden. Photobodies von cryl
wurden erst beobachtet, als die Blattproben von Pflanzen, die unter Langtagbedingungen
gewachsen waren, bis zu 15 Minuten mit starker Intensitét der KLSM-Laser bestrahlt wurden
(Anregung bei 405, 458, 488 und 633 nm). Die photobodies bildeten sich im Zellkern, jedoch
auch partiell im Cytoplasma. Ob es sich dabei um die gleichen Strukturen handelte, bleibt
unbeantwortet. Die photobodies im Zellkern bildeten grofere Strukturen aus, als photobodies
die im Cytoplasma lokalisiert waren. Die genaue Intensitit der eingestrahlten Laser ldsst sich
an dem KLSM nicht genau ermitteln, jedoch wurden unterschiedliche Wellenldngen, sowie
hohere Laser-Leistung auf die Probe eingestrahlt, als bei den Versuchen mit cry2 photobodies,
sodass unter diesen ,,Starklicht*-Bedingungen nach 10 Minuten die ersten cryl photobodies zu

sehen waren.

Es wurde untersucht, ob der Ort der Fusion von cryl mit GFP (N-terminal, oder C-terminal)
einen Einfluss auf die photobody Bildung hat. Eine Fusion von GFP am N-terminus von cryl
fithrte nach Bestrahlung zu Aggregaten im Zellkern, aber zu keinen punktuellen photobodies.
Auch in der Literatur ist beschrieben, dass GFP-cryl im Gegensatz zu cryl-GFP keine
photobodies in planta bildet (Liu et al., 2022). Photobodies, durch Licht induzierte
Akkumulierung von fluoreszierenden-Fusionsproteinen, kénnen durch liguid phase separation
entstehen, oder durch non-liquid phase aggregation, bei der Protein-Aggregate entstehen. Bei
der phase separation bilden Proteine isolierte, membranlose, ,,fllissige* Kondensate (Hyman et

al., 2014).

Ein Unterschied zwischen cryl und cry2 konnte in den intrinsically disordered regions (IDR)

liegen, die bei cryl sowohl im N-Terminus, als auch im C-Terminus (CCE) vorhanden sind,
156



wihrend sie bei cry2 nur im C-Terminus vorkommen. Weil GFP-cryl keine photobodies bildet,
konnte argumentiert werden, dass die N-terminale IDR bei cryl eine wichtige Rolle bei der
Bildung von photobodies spielt. Es kann nicht vollends ausgeschlossen werden, dass die im N-
Terminus lokalisierte IDR nicht wichtig fiir die photobody Entstehung von cryl ist. Jedoch
bilden die Fusionsproteine GFP-cry2 ebenfalls wie GFP-cryl keine photobodies (Yu et
al., 2009). Das Ausbleiben von GFP-cry2 photobodies wird allerdings mit der zu schnellen
Degradation von cry2 begriindet, die bei cry2-GFP langsamer abléduft. Zuséatzlich konnte eine
C-terminale Fusion mit GFP die Aktivitidt von Cryptochromen fordern, denn die CCE wird
durch Fusion eines Proteins am C-Terminus sterisch vom Apoprotein abgeldst und liegt
exponierter vor. Durch diese gesteigerte Aktivitat konnten einfacher photobodies entstehen. So
kann die CCE bereits phosphoryliert und aktiviert werden, obwohl keine Photoaktivierung
stattgefunden hat (Yu et al., 2009). Die CCE von cryl und cry2 sind ohne die PHR-Doméne
konstitutiv aktiv (Yang et al., 2000). Wie in anderen Beispielen gezeigt, sind IDR teilweise
essentiell fiir die phase separation von Proteinen. So verliert das pilzliche Proteine FUSI,
welches wichtig fiir den Zusammenbau von Aktin-Strukturen wihrend der Gameten Fusion ist,
nach Mutation der IDR die Féhigkeit, sich zu Kondensaten zu konzentrieren. (Billault-
Chaumartin et al., 2022). Auch cry2 kann ohne CCE nicht mehr in eine ,,fllissige* phase
separation iibergehen, jedoch noch photobody-ahnliche Strukturen bilden (Wang et al., 2021).
Ob die IDR bei cryl essentiell fiir die Entstehung von photobodies sind, muss noch

abschlieBend geklart werden.

6.5.2 cryl photobodies im Zellkern und Cytoplasma

In der Literatur sah man mach Bestrahlung mit starkem Blaulicht (100 pmol/m?s) in 4. thaliana
Protoplasten und HEK293T Zellen die Entstehung von cryl photobodies im Zellkern (Liu et
al., 2022). Cryptochrom 1 ist sowohl im Zellkern, als auch im Cytoplasma lokalisiert. Somit
stellte sich die Frage, warum photobodies bei Liu et al. (2022) nur im Zellkern beobachtet
wurden. Eine Hypothese ist, dass die Phosphorylierung nach Photoaktivierung essentiell fiir die
Entstehung von photobodies sein konnte, und die bekannten cryl PPKs nur im Zellkern
lokalisiert sind, sodass auch nur dort cryl phosphoryliert wird und auch nur dort photobodies
entstehen konnten (Liu ef al., 2017; Liu et al., 2022). Die Beobachtungen in der vorliegenden
Arbeit zeigten jedoch, dass photobodies sowohl im Zellkern von N. benthamiana Blattproben,
als auch im Cytoplasma entstanden. Eine Erkldrung konnte sein, dass cryl im Zellkern
phosphoryliert wird und dann {iber unbekannte Prozesse in das Cytoplasma transportiert wird
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(Abb. 43 A). Die Obergrenze der Gréf3e von Proteinen, die durch die Poren des pflanzlichen
Zellkerns diffundieren kénnen ist noch nicht abschlieBend geklart, jedoch wurden in HEK293
Zellen Proteine bis zu 110 kDa beobachtet, die passiv in den Zellkern diffundieren kdnnen
(Wang und Brattain, 2007). Nach Photoaktivierung konnten Cryptochrome im Zellkern als
Tetramere (ca. 300 kDa) vorliegen, sodass es sich hochstwahrscheinlich um einen aktiven
Export handeln miisste, oder um passiven Export von phosphorylierten Monomeren. Ein
Hinweis dafiir zeigten die Fusionsproteine GUS mit CCT1 (CCE von cryl), die in dunkel
gewachsenen A4. thaliana Keimlingen hauptsdchlich im Zellkern lokalisiert waren, Keimlinge
gewachsen unter Weilllicht zeigten hingegen eine mehrheitliche Lokalisation von GUS-CCT1
im Cytoplasma (Yang et al., 2000). Auch COP1 wird unter Blaulicht-Bedingungen aus dem
Zellkern exportiert, wobei die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen noch unbekannt
sind (Osterlund und Deng, 1998). Die Proteine COP1 und cryl co-lokalisieren im Zellkern (Liu
et al., 2022). Die photobodies im Zellkern und im Cytoplasma kdnnten unterschiedliche
Funktionen besitzen. Bereits bekannt ist, dass cryl in diesen Kompartimenten unterschiedliche
Funktionen hat, und dass cryl sowohl im Zellkern, als auch im Cytoplasma oligomerisiert (Wu
und Spalding, 2007; Liu ef al., 2022). Cryptochrome, die nicht phosphoryliert werden, sind
moglicherweise nicht in der Lage liquid phase separation zu durchlaufen (Abb. 43 B). cry2 ist
in der Lage Kondensate auch in HEK293T Zellen zu bilden, die kein PPK1 co-exprimieren und
auch cry2 Molekiile ohne CCE kann Kondensate bilden (Wang et al., 2021). Jedoch zeigten in
der genannten Arbeit nur phosphorylierte cry2 Molekiile die typische Mobilitdt von
Cryptochrom photobodies, gezeigt in einem fluorescence recovery after photobleaching assay
(FRAP). Hierbei werden photobodies bzw. das Fusionsprotein mit starker Bestrahlung
gebleicht und nur bei einer Erholung der Fluoreszenz kann von einer ,,fliissigen” Phase der
Proteine ausgegangen werden (liquid phase separation). Bei keiner Erholung der Fluoreszenz
kann von non-liquid phase aggregation ausgegangen werden. cryl Varianten, die
ausschlieBlich durch Kern-Exportsequenzen (NES) im Cytoplasma lokalisiert waren, blieben
unphosphoryliert und bildeten keine photobodies (Liu et al., 2022). Somit scheint die

Phosphorylierung essentiell fiir die Entstehung von photobodies zu sein.

Die Funktion von cryl photobodies ist nicht abschlieend gekldrt. Es ist moglich, dass die
Bildung von photobodies nicht fiir die cryl Signalantwort erforderlich sind, sondern ein
essentieller Schritt fiir dessen Abbau. Bemerkenswert ist auch, dass die photobodies von cryl
sowohl im Zellkern, als auch im Cytoplasma nach Bestrahlung bis zu 90 min bei nachfolgender

Inkubation im Dunkeln intakt waren. Dies spricht eher dafiir, dass cryl in photobodies nicht
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oder nur sehr langsam abgebaut wird. Die Degradation von cryl konnte bisher nur im Zellkern
gezeigt werden (Liu ef al., 2022). Die photobodies von cry2 entstehen relativ schnell auch unter
schwicheren Lichtbedingungen und verschwinden innerhalb weniger Minuten bei

weiterfithrender Blaulicht-Bestrahlung (eigene Beobachtungen).

Abb. 43: Modell zur photobody Entstehung im (A) Zellkern inklusive cryl Export und (B) keine photobody
Entstehung bei cryl lokalisiert nur im Cytosol. Nach Anregung durch Blaulicht mit starker Intensitét bildet
cryl Oligomere im Zellkern und Cytosol (Liu ef al., 2022). Die Oligomerisierung konnte durch BIC1 inhibiert
werden, durch die Inhibierung der Photoreduktion und durch sterische Blockierung der Oligomerisierung, wie bei
BIC2 und cry2 gezeigt (Ma et al., 2020b). Ebenso kann BIC1 die Riickreaktion von cry2 Tetrameren hinzu
Monomeren beschleunigen (Ma et al., 2020b). Tetramere bzw. photoaktiviertes cryl erfiillen in beiden
Kompartimenten unterschiedliche Aufgaben (Wu und Spalding, 2007). AusschlieBlich Molekiile im Zellkern
werden durch PPKs an der C-terminalen Verlédngerung (CCE) phosphoryliert (P°) (Liu ef al., 2022). Durch weitere
Blaulicht Bestrahlung mit starker Intensitit (100 umol/m?s) entstehen photobodies im Zellkern, die neue
Signalantworten geben und letztendlich degradiert und abgebaut werden. Einige phosphorylierte Oligomere
gelangen ins Cytoplasma und bilden dort photobodies, die unbekannte Funktionen aufweisen. Angeregte aber nicht
phosphorylierte cryl Molekiile im Cytosol bilden keine photobodies. Modifiziert nach Batschauer, 2022.

Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass cryl photobodies bilden kann, nachdem es
starker Bestrahlung ausgesetzt wurde, dhnlich wie in der Studie von Liu et al. (2022) . Dies ist
ein weiteres Argument dafiir, dass cry1 eine biologische Rolle unter starken Lichtbedingungen

spielt.
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6.5.3 BIC1 unterdriickt die Entstehung von cryl photobodies

Die Blaulicht-induzierte Entstehung von cry2 photobodies kann durch eine Co-Expression von
BIC1 und BIC2 inhibiert werden (Wang et al., 2016). Auch die cryl photobodies werden durch
eine Uberexpression von BIC1 in 4. thaliana Protoplasten inhibiert (Liu et al., 2022). Die Co-

1WT_RFP und cryl1-GFP in der vorliegenden Arbeit konnte diese Befunde

Expression von BIC
bestdtigen. Unter denselben Lichtbedingungen, unter denen cryl photobodies beobachtet
wurden, konnten nach Co-Expression mit BIC1 keine photobodies mehr beobachtet werden.
Die Frage die sich aus diesem Befund stellte ist, ob BIC1 im Wildtyp die photobody Entstehung
inhibiert, weil die Oligomerisierung von Cryptochromen verhindert wird, oder ob BIC1
bestehende photobodies aufbricht. Durch Co-Expression von BICs und crys konnte diese Frage
bisher nicht beantwortet werden. Hier konnte nur eine Inhibierung im Vorhinein gezeigt
werden, sodass erst gar keine photobodies entstehen konnten. Bekannt ist, dass durch einen
negativen feedback-loop die Expression von BIC1 erst durch aktive Cryptochrome (und durch
Phytochrome) hochreguliert wird (Wang et al., 2017b). Somit ist es wahrscheinlich, dass bereits
cry photobodies entstanden sind, bevor eine ausreichende Menge an BIC1 vorhanden ist, um
diesen Prozess bzw. die Oligomerisierung zu unterdriicken. Um zu testen, ob BIC1 in der Lage
wire photobodies von cryl nach Entstehung aufzuldsen, wire ein optogenetischer Ansatz

sinnvoll, bei dem die Expression von BIC1 nach Blaulicht-Inkubation hochreguliert wird und

photobodies bereits entstanden wiren.

Es wurden auch keine cryl photobodies nach Co-Expression von cryl-GFP mit BIC1*“A-RFP
beobachtet. Dies bestitigt die zuvor beobachtete biologische Aktivitit dieser BIC1 Mutante.

6.5.4 Hyperaktive Mutante cryI“#’’F bildet keine photobodies

Untersucht wurde, ob die hyperaktive Mutante cryl“*?’F ebenfalls photobodies unter den
gewdhlten Bedingungen bilden kann. Diese Mutante ldsst sich schneller in vitro
photoreduzieren als WT cryl und ist biologisch aktiver als diese in planta (Exner et al., 2010;
Araguirang et al., 2020). Anhand dieser Beobachtung wurde angenommen, dass crylX?07F
deutlich schneller und effizienter photobodies bilden kann, sofern photobodies direkt mit der
biologischen Aktivitidt von cryl in Zusammenhang stdnden. Da jedoch keine photobodies von
cryI*’F unter den selbigen Bedingungen beobachtet wurden, weder im Zellkern noch im

Cytoplasma, kann davon ausgegangen werden, dass die effizientere Photoreduktion alleine
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nicht ausreicht, damit photobodies entstehen. Auch die Entstehung von photobodies scheint

somit nicht mit der Aktivitdt von cryl zu korrelieren.

Das Ausbleiben von crylX"7F photobodies hat keinen Einfluss auf die Stabilitit von cryl-#7F,
Wenn photobodies ein Ort des Abbaus von cryl wiren, dann sollte die Mutante crylX07F
stabiler als WT cryl sein, da die Mutante unter gleichen Bedingungen keine photobodies
bildete. Jedoch gab es nur marginale Unterschiede in der Stabilitdt zwischen WT cryl und
cryI™7F (Abb. 40). Die Stabilitit von cryl***’F wurde unter schwachen Blaulichtbedingungen
(10 pmol/m?s), die fiir die Entstehung von cryl photobodies nicht ausreicht, und unter starken
Blaulichtbedingungen (100 pmol/m?s), einer fiir cryl photobody Entstehung ausreichenden
Fluenzrate (Liu et al., 2022), untersucht. Jedoch konnte, wie bereits erwihnt, die Intensitét des
verwendeten KLSM-Laserlichts nicht bestimmt werden. Diese ist abhidngig vom Zoomfaktor
der Objektive, der Scangeschwindigkeit wihrend der Proben-Bestrahlung, der Numerischen-
Apertur der Objektive, sowie der Nutzungszeit der verwendeten Laser. Moglich wire eine
Messung der Intensitdten iiber ein spezielles Optometer. Trotz Ausbleiben der Bildung von
cryI**F photobodies konnte eine deutliche Degradation unter 100 pmol/m?s Blaulicht
detektiert werden (wie auch bei WT cryl). Der Abbau von Cryptochromen erfolgt nach
Ubiquitinierung von zwei bekannten E3 Ligasen, Cul4“OPVSPAs ynd Cul3™RBs (light-response
Bric-a-Brack/Tramtrack/Broad), durch das Proteasom (Hoecker, 2017; Chen et al., 2021).
Auch konnte auf dem Western Blot (Abb. 40) eine zweite Protein-Bande oberhalb der
urspriinglichen Bande nach Inkubation der Pflanzen im Blaulicht detektiert werden. Diese
zusétzliche Bande zeigte phosphoryliertes cryl. Die Phosphorylierung ist wichtig fiir dessen
biologische Aktivitdt (Shatn et al., 2002; Bouly et al., 2003). Diese war stirker nach Inkubation
unter 100 pmol/m?s als unter 10 pmol/m?®s sowohl bei WT cryl als auch cryl**F. In
vorausgehenden Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass die hyperaktive Mutante schneller und
effizienter phosphoryliert wird als WT cryl, dieser Effekt sich allerdings bei 80 pmol/m’s
umkehrt (Exner et al., 2010). Bei 100 umol/m?s scheint rein qualitativ kein Unterschied

zwischen beiden cryl-Varianten zu bestehen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass photobodies fiir den Abbau von cry1 nicht erforderlich
sind. Somit ist anzunehmen, dass cryl photobodies fiir eine bisher unbekannte Signalantwort
verantwortlich sind. Fiir die generelle Aktivitit von cryl sind photobodies nicht essentiell, da
cryl auch unter schwachen Fluenzraten wie 10 umol/m?s aktiv ist, ohne dass unter diesen

Bedingungen photobodies gefunden werden.
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Die Forschung an cry2 photobodies ist weiter fortgeschritten. cry2 photobodies sind mit
Enzymen fiir die Methylierung von mRNA assoziiert und regulieren so die circadiane Uhr
(Wang et al., 2021). Bei den cryl photobodies muss auch geklart werden, ob sich die deren
Strukturen im Zellkern und Cytoplasma unterscheiden. Uber die Detektion von
charakteristischen Mobilitits-Eigenschaften einer [liquid-liquid-phase-separation (LLPS)
konnte untersucht werden, ob es sich um l6sliche, membranlose Strukturen mit hoher Mobilitét
handelt, oder um artifizielle immobile Protein-Aggregate (non-liquid phase aggregation), die
in Folge von intensiver Bestrahlung (100 pmol/m?s) entstanden sind. So kénnte beispielsweise
iiber die Zugabe von Chemikalien wie 1,6-Hexandiol, welches hydrophobe Interaktionen
erschwert und LLPS verhindert, die Eigenschaften von cryl photobodies untersucht werden

Mo et al., 2022).

Moglicherweise ist die Beobachtung von photobodies auch nur ein Phidnomen der
Uberexpression von cryl bzw. konzentrationsabhiingig. Diese Hypothese wiirden auch die
Beobachtungen erkldren, warum in Liu ef al. (2022) nur bei cryl mit Kernlokalisationssequenz
photobodies gefunden wurden, da im Zellkern die Konzentration an cryl hdher sein sollte, als
im Cytoplasma und somit eine photobody Entstehung gefordert wiirde. Zuséatzlich wurden cryl
photobodies nicht bei jedem durchgefiihrten Experiment in dieser Arbeit beobachtet, was
dafiirsprechen wiirde, dass es noch andere zusitzliche Faktoren fiir die Bildung von
photobodies gibt. Einer dieser Faktoren konnte die Temperatur sein, die in keinem der
beschriebenen = Experimente  kontrolliert oder gemessen wurde, bei hoheren

Bestrahlungsintensitdten aber ansteigt.
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8 Anhang

8.1 Aminosiuresequenzen und DNA-Sequenzen verwendeter Konstrukte

Alle BICI-Konstrukte wurden durch Test-Restriktionsverdaue und Sequenzierungen

verifiziert. BIC1 in bindren Vektoren fur stabile Transformation von 4. thaliana:

BIC1™T in pDONR221

atgccaactttgtacaaaaaagcaggctccatgaatatcgacgacaccacctctccaatggctcatecctattggacctte
tcagcctcctagcgatcagactaagcaagatcctccatcactcececctcaagaggetgecttettectgtgtectgetgataaga
aggatctcgcccteccttgaagagaagccgaagcaatctcaagaagaggacagagttgataccggacgtgagagactcaag
aagcacagaagagagatcgctgggagagtttggattcctgagatttggggacaagaggaactcctcaaggattggatcga
ctgctctaccttcgatacttgccttgtgecctgectgggatctcecttctgectagaactgectecttgttgaagaggctaggegtyg
ctgcttctgcttctggtggacttcataacagatgcctcatcctcagggacccagectttcttgtacaaagttggcattata
agaaagcattgcttatcaatttgttgcaacgaacaggtcactatcagtcaaaataaaatcattatttgccatccagectga
tatcccctatagtgagtcgtattacatggtcatagctgtttecctggcagectctggececgtgtctcaaaatcectectga

Aminosiuresequenz von BIC1WT in pDONR221

MPTLYKKAGSMNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAASSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHR
REIAGRVWIPEIWGQEELLKDWIDCSTFDTCLVPAGISSARTALVEEARRAASASGGLHNRCLILRDPAFLYKVGIIRKHCLS
ICCNEQVTISONKIIICHPADIPYSESYYMVIAVSWQLWPVSQONL*

BIC1°“* in pDONR221

ATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGAATATCGACGACACCACCTCTCCAATGGCTCATCCTATTGGACCTTC
TCAGCCTCCTAGCGATCAGACTAAGCAAGATCCTCCATCACTCCCTCAAGAGGCTGCTTCTTCTGTGTCTGCTGATAAGA
AGGATCTCGCCCTCCTTGAAGAGAAGCCGAAGCAATCTCAAGAAGAGGACAGAGTTGATACCGGACGTGAGAGACTCAAG
AAGCACAGAAGAGAGATCGCTGGGAGAGTTTGGATTCCTGAGATTTGGGGACAAGAGGAACTCCTCAAGGATTGGATCGA
CGCTTCTACCTTCGATACTGCTCTTGTGCCTGCTGGGATCTCTTCTGCTAGAACTGCTCTTGTTGAAGAGGCTAGGCGTG
CTGCTTCTGCTTCTGGTGGACTTCATAACAGAGCTCTCATCCTCAGGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATA
AGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCTGA
TATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGA

Aminosiuresequenz von BIC1°“* in pDONR221

MPTLYKKAGSMNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAASSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHR
REIAGRVWIPEIWGQEELLKDWIDASTFDTALVPAGISSARTALVEEARRAASASGGLHNRALILRDPAFLYKVGIIRKHCLS
ICCNEQVTISONKITIICHPADIPYSESYYMVIAVSWQLWPVSQNL*
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BICIVT in pGWB614

ATGAATATCGACGACACCACCTCTCCAATGGCTCATCCTATTGGACCTTCTCAGCCTCCTAGCGATCAGACTAAGCAAGA
TCCTCCATCACTCCCTCAAGAGGCTGCTTCTTCTGTGTCTGCTGATAAGAAGGATCTCGCCCTCCTTGAAGAGAAGCCGA
AGCAATCTCAAGAAGAGGACAGAGTTGATACCGGACGTGAGAGACTCAAGAAGCACAGAAGAGAGATCGCTGGGAGAGTT
TGGATTCCTGAGATTTGGGGACAAGAGGAACTCCTCAAGGATTGGATCGACTGCTCTACCTTCGATACTTGCCTTGTGCC
TGCTGGGATCTCTTCTGCTAGAACTGCTCTTGTTGAAGAGGCTAGGCGTGCTGCTTCTGCTTCTGGTGGACTTCATAACA
GATGCCTCATCCTCAGGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTTGATAACAGCGGGTTAATTAACATCTTTTACCCATAC
GATGTTCCTGACTATGCGGGCTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATTACGC
TGCTCAGTGCAGCGCTTAG

Aminosiuresequenz von BIC1WT in pGWB614

MNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAASSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRRETIAGRVWIP

EIWGQEELLKDWIDCSTFDTCLVPAGISSARTALVEEARRAASASGGLHNRCLILRDPAFLYKVVDNSGLINIEFYPYDVPDYA

GYPYDVPDYAGSYPYDVPDYAAQCSA*

BIC1VT in pGBW615

ATGAGCGGGTTAATTAACATCTTTTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCGGGCTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGC
AGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATTACGCTGCTCAGTGCAGCGCTGTTATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
CCATGAATATCGACGACACCACCTCTCCAATGGCTCATCCTATTGGACCTTCTCAGCCTCCTAGCGATCAGACTAAGCAA
GATCCTCCATCACTCCCTCAAGAGGCTGCTTCTTCTGTGTCTGCTGATAAGAAGGATCTCGCCCTCCTTGAAGAGAAGCC
GAAGCAATCTCAAGAAGAGGACAGAGTTGATACCGGACGTGAGAGACTCAAGAAGCACAGAAGAGAGATCGCTGGGAGAG
TTTGGATTCCTGAGATTTGGGGACAAGAGGAACTCCTCAAGGATTGGATCGACTGCTCTACCTTCGATACTTGCCTTGTG
CCTGCTGGGATCTCTTCTGCTAGAACTGCTCTTGTTGAAGAGGCTAGGCGTGCTGCTTCTGCTTCTGGTGGACTTCATAA
CAGATGCCTCATCCTCAGGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATAACCTAG

Aminoséuresequenz von BIC1WT in pGBW615

MSGLINIFYPYDVPDYAGYPYDVPDYAGSYPYDVPDYAAQCSAVITSLYKKAGSMNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPP

SLPQEAASSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRREIAGRVWIPEIWGQEELLKDWIDCSTEFDTCLVPAGISS

ARTALVEEARRAASASGGLHNRCLILRDPAFLYKVVIT*

BICIVT in pUBNV341

atgtacccatacgatgttcctgactatgcgggctatccctatgacgtcccggactatgcaggatcctatccatatgacgt
tccagattacgctgctcagtgccaattgttaatcacaagtttgtacaaaaaagcAGGCTCCATGAATATCGACGACACCA
CCTCTCCAATGGCTCATCCTATTGGACCTTCTCAGCCTCCTAGCGATCAGACTAAGCAAGATCCTCCATCACTCCCTCAA
GAGGCTGCTTCTTCTGTGTCTGCTGATAAGAAGGATCTCGCCCTCCTTGAAGAGAAGCCGAAGCAATCTCAAGAAGAGGA
CAGAGTTGATACCGGACGTGAGAGACTCAAGAAGCACAGAAGAGAGATCGCTGGGAGAGTTTGGATTCCTGAGATTTGGG
GACAAGAGGAACTCCTCAAGGATTGGATCGACTGCTCTACCTTCGATACTTGCCTTGTGCCTGCTGGGATCTCTTCTGCT
AGAACTGCTCTTGTTGAAGAGGCTAGGCGTGCTGCTTCTGCTTCTGGTGGACTTCATAACAGATGCCTCATCCTCAGGGA
CCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATTAAGCGGCCATGCTAG

Aminosiuresequenz von BIC1WT in pUBNV341

MYPYDVPDYAGYPYDVPDYAGSYPYDVPDYAAQCQLLITSLYKKAGSMNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAA

SSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRRETIAGRVWIPEIWGQEELLKDWIDCSTFDTCLVPAGISSARTALVE

EARRAASASGGLHNRCLILRDPAFLYKVVIKRPC*
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BIC1VT in pUBCV386

ATGAATATCGACGACACCACCTCTCCAATGGCTCATCCTATTGGACCTTCTCAGCCTCCTAGCGATCAGACTAAGCAAGA
TCCTCCATCACTCCCTCAAGAGGCTGCTTCTTCTGTGTCTGCTGATAAGAAGGATCTCGCCCTCCTTGAAGAGAAGCCGA
AGCAATCTCAAGAAGAGGACAGAGTTGATACCGGACGTGAGAGACTCAAGAAGCACAGAAGAGAGATCGCTGGGAGAGTT
TGGATTCCTGAGATTTGGGGACAAGAGGAACTCCTCAAGGATTGGATCGACTGCTCTACCTTCGATACTTGCCTTGTGCC
TGCTGGGATCTCTTCTGCTAGAACTGCTCTTGTTGAAGAGGCTAGGCGTGCTGCTTCTGCTTCTGGTGGACTTCATAACA
GATGCCTCATCCTCAGGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATGGGACGTCCGCGGAGATCTACGCGTGTCGACTCG
AGATATCCAACTAGTATGTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCGGGCTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATC
CTATCCATATGACGTTCCAGATTACGCTGCTCAGTGCTAA

Aminosiuresequenz von BIC1WT in pUBCV386

MNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAASSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRRETIAGRVWIP

EIWGQEELLKDWIDCSTFDTCLVPAGISSARTALVEEARRAASASGGLHNRCLILRDPAFLYKVVMGRPRRSTRVDSRYPTSM

YPYDVPDYAGYPYDVPDYAGSYPYDVPDYAAQC*

BIC1°“* in pUBNV341

ATGTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCGGGCTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGT
TCCAGATTACGCTGCTCAGTGCCAATTGTTAATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGAATATCGACGACACCA
CCTCTCCAATGGCTCATCCTATTGGACCTTCTCAGCCTCCTAGCGATCAGACTAAGCAAGATCCTCCATCACTCCCTCAA
GAGGCTGCTTCTTCTGTGTCTGCTGATAAGAAGGATCTCGCCCTCCTTGAAGAGAAGCCGAAGCAATCTCAAGAAGAGGA
CAGAGTTGATACCGGACGTGAGAGACTCAAGAAGCACAGAAGAGAGATCGCTGGGAGAGTTTGGATTCCTGAGATTTGGG
GACAAGAGGAACTCCTCAAGGATTGGATCGACGCTTCTACCTTCGATACTGCTCTTGTGCCTGCTGGGATCTCTTCTGCT
AGAACTGCTCTTGTTGAAGAGGCTAGGCGTGCTGCTTCTGCTTCTGGTGGACTTCATAACAGAGCTCTCATCCTCAGGGA
CCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATTAAGCGGCCATGCTAG

Aminoséiuresequenz von BIC1°“* in pUBNV341

MYPYDVPDYAGYPYDVPDYAGSYPYDVPDYAAQCQLLITSLYKKAGSMNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAA

SSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRREIAGRVWIPEIWGQEELLKDWIDASTFDTALVPAGISSARTALVE

EARRAASASGGLHNRALILRDPAFLYKVVIKRPC*
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BIC1 in bindren Vektoren fiir transiente Proteinexpression:

BICIVT in pUBC-GFP-Dest V049

ATGAATATCGACGACACCACCTCTCCAATGGCTCATCCTATTGGACCTTCTCAGCCTCCTAGCGATCAGACTAAGCAAGA
TCCTCCATCACTCCCTCAAGAGGCTGCTTCTTCTGTGTCTGCTGATAAGAAGGATCTCGCCCTCCTTGAAGAGAAGCCGA
AGCAATCTCAAGAAGAGGACAGAGTTGATACCGGACGTGAGAGACTCAAGAAGCACAGAAGAGAGATCGCTGGGAGAGTT
TGGATTCCTGAGATTTGGGGACAAGAGGAACTCCTCAAGGATTGGATCGACTGCTCTACCTTCGATACTTGCCTTGTGCC
TGCTGGGATCTCTTCTGCTAGAACTGCTCTTGTTGAAGAGGCTAGGCGT
GCTGCTTCTGCTTCTGGTGGACTTCATAACAGATGCCTCATCCTCAGGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATGGG
ACGTCCGCGGAGATCTACGCGTGTCGACTCGAGATATCCAACTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGG
TGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCC
ACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCT
GACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAG
GCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGAC
ACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAA
CTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACA
TCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGAC
AACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCMNTGGTCCTGCTGGAGTTCGTG
A

Aminosiuresequenz von BIC1YT in pUBC-GFP-Dest V049

MNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAASSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRREIAGRVWIP

EIWGQEELLKDWIDCSTEFDTCLVPAGISSARTALVEEARRAASASGGLHNRCLILRDPAFLYKVVMGRPRRSTRVDSRYPTSM

VSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDF

FKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNEK

IRHNIEDGSVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDXWSCWSS *

BICIVT in pUBN-GFP-Dest V055

ATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGG
CAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCA
AGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAG
AAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCA
GAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACC
CCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTAC
AAGCAATTGTTAATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGAATATCGACGACACCACCTCTCCAATGGCTCATCC
TATTGGACCTTCTCAGCCTCCTAGCGATCAGACTAAGCAAGATCCTCCATCACTCCCTCAAGAGGCTGCTTCTTCTGTGT
CTGCTGATAAGAAGGATCTCGCCCTCCTTGAAGAGAAGCCGAAGCAATCTCAAGAAGAGGACAGAGTTGATACCGGACGT
GAGAGACTCAAGAAGCACAGAAGAGAGATCGCTGGGAGAGTTTGGATTCCTGAGATTTGGGGACAAGAGGAACTCCTCAA
GGATTGGATCGACTGCTCTACCTTCGATACTTGCCTTGTGCCTGCTGGGATCTCTTCTGCTAGAACTGCTCTTGTTGAAG
AGGCTAGGCGT
GCTGCTTCTGCTTCTGGTGGACTTCATAACAGATGCCTCATCCTCAGGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATTAA
GCGGCCATGCTAG

Aminosiuresequenz von BIC1WT in pUBN-GFP-Dest V055

MKOQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVY IMADKQKNG

IKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKQLLIT

SLYKKAGSMNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAASSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRRE

IAGRVWIPEIWGQEELLKDWIDCSTFDTCLVPAGISSARTALVEEARRAASASGGLHNRCLILRDPAFLYKVVIKRPC*
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BIC1™T in pUBC-RFP-Dest V050

ATGAATATCGACGACACCACCTCTCCAATGGCTCATCCTATTGGACCTTCTCAGCCTCCTAGCGATCAGACTAAGCAAGA
TCCTCCATCACTCCCTCAAGAGGCTGCTTCTTCTGTGTCTGCTGATAAGAAGGATCTCGCCCTCCTTGAAGAGAAGCCGA
AGCAATCTCAAGAAGAGGACAGAGTTGATACCGGACGTGAGAGACTCAAGAAGCACAGAAGAGAGATCGCTGGGAGAGTT
TGGATTCCTGAGATTTGGGGACAAGAGGAACTCCTCAAGGATTGGATCGACTGCTCTACCTTCGATACTTGCCTTGTGCC
TGCTGGGATCTCTTCTGCTAGAACTGCTCTTGTTGAAGAGGCTAGGCGT
GCTGCTTCTGCTTCTGGTGGACTTCATAACAGATGCCTCATCCTCAGGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATGGG
ACGTCCGCGGAGATCTACGCGTGTCGACTCGAGATATCCAACTAGTATGGCCTCCTCCGAGGACGTCATCAAGGAGTTCA
TGCGCTTCAAGGTGCGCATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTAC
GAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTT
CCAGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCA
AGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTC
ATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGC
CTCCACCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGATGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGLCGGCC
ACTACGACGCCGAGGTCAAGACCACCTACATGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAAGACCGACATCAAG
CTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAGCGCSCCGAGGGLCCGL

-Rest unbekannt

Aminosiuresequenz von BIC1WT in pUBC-RFP-Dest V050

MNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAASSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRREIAGRVWIP

EIWGQEELLKDWIDCSTFDTCLVPAGISSARTALVEEARRAASASGGLHNRCLILRDPAFLYKVVMGRPRRSTRVDSRYPTSM

ASSEDVIKEFMRFKVRMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGPLPFAWDILSPQFQYGSKAYVKHPADIPDYLK

LSFPEGFKWERVMNFEDGGVVTVTQDSSLODGEFIYKVKLRGTNEFPSDGPVMOKKTMGWEASTERMY PEDGALKGEIKMRLKL

KDGGHYDAEVKTTYMAKKPVQLPGAYKTDIKLDITSHNEDYTIVEQYERXEGR*

-Rest unbekannt; durch Restriktionsverdau bestitigt

BIC13¢* in pUBC-RFP-Dest V050

ATGAATATCGACGACACCACCTCTCCAATGGCTCATCCTATTGGACCTTCTCAGCCTCCTAGCGATCAGACTAAGCAAGA
TCCTCCATCACTCCCTCAAGAGGCTGCTTCTTCTGTGTCTGCTGATAAGAAGGATCTCGCCCTCCTTGAAGAGAAGCCGA
AGCAATCTCAAGAAGAGGACAGAGTTGATACCGGACGTGAGAGACTCAAGAAGCACAGAAGAGAGATCGCTGGGAGAGTT
TGGATTCCTGAGATTTGGGGACAAGAGGAACTCCTCAAGGATTGGATCGACGCTTCTACCTTCGATACTGCTCTTGTGCC
TGCTGGGATCTCTTCTGCTAGAACTGCTCTTGTTGAAGAGGCTAGGCGTGCTGCTTCTGCTTCTGGTGGACTTCATAACA
GAGCTCTCATCCTCAGGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATGGGACGTCCGCGGAGATCTACGCGTGTCGACTCG
AGATATCCAACTAGTATGGCCTCCTCCGAGGACGTCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCGCATGGAGGGCTCCGT
GAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGA
CCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCCAGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCAC
CCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGG
CGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACT
TCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCACCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGC
GCCCTGAAGGGCGAGATCAAGATGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCCGAGGTCAAGACCACCTACAT
GGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAAGACCGACATCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACA
CCATCGTGGAACAGTACGAGCGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGCCTAA

Aminosiuresequenz von BIC13“* in pUBC-RFP-Dest V050

MNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAASSVSADKKDLALLEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRRETIAGRV

WIPEIWGQEELLKDWIDASTFDTALVPAGISSARTALVEEARRAASASGGLHNRALILRDPAFLYKVVMGRPRRSTRVDSRYP
TSMASSEDVIKEFMRFKVRMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGPLPFAWDILSPQFQYGSKAYVKHPADIPD

YLKLSFPEGFKWERVMNFEDGGVVTVTQDSSLODGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMOQKKTMGWEASTERMY PEDGALKGE IKMR

LKLKDGGHYDAEVKTTYMAKKPVQLPGAYKTDIKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGRHSTGA*
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Cryptochrome in pUGT Dest. Vektoren:

pUGT1 cry ™07

MSGSVSGCGSGGCSIVWFRRDLRVEDNPALAAAVRAGPVIALFVWAPEEEGHYHPGRVSRWWLKNSLAQLDSSLRSLGTCLIT
KRSTDSVASLLDVVKSTGASQIFFNHLYDPLSLVRDHRAKDVLTAQGIAVRSEFNADLLYEPWEVTDELGRPFSMFAAFWERCL
SMPYDPESPLLPPKKIISGDVSKCVADPLVFEDDSEKGSNALLARAWSPGWSNGDKALTTFINGPLLEYSKNRRKADSATTSE
LSPXLHFGEVSVRKVFHLVRIKQVAWANEGNEAGEESVNLFLKSIGLREYSRYISEFNHPYSHERPLLGHLKFFPWAVDENYFK
AWRQGRTGYPLVDAGMRELWATGWLHDRIRVVVSSFEVKVLOLPWRWGMKYFWDTLLDADLESDALGWQYITGTFPDSREFDR
IDNPQFEGYKFDPNGEYVRRWLPELSRLPTDWIHHPWNAPESVLOAAGIELGSNYPLPIVGLDEAKARLHEALSQMWQLEAAS
RAAIENGSEEGLGDSAEVEEAPIEFPRDITMEETEPTRLNPNRRYEDOMVPSITSSLIRPEEDEESSLNLRNSVGDSRAEVPR
NMVNTNQAQOQRRAEPASNQVTAMIPEFNIRIVAESTEDSTAESSSSGRRERSGGIVPEWSPGYSEQFPSEENGIGGGSTTSSY
LONHHEILNWRRLSQTG*

pUGT]I cryl
MSGSVSGCGSGGCSIVWFRRDLRVEDNPALAAAVRAGPVIALFVWAPEEEGHYHPGRVSRWWLKNSLAQLDSSLRSLGTCLIT
KRSTDSVASLLDVVKSTGASQIFFNHLYDPLSLVRDHRAKDVLTAQGIAVRSFNADLLYEPWEVTDELGRPFSMFAAFWERCL
SMPYDPESPLLPPKKIISGDVSKCVADPLVFEDDSEKGSNALLARAWSPGWSNGDKALTTFINGPLLEYSKNRRKADSATTSFEF
LSPHLHFGEVSVRKVFHLVRIKQOVAWANEGNEAGEESVNLFLKSIGLREYSRYISEFNHPYSHERPLLGHLKFFPWAVDENYFK
AWRQGRTGYPLVDAGMRELWATGWLHDRIRVVVSSFFVKVLOLPWRWGMKY FWDTLLDADLESDALGWQY ITGTLPDSREFDR
IDNPQFEGYKFDPNGEYVRRWLPELSRLPTDWIHHPWNAPESVLOAAGIELGSNY PLPTVGLDEAKARLHEALSQMWQLEAAS
RAATIENGSEEGLGDSAEVEEAPIEFPRDITMEETEPTRLNPNRRYEDOQMVPSITSSLIRPEEDEESSLNLRNSVGDSRAEVPR
NMVNTNQAQQRRAEPASNQVTAMI PEFNIRIVAESTEDSTAESSSSGRRERSGGIVPEWSPGYSEQFPSEENGIGGGSTTSSY
LONHHEILNWRRLSQTG*

pUGT]I cry2

MKMDKKT IVWFRRDLRIEDNPALAAAAHEGSVEFPVFIWCPEEEGQFY PGRASRWWMKQSLAHLSQSLKALGSDLTLIKTHNT I
SATILDCIRVTGATKVVENHLYDPVSLVRDHTVKEKLVERGISVQSYNGDLLYEPWEI YCEKGKPFTSFNSYWKKCLDMS IESV
MLPPPWRLMPITAAAEAIWACSIEELGLENEAEKPSNALLTRAWSPGWSNADKLLNEFIEKQLIDYAKNSKKVVGNSTSLLSP
YLHFGEISVRHVFQCARMKQI IWARDKNSEGEESADLFLRGIGLREYSRYICENFPFTHEQSLLSHLRFFPWDADVDKFKAWR
QGRTGYPLVDAGMRELWATGWMHNRIRVIVSSFAVKFLLLPWKWGMKYFWDTLLDADLECDILGWQY ISGSIPDGHELDRLDN
PALQGAKYDPEGEYIRQWLPELARLPTEWIHHPWDAPLTVLKASGVELGTNYAKPIVDIDTARELLAKAISRTREAQIMIGAA
PDEIVADSFEALGANT IKEPGLCPSVSSNDQQVPSAVRYNGSKRVKPEEEEERDMKKSRGFDERELFSTAESSSSSSVEEVSQ
SCSLASEGKNLEGIQDSSDQITTSLGKNGC*

pUGT?2 cryl

MSGSVSGCGSGGCSIVWFRRDLRVEDNPALAAAVRAGPVIALFVWAPEEEGHYHPGRVSRWWLKNSLAQLDSSLRSLGTCLIT
KRSTDSVASLLDVVKSTGASQIFFNHLYDPLSLVRDHRAKDVLTAQGIAVRSEFNADLLYEPWEVTDELGRPFSMEFAAFWERCL
SMPYDPESPLLPPKKIISGDVSKCVADPLVFEDDSEKGSNALLARAWSPGWSNGDKALTTFINGPLLEYSKNRRKADSATTSE
LSPHLHFGEVSVRKVFHLVRIKQVAWANEGNEAGEESVNLFLKSIGLREYSRYISFNHPYSHERPLLGHLKFFPWAVDENYFK
AWRQGRTGYPLVDAGMRELWATGWLHDRIRVVVSSFEFVKVLOLPWRWGMKYFWDTLLDADLESDALGWQYITGTLPDSREFDR
IDNPQFEGYKFDPNGEYVRRWLPELSRLPTDWIHHPWNAPESVLOAAGIELGSNYPLPIVGLDEAKARLHEALSQMWQLEAAS
RAATENGSEEGLGDSAEVEEAPIEFPRDITMEETEPTRLNPNRRYEDOMVPSITSSLIRPEEDEESSLNLRNSVGDSRAEVPR
NMVNTNQAQQRRAEPASNQVTAMIPEFNIRIVAESTEDSTAESSSSGRRERSGGIVPEWSPGYSEQFPSEENGIGGGSTTSSY
LONHHEILNWRRLSQTG*
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BIC1-Sequenzen fiir heterologe Proteinexpression in E. coli:

BIC1™" in pET-28a (+) von BIOCAT

atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgceccgecgecggcageccatatggectagcatgactggtgg
acagcaaatgggtcgcggatccatgatgaacatcgatgataccaccagtccgatggecccatccgattggtccgagtcage
cgccgagtgatcagaccaaacaggaccctccgagcecctgeccgcaggaageccgcaagcagecgttagegecgataaaaaagat
ctggcactgctggaagaaaaaccgaaacagagtcaggaagaagatcgtgtggataccggtcgcgaacgtctgaaaaaaca
tcgccgtgaaattgceccggtegtgtgtggattceccggaaatttggggtcaggaagaactgctgaaagattggattgattgta
gtacctttgatacctgtctggtgccggcaggcattagcagecgcacgtaccgcactggttgaagaagcacgtcgegecgcec
agcgccagtggtggtttacataatcgttgecctgattctgegcectaa

Aminoséiuresequenz von BIC1WT in pET-28a (+)

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQOMGRGSMMNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDQTKQDPPSLPQEAASSVSADKKDLAL

LEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRRETIAGRVWIPEIWGQEELLKDWIDCSTFDTCLVPAGISSARTALVEEARRAASASGGL

HNRCLILR*

BIC1°“* in pET-28a (+) von BIOCAT

atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgceccgecgecggcagceccatatggectagcatgactggtgg
acagcaaatgggtcgcggatccatgatgaacatcgatgataccaccagcccgatggcacatccgattggecccgagtcage
cgccgagcgatcagaccaaacaggaccctccgagecctgeccgcaggaagcagcaagcagtgttagecgcagataaaaaagat
ctggccctgctggaagaaaaaccgaaacagagccaggaagaagatcgtgtggataccggeccgtgaacgectgaaaaaaca
tcgtcgcgaaattgccggtecgtgtttggattccggaaatttggggtcaggaagaactgctgaaagattggattgatgcaa
gcacctttgataccgcactggtgccggcaggtattagtagcgecccgcaccgcactggttgaagaageccecgtecgtgecgece
agcgccagcggtggtttacataatcgcgcactgattctgegctaa

Aminosiuresequenz von BIC13¢* in pET-28a (+)

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQOMGRGSMMNIDDTTSPMAHPIGPSQPPSDOQTKQODPPSLPQEAASSVSADKKDLAL

LEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRRETIAGRVWIPEIWGQEELLKDWIDASTFDTALVPAGISSARTALVEEARRAASASGGL

HNRALILR*

BIC1H13A3CA in pET-28a (+) von BIOCAT

atgggcagtagtcatcatcatcatcaccatagtagcggtctggtgccgecgeggtagtcatatggcaagcatgaccggtgg
ccagcagatgggtcgtggtagcatgatgaatattgatgataccaccagtccgatggccgcaccgattggecccgagecagce
cgcctagtgatcagaccaaacaggatccgeccgagtctgeccgcaggaagcagcaagtagtgtgagtgcagataaaaaagat
ctggcactgctggaagaaaaaccgaaacagagtcaggaagaagatcgcgttgataccggccgtgaacgcctgaaaaaaca
tcgccgtgaaattgceccggtecgegtgtggatteccggaaatctggggeccaggaagaactgctgaaagattggattgatgecaa
gcaccttcgataccgcactggttccggeccggtattagtagcgecccgtaccgcactggtggaagaagecccgtecgtgecgea
agcgccagtggcggtctgcataatcgtgcececctgattctgegetaa

Aminosiuresequenz von BIC1H13A3CA in pET-28a (+)

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQOMGRGSMMNIDDTTSPMAAPIGPSQPPSDOQTKQDPPSLPQEAASSVSADKKDLAL

LEEKPKQSQEEDRVDTGRERLKKHRRETAGRVWIPEIWGQEELLKDWIDASTFDTALVPAGISSARTALVEEARRAASASGGL

HNRALILR*
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Massenspektrometrie. Vier Banden aus dem Coomassie gefirbten Gel der BIC1WT

Aufreinigung (Abb. 17 B) wurden massenspektrometrisch untersucht (Fachbereich Chemie, Marburg). Die
Banden wurden nach der GroBe benannt, siehe erste Spalte. Die massenspektrometrischen Ergebnisse der BIC1WT-

18s¢

Ergebni

Abb. Anhang 1

angegeben.

Reihe

Abb. 20 sind in letzter

Immunprézipitation aus

GFP
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Test auf Homozygotie durch Basta-Behandlung. Alle Transgene wurden mit einer Herbizid-

Resistenz gegen Basta in 4. thaliana als Selektionsmarker transformiert. Die Keimlinge wurden ca. 2 Wochen
nach Aussaat fiir 4 d mit Basta behandelt. Insgesamt wurden die Keimlinge 3-mal mit Basta bespriiht und dann

Abb. Anhang 2

die Uberlebensrate ermittelt. Die BIC1YT-Linien 22.4 wurde umbenannt in BIC1%Tox 1 und 24.1 in BIC1"Tox 2.

-Linien im cryl/cry2 (Col)-

Hintergrund 2.2 wurde umbenannt in BIC1%Tox 3 (cryl/cry2) und 3.1 wurde umbenannt in BIC1W%Tox 4

(cryl/cry2).

Die BIC13¢A-Linien 10.2 in BIC13“40x_1 und 12.2 in BIC1*““0ox_2. Die BICIWT
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Test auf Normalverteilung in der F3 Generation unter 10 pmol/m’s Blaulicht

Test erfolgt durch Anderson Darling Berechnung
HO: Die Werte sind normalverteilt / HA: Die Werte sind nicht normalverteilt

Die Nullhypothese HO wird abgelehnt, wenn der p-Wert des Tests zu klein ist.
Im Allgemeinen wird die Normalverteilungsannahme abgelehnt, wenn
p<0,05=5%ist.

p-wert
wT CEECERRENN <005
cryl/cry2 angenommen 0,093
phyA angenommen 0,206
phyB angenommen 0,548
BIClmox_l angenommen 0,141
BIClmox_Z angenommen 0,390
BICleox_l angenommen 0,104
BICleox_z angenommen 0,389

Abb. Anhang 3: Test auf Normalverteilung durch Anderson Darling Berechnung. Daten wurden bezogen
von Hypokotyllingenbestimmung der F3-Generation. Untersuchung erfolgte im Blaulicht bei 10 pmol/m?s.
Berechnet wurde, ob die gemessenen Hypokotyllingen unter Blaulicht-Bedingungen normalverteilt sind, um
mogliche Segregation der Mutanten hinzu WT-Phénotyp auszuschlieBen. Beprobt wurden WT, cryl/cry2 Mutante,
phyA und phyB Mutante, BIC1%Tox_1 und BIC1%Tox_2, BIC13““0x_1 und BIC13¢*0x_2.
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cryl-GFP

0 min

633 nm 458 nm 405 nm 488 nm

5 min 5 min 5 min 5 min

Abb. Anhang 4: Priifung der optimalen Lichtbedingungen fiir die Entstehung von cryl photobodies. cry!-
GFP Konstrukt aus pUGT1 Dest. iiberexprimiert in N. benthamiana. Obere Aufnahme zeigt GFP-Signal in
Blattprobe bei einer Detektion bei 488 nm und einer Emission bei 500-550 nm. Die unteren Aufnahmen erfolgten
nach einer Bestrahlung mit spezifischen Wellenldngen fiir 5 min bei unspezifischer Intensitit. Die Bestrahlung
erfolgte mit derselben Probe nacheinander.
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Abb. Anhang 5: Test auf Funktion eines polyklonalen Antikorpers gegen Cryptochrom 1.
Gesamtproteinextrakt aus 4. thaliana dunkelgewachsenen Keimlingen. Einzel-Knockout-Mutanten cryl und cry2
3 d alt. WT (Col-0) und Doppel-Knockout-Mutante cryl/cry2 4 d alt. Als primar Antikdrper wurde acryl (2009,
AG Batschauer) und als sekundérer Antikdrper aRabbit-800 verwendet. Western Blot wurde mit dem LiCOR-
System analysiert. cryl hat eine Gré8e von 77 kDa.
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