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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Viele zellbiologischen Prozesse lassen sich an Einzelzellen besser studieren als in
einem vielzelligen Organismus. So wurde der Weg des Kohlenstoffs bei der Photosynthese
mit einzelligen Algen (Scenedesmus, Chlorella) aufgeklart (Calvin und Benson 1948). Hefe-
und Bakterienzellen sind viel verwendete Objekte fiir das Studium von komplizierten
Biosynthesewegen und von intrazelluldren Signaltransduktionswegen. Will man derartige
Prozesse an Hoheren Pflanzen studieren, bieten sich Zellkulturen, vor allem Fliissigkulturen
pflanzlicher Zellen an, in denen man iiber das Medium schnellen Zugang zum intrazelluldren
Geschehen hat. In vielen Fillen werden derartige Zellkulturen zur Gewinnung pharmazeutisch
interessanter pflanzlicher Sekundirstoffe verwendet, ein Verfahren, das wunter der
Bezeichnung ,,Biokonversion* bekannt ist (Vanuden et al. 1995). Die allermeisten der bisher
etablierten Suspensionszellkulturen Hoherer Pflanzen sind jedoch heterotroph und benétigen
ausreichend Kohlenstoffquellen im Medium. Dagegen sind photoautotrophe Zellkulturen eher
selten, da sie wegen des vergleichsweisen langsamen Wachstums und einer groferen
Empfindlichkeit gegeniiber den Kulturbedingungen industriell nicht genutzt werden. Sie sind
jedoch fiir pflanzenphysiologische Untersuchungen besonders geeignet, da sie sich in
gewissem Umfang als Modellsysteme, z.B. fiir Blitter verwenden lassen. Eine besonders gut
photoautotroph wachsende Zellkultur ist die von Chenopodium rubrum (Hiisemann und Barz
1977), die auf rein anorganischem Medium unter einer CO, angereicherten Atmosphire
wichst, und in der Suspensions-Batchkultur eine einem Blatt vergleichbare Entwicklung
durchlduft (Beck und Scheibe 2003). Diese Zellkultur wird am Lehrstuhl fiir
Pflanzenphysiologie der Universitit Bayreuth seit 1979 photoautotroph gezogen, wobei es
auch mdglich ist, sie durch wenige Passagen in eine chlorophyllfreie heterotrophe Kultur
umzuwandeln. Fiir ein optimales photoautotrophes Wachstum bendtigt die Kultur eine ganz
geringe Konzentration des synthetischen Auxins 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D),
dessen physiologische Bedeutung fiir das Leben dieser Zellen vollig unbekannt ist. Weitere
Phytohormone benétigt die Zellkultur nicht, da sie diese selbst in ausreichender Menge
produziert. Vom 2,4-D ist bekannt, dass es wie ein Auxin wirkt, also sowohl einen Effekt auf
das Streckenwachstum der Zellen als auch auf die Zellteilung hat. Nicht bekannt ist, ob 2,4-D
als kiinstliches Phytohormon diese Prozesse direkt beeinflusst, oder ob seine Wirkung eine
Wechselwirkung zwischen 2,4-D und dem natiirlichen Auxin Indol-3-essigsdure (IES)
zugrunde liegt. Da die Zellkultur mittlerweise in vieler Hinsicht gut charakterisiert ist

(Hisemann und Barz 1977; Peters et al. 2000), sollte in der vorliegenden Arbeit ihre
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Abhingigkeit von 2,4-D genauer untersucht werden. Eine Moglichkeit hierzu bot sich neben
der Wachstumsanalyse in der Methode des Differential Display, wo die Aktivierung von

Genen z.B. durch Phytohormone auf der mRNA-Ebene eindeutig nachgewiesen werden kann.

1.1 Chenopodium rubrum eine photoautotrophe Zellkultur mit meristematischem
Charakter

Die Zellkultur von Chenopodium rubrum wéchst in Form von Einzelzellen und
Mikrokalli, die sich in Abhéngigkeit von der Ressourcenlage und dem Alter teilen. Die Zellen
weisen Ahnlichkeiten mit solchen aus jungen Blittern auf, die bereits photoautotroph leben,
sich dabei aber auch noch teilen konnen. Werden die Zellen in einer Suspensions-Batchkultur
gezogen, kann man in Analogie zum Wachstum einer Bakterienkultur eine lag-Phase, eine
Teilungsphase, eine stationdre und eine Alterungsphase unterscheiden. Wéhrend der
Teilungsphase und in den ersten vier Wochen der stationdren Phase lassen sich die Zellen
durch Ubertragen in frisches, Auxin-haltiges Medium erneut zur Teilung anregen. In der
Alterungsphase verlieren die Zellen ihre Teilungsfahigkeit. Es gibt also einen ,,Point of no

return“ im Leben dieser Zellen.

Dieser ,,Point of no return* markiert ein Entwicklungsstadium, bei dem der Eintritt in
die degenerative Phase fixiert wird. Frithere Untersuchungen von Peters et al. (2000) und
Fountain (2000) hatten gezeigt, dass bei der Suspensions-Batchkultur von Chenopodium
rubrum - Suspensionszellen dieser ,,Point of no return‘ bei einem Alter von ca. 60 Tagen nach
der Subkultur lag. Auch durch die Zugabe von Phytohormonen kann die Teilungsfidhigkeit der
Zellen von diesem Punkt an nicht mehr regeneriert werden. Vor Erreichen dieses ,,Point of no
return®, also in der stationdren Phase, bedurfte es der Zugabe sowohl von Cytokinin (t-
Zeatinribosid, ZR) als auch von 2,4-D um die Zellen aus der GO-Phase wieder in den
Zellzyklus zuriickzubringen. Der Zusatz von nur einem dieser Hormone war nicht

ausreichend. (Peters et al. 2000).

Der Verlauf der Suspensions-Batchkultur wurde von der Zellteilungsphase iiber die
ausgedehnte stationdre Phase bis hin zum Absterben der Zellen physiologisch gut
charakterisiert. Es zeigte sich, dass die einzelnen Stadien von den physiologischen Vorgédngen
und von ihrer Dauer her gesehen, durchaus der Entwicklung eines Blattes entsprechen (Peters

et al. 2000; Beck und Renner 1990).
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Neben ihrem meristematischen Charakter haben die Zellen der Kultur von
Chenopodium rubrum allerdings auch Ahnlichkeiten zu Mesophyllzellen: Sie besitzen
ausdifferenzierte Chloroplasten und sind somit zur photoautotrophen Lebensweise befdhigt.
Interessanterweise kommt es beim Uberschreiten des ,,Point of no return® zu typischen
Seneszenzerscheinungen, wie dem Abbau des Chlorophylls und einer Abnahme der
photosynthetischen Leistung (Peters et al. 2000). Moglicherweise handelt es sich beim Altern
der Chenopodium rubrum - Zellkultur um den Ablauf einer altersabhidngigen Seneszenz, wie

sie fur Laubblétter in unseren Breiten beschrieben wurde (Yoshida 2003).
1.2 Auxin-Biosynthese und Metabolismus der Pflanze

Die Auxin-Biosynthese erfolgt auf zwei unterschiedlichen Wegen, in Abhéngigkeit
oder unabhingig von Tryptophan. Der Weg iiber das Tryptophan ist am verbreitetsten (Ljung
2002). Die Details in der Biosyntheseroute sind taxospezifisch und sollen hier nicht im
Einzelnen erldutert werden. Interessant ist, dass beide Wege, der iiber Tryptophan und der
iiber einen Indolkorper in der gleichen Pflanze nebeneinander vorkommen kénnen, wie z.B. in
Arabidosis thaliana (Miiller et al. 1998; Miiller und Weiler 2000) und Mais (Wright et al.
1992).

Tryptophan — unabhingige IES — Biosynthesewege wurden in Protoplasten und
Tabaksprossen nachgewiesen (Sitbon et al. 2000). In diesem Fall schdtzt man, dass die
Tryptophan — abhingige IES ca. 25% der gesamten IES-Biosynthese der Pflanze betrdgt. Die
Entdeckung des Tryptophan—unabhéngigen Weges warf die Frage liber die relative Bedeutung
der beiden Biosynthesewege auf, die bis heute nicht vollig geklart ist. Einige Pflanzen, z.B.
Bohnen sowie eine Zellkultur der Mdhre, synthetisieren IES vorrangig iiber den Tryptophan—
abhingigen Weg. Dennoch wechseln die Zellen am Beginn der Embryogenese zum
Tryptophan—unabhéngigen Weg, wenn das Medium kein 2,4-D mehr enthdlt (Michalczuk et
al. 1992). Dieses Ergebnis zeigt, dass der fiir die Biosynthese der IES genutzte Weg mit der
Entwicklungsphase in Beziehung steht. Bei einigen Pflanzen ist der Tryptophan—unabhéngige
Weg der vorrangige Weg bei der IES-Produktion.

In Pflanzengeweben liegt der grofite Teil des natiirlichen Auxins in konjugierter Form
vor, die freie IES macht nur etwa 1% des gesamten Auxins aus (Park et al. 2001). In der
konjugierten Form ist IES weitestgehend vor oxidativer Decarboxylierung oder Peroxidation
geschiitzt und die Freisetzung aus den Konjugaten scheint zellphysiologisch keine grof3en

Probleme zu bereiten (Cohen und Bandurski 1978). Nach Normanly (1997) stellen IES —
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konjugierte Formen 90% der gesamten IES wéhrend des vegetativen Wachstums der Pflanzen

dar.

1.3 Physiologische Wirkung des Auxins, der Genexpression durch Auxin und die Rolle

des Auxin-Rezeptor

Syntheseorte des Auxins sind die Meristeme hauptséchlich des Sprosses, weniger auch
der Wurzel. Von dort wird es zu den Wirkorten transportiert, so dass ein starker

Konzentrationsabfall entlang der Sprof8achse resultiert.

Seit langem ist bekannt, dass Auxin das Streckungswachstum von Sprossen und
Sprossteilen fordert, aber in hoherer Konzentration besonders das Léngenwachstum von
Wurzeln und Achselknospen hemmt. Dariiber hinaus ist es ein mitogenes Signal in

Zellteilungszyklus.

Auf der molekularen Ebene ist die Frage nach dem Auxinrezeptor und einem IES-

spezifischen Signaltransduktionsweg noch weitgehend offen.

ABP1 ist ein Auxin-Rezeptor (Jones 1994; Napier et al. 2002), der sich vor allem im
Lumen des endoplasmatischen Reticulums (ER) befindet. Tian et al. (1995) wiesen auf zwei
unterschiedlichen Wegen nach, dass ABP1 IES jedoch nicht im ER bindet. Obwohl die
Hauptmenge des ABP1 dort lokalisiert ist, wurde es erwartungsgeméif auch an der Oberfléche
der Plasmamembran nachgewiesen (Diekmann et al. 1995). Es konnte gezeigt werden, dass
durch die Bindung von Auxin an ABP1 Protonen-ATPase der Plasmamembran aktiviert wird

(Riick et al. 1993).

Nur fiir diejenige ATPase, die zur Gruppe der Plasmamembran H-ATPasen (PM H'-
ATPase) gehort und die im Kern codiert sind, konnte ein Einfluss des Auxins auf die
Genexpression nachgewiesen werden. Es existieren 2 Theorien iiber die Ursachen dieses
Prozesses (Macdonald 1997; Kim et al. 2001). Beide besagen, dass das Auxin-Bindungs-
Protein (ABP1) die Zunahme der ATPase Aktivitit hervorruft.

Eine Vorstellung geht davon aus, dal das ABP unter dem Einfluss von IES eine
Verdanderung sowohl an der Hoch-Affinitéitsseite als auch der Niedrig-Affinititsseite erfahrt.
Im H+-ATPase-Molekiil gibt es eine Andock-Doméine ABP57-Docking-site (DS), die mit
einer Inhibitordoméne (ID) interagiert, wenn die DS durch das ABP besetzt ist. Als Ergebnis
dieser Interaktion wird die ID von der katalytischen Seite entfernt (Kim et al. 2001).
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Ein anderer vorgeschlagener Mechanismus: geht davon aus, dafl nach der Bindung von
IES an das ABP die Phospholipase A2 aktiviert wird (PLA — die Aktivierung dieses Proteins
durch Auxin wird im Kapitel iiber die GDSL-Lipase diskutiert). Die PLA ihrerseits aktiviert
eine Protein-Kinase, die letztendlich die ATPase aktiviert (Macdonald 1997).

AuBer iiber ABP1 scheint Auxin auch iiber ABP1-unabhdngigem Wege wirken zu
konnen (Yamagami et al. (2004).

Problemstellung und Zielsetzung

Aus dem dargestellten Zusammenhang ergab sich folgende Problemstellung fiir die
Arbeit. Wie ldsst sich der Zusammenhang zwischen Alterung und Zellteilung experimentell
untersuchen? Welche Faktoren wirken auf die Mitose und/oder Cytokinese stimulierend oder
hemmend und beeinflussen so mdglicherweise die Alterung von Zellen? Oder anders gefragt:
Gibt es exogene oder endogene Faktoren, die im Laufe des Lebens einer Zelle akkumulieren

und letztlich zum Verlust der Zellteilungsfahigkeit fiihren?

Die Induktion der Genexpression durch Auxin ist ein wichtiger Bestandteil dieser
Arbeit. AuBlerdem sollte die Genexpression durch Indolessigsdure (natiirliches Auxin) und
2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (synthetisches Auxin) verglichen werden. Gibt es ein Gen —
Spektrum, das nur durch eine der beiden Substanzen induzierbar ist? Dieses sollte im
durchgefiihrten Differential Display gekldrt werden. Ein weiterer Punkt, der in der
vorliegenden Arbeit zu untersuchen war, ist die Aufnahme des exogenen Auxins durch die
Zellen. Fiir beide Phianomene, die Gen—Induktion und Auxin—Aufnahme, sind verschiedene

Mechanismen bekannt.
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Zur Beantwortung dieser Fragen wurde die folgende experimentelle Strategie gewahlt:

1.

Ein Auxin-ELISA wurde etabliert, der den Nachweis geringster Mengen von
endogener Indolessigsdure bei gleichzeitigem Vorliegen von 2,4-D ermdglicht.

Das Genexpressionsmuster von ,,alten® und ,,jungen‘ Zellen sowie Zellen mit IES und
2,4-D-Behandlung wurde mit Hilfe der Methode des Differential Display analysiert.
Es wurden Transkripte identifiziert, die spezifisch fiir ein bestimmtes
Entwicklungsstadium der Zellen waren.

Eine cDNA-Bank von Chenopodium rubrum Zellen wurde angelegt. Aus dieser Bank
wurden cDNA-Klone ,,gefischt”, die Vollldngenklone der zu den unter 3. gefundenen
Transkripte reprédsentieren. Diese ¢cDNA-Klone wurden nach Sequenzierung néher

charakterisiert.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material
2.1.1 Pflanzenzellsuspensionskultur

Versuchsobjekt war die photoautotrophe Suspensionszellkultur von Chenopodium
rubrum, deren Entwicklung (bis ca. 90 Tage) durch 3 Phasen gekennzeichnet ist:
Teilungsphase, stationdre Phase, Alterungsphase (Peters et al. 2000). Hierbei handelt es sich
um eine urspriinglich aus Hypokotylgewebe gewonnene Zellkultur (Hiisemann und Barz
1977). Die Zellkultur wird seit 1979 am Lehrstuhl fiir Pflanzenphysiologie photoautotroph

gezogen.
2.1.2 Antikorper

Die folgenden Antikdrper wurden verwendet:

Antimaus (Rb) - RAMIG (rabbit anti-mouse immunoglobuline), Sigma (Deisenhofen)

Anti-IAA antibody 18-111-C3 (Antikorper gegen Methyl-IES aus Maus) Prof. Weiler
(Universitiat Bochum).

Anti-2,4-D antibody E2/G2 (Monoklonaler Antikérper gegen 2,4-D aus Maus)

Dr. Franek (Veterindrinstitut Brno).

2.1.3 Bakterienstamme und Vektoren

Nachfolgend werden sédmtliche verwendete Bakterienstimme mit ihren wichtigsten

genetischen Eigenschaften aufgelistet:

E. coli TOP10

Clontech, Heidelberg
Genotyp: F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZAM15 AlacXT4recAl deoR araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR) endA1 nupG

Dieser Stamm wurde von der Firma Clontech fiir die T/A Klonierung bezogen.

E. coli DH5a
Hanahan (1983) Stratagene, Heidelberg
Genotyp: supE44AlacU169 (80 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

Dieser Stamm der Firma Stratagene diente als Empfangerstamm.
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E. coli XL1-Blue

Bullock et al. (1987)
Genotyp: recAl, endAl, gyrA96, thi-1 hsdR17, supE44, relAl, lac [F’ proAB, lacl'ZAM15,
Tnl0 (Tet)]

Dieser Stamm der Firma Stratagene diente als Empfangerstamm fiir verschiedene

Klonierungen.

E. coli XL1-Blue MRF’

Jerpseth et al. (1992), Stratagene, Heidelberg
Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl, gyrA96 relAl
lac[F" proAB, lacl’lacZAM15, Tnl0(Tet")]

Dieser Stamm der Firma Stratagene diente als Empfangerstamm fiir den Uni-ZAP-
Vektor (cDNA-Bank). Weil dieser Stamm das F’-Episom enthilt, wird er fiir die /n-vivo

Excision bendtigt.

E. coli SOLR

Hay et al. (1992), Stratagene, Heidelberg

Genotyp: el4 (McrA") A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB recJ uvrC umuC ::
Tn5(kan") lac gyrA96 reldl thi-1 endA1J* ¥’ [proAB™ lacl ¢ lacZAM15] Su

Dieser Stamm der Firma Stratagene ist notwendig fiir die Vermehrung des pBluescript

Doppelstrang-Phagemids mit Hilfe von ExAssist™ Helferphagen.

E. coli M15 [pREP4]

Zamenhof und Villarero, (1972), Quiagen, Hilde

Genotyp: Nal®, Str®, Rif®, Thi-, Lac’, Ara’, Gal", Mtl", F, RecA", Uvr', Lon"

Dieser Stamm diente als Wirtsstamm fiir das Plasmid pQE-30 und wurde zur

Uberexpression der Proteine mit His6-tag (pQE-30) verwendet.

E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
Grodberg und Dunn (1988), Stratagene, Heidelberg

Genotyp: E. coli B F ompT hsdS(rg” mp’) dem” Tet" gal endA Hte [argU ileY leuW Cam']
Dieser Stamm diente als Wirtsstamm fiir das Plasmid pCal-kc und wurde zur

Uberexpression der Fusionsproteine mit Calmodulin verwendet.
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Agrobakterienstimme

LBA 4404

(Hoekema et al. 1983) Invitrogen, Karlsruhe
LBA 4404 wurde auf dem AchS5-Hintergrund konstruiert und enthélt das verkiirzte Ti-Plasmid
pAL 4404 (Deletion vom Octopin-Typ Plasmid pTiAchS5), Sm,, Rif..

Vektoren
Nachfolgend werden sdamtliche verwendeten Vektoren mit ihren Resistenz- und

Selektionseigenschaften aufgelistet.

pT-Adv (3,9Kb)

Clontech, Heidelberg

pTAdv (Ampicillin Resistenz und Selektion lac Z’) diente als Vektor zur direkten
T/A-Klonierung von PCR-Produkten ohne vorherige Aufreinigung.

PBluescript IT SK(+/-)
Short et al. (1988) Stratagene, Heidelberg
Das Plasmid Bluescript II SK(+/-) (Ampicillin Resistenz und Selektion lac Z’) wurde

fiir Klonierungen benutzt.

A-Uni-ZAP-XR (pBluescript II SK(+/-) phagemid)
Short et al. (1988) Stratagene, Heidelberg
Der Vektor A-Uni-ZAP-XR wurde zur Herstellung von cDNA-Banken benutzt.

pQE30

Bujard et al. (1987) Qiagen, Hilde

Die ExpressionsVektoren pQE-30 ermdglichen die Uberexpression von Proteinen im
E. coli Stamm M15 [pREP4]. Dieser Vektor hat eine 6xHis Tag Affinitétsstelle fiir die
Bindung mit Ni-NTA.

pCAL-kc

Simcox et al. (1995) Stratagene, Heidelberg

Der Expressions-Vektor pCAL-kc (Ampicillin  Resistenz) ermdglicht die
Uberexpression von Proteinen im E. coli Stamm BL21. Dieser Vektor hat Calmodulin-

Affinitdt fiir die Bindung an Calmodulin-Affinitdts-Harz, und eine Thrombin-Spaltstelle.
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pHannibal (accession number AJ311872)
Wesley et al. (2001), Dr. Wesley (CSIRO Plant Industry Canberra)

Das Plasmid pHannibal (Ampicillin Resistenz) ermdglicht die Klonierung von RNAi

Konstrukten.

pArt27 (accession number AJ311874)
Gleave (1992), Dr. Wesley (CSIRO Plant Industry Canberra)
Das Plasmid ist ein bindrer Vektor, der die Klonierung des RNAi-Konstrukten von

pHannibal ermdglicht; es wird fiir die Transformation von Agrobakterien verwendet.

2.1.4 Chemikalien

2,4 Dichlorphenoxyessigsédure
Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma, Deisenhofen
GibcoBRL, Karlsruhe

Sigma Deisenhofen

Antibiotika Ampicillin Duchefa, Haarlem, Niederlande
Cefotaxim Sigma, Deisenhofen
Chloramphenicol Fluka, Steinheim
Kanamycin Sigma, Deisenhofen
Rifampicin Duchefa, Haarlem, Niederlande
Spectinomycin Duchefa, Haarlem, Niederlande
Streptomycin Duchefa, Haarlem, Niederlande
Tetracyclin Sigma, Deisenhofen

Borsiure Merck, Darmstadt

Bromphenolblau Serva, Heidelberg

BSA Sigma, Deisenhofen

Chloroform Merck, Darmstadt

Diethanolamin Sigma, Deisenhofen

Dimethylformamid Sigma, Deisenhofen

EDTA Sigma, Deisenhofen

Ethanol Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe

Glycin

Biomol, Hamburg
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HYB-9 Hybridisierungsldsung BioZym, Oldendorf
Indolessigsdure Sigma, Deisenhofen
Indolessigsduremethylester Sigma, Deisenhofen
IPTG Roth, Karlsruhe
Methanol Merck, Darmstadt
MOPS Sigma, Deisenhofen
NaHCO; Merck, Darmstadt
N-Nitroso-toluol-4-sulfomethylamid Fluka, Neu-Ulm
Pepton (tryptisch verdaut) GibcoBRL, Karlsruhe

Roti-Phenol/Chloroform (wassergesittigt) Roth, Karlsruhe

SDS AppliChem, Darmstadt
TEMED Roth, Karlsruhe

Tris ICN, Eschwege

X-Gal Roth, Karlsruhe
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt
p-Nitrophenyl-phosphat Sigma, Deisenhofen

Hier nicht aufgefiihrte allgemeine Chemikalien wurden von den Firmen Roth
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), GibcoBRL (Karlsruhe), Fluka (Neu-Ulm) und Sigma

(Deisenhofen) bezogen.
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2.1.5 Puffer und Losungen

10 X MOPS 0,2M MOPS
0,05 M Natriumacetat
0,01 M EDTA
pH 7,0 mit 10 N NaOH
20 x SSC 3,0M NacCl
0,3M Natriumcitrat
pH 7,0 mit HCI
5x TBE 0,45 M Tris/HCI, pH 8,8
0,45M Borsaure
0,01 M EDTA
Waschpuffer-1 2 x SSC/0,5% (w/v) SDS

Waschpuffer-2

0,5 x SSC / 0,1% (w/v) SDS

Waschpuffer-3

0,2 x SSC/ 0,1% (w/v) SDS

20 x TBS + Tween
Fir Protein - Protokoll

IM

Tris

3M

EDTA

pH 7,8 mit HCI

1% Tween 20
TBS (fiir ELISA) 50 mM Tris-HCI
Lagerung bei 4°C

150 mM NaCl

1 mM MgCl,

pH 7,8 mit 12 M HCl

TBS + Tween (fiir ELISA)

0,05%

Tween 20
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TBS-Gelatine (fiir ELISA)
Lagerung bei 4°C

0,1 % (w/v) | Gelatine

0,05% NaNj3

Diethanolamin-Puffer (DEA)

1M Diethanolamin

0,5mM | MgCl

pH 9,8 mit 12 M HCl

Natriumcarbonat Puffer
Lagerung bei 4°C

50 mM NaHCO;

pH 9,6 mit 12 M NaOH

RNA-Denaturierungspuffer

1,78 ml Formaldehyd (37%)

5,0 ml Formamid (deionisiert)

0,5 ml 10 x MOPS

2,72 ml H,0 deionisiert.

5 x Protein-Beladungspuffer
fiir SDS-Gele

15 % (v/v) | B-Mercaptoethanol

15 % (w/v) | SDS

1,5 % (w/v) | Bromphenolblau

50 % (v/v) | Glycerin

Laufpuffer fiir SDS-PAGE (pH 8,5)

0,025 M Tris/HCl

0,2M Glycin

0,1 % (w/v) | SDS
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2.1.6

Hybond N*
Whatman 3MM

Nylon Transfermembrane Biodyne A

2.1.7

2.1.8

2.19

Filter und Membranen

Radiochemikalien

[a-**P] d-ATP 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml
[a->*P] d-ATP 800 Ci/mmol, 10 mCi/ml

[y-*P] ATP, 6000 Ci/mmol, 10 mCi/ml

[a->*P] d-CTP 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml

Amersham Pharmacia, Freiburg
Schleicher & Schuell, Dassel

Pall GmbH, Dreieich

NEN, Kéln
NEN, Kéln
NEN, Kéln
NEN, Kéln

[2-"*C] B- Indolessigsdure 40 Ci/mmol, 0,ImCi/ml ~ ARC, St. Louis (USA)
L-[*°S ] - Methionine 1175 Ci/mmol 10mCi/ml NEN, Kéln

Fotomaterialien

Hyperfilm™ MP 30x40 cm
Hypercassette™ 30x40
Hyperscreen™ 30x40

BioMax Cassette 35x45

BioMax MS Film (Kodak)

BioMax TranScreen-HE (Kodak)
GBX Entwickler und Fixierer (Kodak)

Molekularbiologische Kits

cDNA Synthesis Kit

Affinity” Protein Expression and
Purification System
AdvanTAge™ PCR Cloning Kit
QIAprep” Spin Miniprep Kit
HiSpeed™ Plasmid Midi Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit

Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
NEN, Kéln
NEN, Koln
NEN, Koéln

Sigma, Deisenhofen

Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg

Clontech, Heidelberg
Qiagen, Hilde
Qiagen, Hilde
Qiagen, Hilde
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2.1.10

2111

Ni-NTA Spin Kit

RNeasy®™ Plant Mini Kit

Dynabeads® mRNA Purification Kit
Hybaid Recovery™ Rybolyser Kit- Green
Serva Silver Staining Kit

Radprimer DNA Labeling System Kit
Roth Random Primer Kit A

Quantum Prep Freeze ‘N Squeeze DNA
Smart™ RACE cDNA Amplification Kit

Enzyme

T4 DNA Ligase (EC: 6.5.1.1)
Alkalische Phosphatase (EC: 3.1.3.1)
DNase [ (EC: 3.1.21.1)

Reverse Transkriptase (EC: 2.7.7.49)

Klenow-Polymerase
Lysozym

RNase A
Taq DNA Polymerase (EC: 2.7.7.7)

Restriktionsendonucleasen Typ 11

Gerite

Qiagen, Hilde

Qiagen, Hilde

Dynal, Hamburg

Hybaid, Ulm

Serva, Heidelberg
GibcoBRL, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen
Clontech, Heidelberg

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Qiagen, Hilde

Clontech, Heidelberg
GibcoBRL, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Qiagen, Hilde

Boehringer, Mannheim
GibcoBRL, Karlsruhe
Qiagen, Hilde

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
NEB, Frankfurt am Main

PCR Gerite — Thermocycler Modell PTC-100™®, NJ Research Waterhan, USA

Rybolyser, Hybaid, Ulm

ELISA Reader- Power Wave x 340 Bio-Tek Instruments, INC., USA
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2.1.12 Software und Internet-Datenbank

BlastN, BlastP und BlastX (Altschul et al. 1990, 1997; Gish und States 1993; Madden
et al. 1996; Zhang und Madden 1997); http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST.

W?H (Version 4, 2001)

Die Entwicklung von W?H begann 1996 durch Martin Senger am DKFZ (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Deutschland) und wird seit 1997 in einem
gemeinschaftlichen Projekt zwischen DKFZ und EMBL-EBI von Peter Ernst und Martin
Senger fortgefiihrt. Das W?H enthielt das Software-Paket der 'University of Wisconsin
Genetics Computer Group“ (GCG) Version 9.1 (Devereux et al. 1984), damit wurden die

Sequenzen vorbereitet und analysiert

http://www.cbs.dtu.dk/services/ Center for Biological Sequence Analysis
http://www.expasy.ch/ Molecular Biology Server
http://www.ebi.ac.uk/index.html =~ The European Bioinformatics Institute

KC4- Keneticalc for Windows ELISA-Readprogram

2.2 Methoden
2.2.1 Anzucht und Ernte der Suspensionskulturzellen von Chenopodium rubrum

2.2.1.1 Photoautotrophe Zellkultur

Die Anzucht der Zellen erfolgte in einer Suspensions-Batchkultur in zweistockigen
Kolben (Abb. 48) im Kohlenhydrat-freien Murashige und Skoog-Medium (MS-Medium,
Murashige und Skoog 1962). Dabei befindet sich das MS-Medium im oberen Teil und 50 ml
Carbonat/ Hydrogencarbonatpuffer im unteren Teil des Doppelstdckers, um langfristig eine
fiir die Photosynthese ausreichende CO,-Konzentration zu gewéhrleisten (Ziegler und Scheibe

1989; Peters et al. 2000).

Eine photoautotrophe Stammkultur von Chenopodium rubrum L., wie von Hiisemann
und Barz (1977) beschrieben, wuchs in einem von diesen Autoren verwendeten Murashige-
Skoog-Ndhrmedium heran. 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D / 0,1 uM) war das einzige
Phytohormon, das dem Medium hinzugefiigt wurde. Die Zellen wuchsen autotroph in
Suspensions-Batchkulturen von 30 ml im oberen Sockwerk der Kolben, unter einer zu Beginn

der Kultur 1%igen CO,-Atmosphire.
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Der Licht-Dunkelrhythmus betrug 16:8 Stunden. Belichtet wurde mit Weillicht von
Leuchtstoffrohren (Osram L40W/20S kithles WeiB) (160 pmol m? s™). Die Temperatur
betrug am Tag 28°C, in der Dunkelphase 25°C. Fiir die Erhaltung und Vermehrung der
Zellsuspension wurde alle 4 Wochen subkultiviert (2 ml Inoculum in 30 ml frisches Medium).
Die Zellsuspension wurden auf einem Rotationsschiittler bei 110 U/min geschiittelt (Ziegler

und Scheibe 1989; Peters et al. 2000).
2.2.1.2 Ernte der Chenopodium rubrum-Zellen

Zur Ernte der Zellen wurden Glasfritten verwendet, wobei das Nahrmedium vorsichtig
mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt wurde; dann wurde 3 mal mit 10 ml bideionisiertem
Wasser gewaschen. Verbleibendes Medium zwischen den Zellen wurde dadurch weitest-
gehend durch Wasser ersetzt. Nach dem vollstindigen Abtropfen wurde noch 1 Minute lang
weiter gesaugt und das Vakuum weitere 2 Minuten gehalten. Die gepackten Zellen wurden in
fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Entweder wurde das Material dann gleich weiter verarbeitet,

oder bei —80 C gelagert.
2.2.1.3 Behandlung der Zellkultur

Fiir die Behandlung mit Phytohormonen wurde das Zellmaterial mehrerer gleich alter
Suspensions-Batchkulturen vereinigt, gut vermischt und fiir die Experimente wieder

portioniert.

2.2.2 Messung des zellinternen Auxinspiegels in einer Suspensions-Batchkultur von

Chenopodium rubrum

Grundlage fiir die Bestimmung der IES-Konzentration war die ELISA-Methode nach
Weiler (1986). Da bei diesem Verfahren bei der Extraktion der Auxine aber ein sehr hoher
Verlust auftrat, wurde zunédchst nach einer fiir die Suspensionskulturzellen effizienteren
Extraktions- und Reinigungsmethode gesucht. Das optimierte Verfahren ist im Tabelle 1 dem

Verfahren von Weiler (1986) gegeniiber gestellt.

Zur Optimierung der Extraktionsschritte wurde die jeweilige Ausbeute mit markierter

IES ([2-'*C] B-Indolessigsdure 40 Ci/mmol, 0,1mCi/ml) bestimmt.
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Tabelle 1: Vergleich der IES-Bestimmungsverfahren mit Chenopodium rubrum-

Suspensonskulturzellen nach der Methode von Weiler und nach Optimierung.

Nach Weiler (1986) Optimiertes Verfahren

1 Zermorsen des Zellmaterials (2 g FW) mit | Zermorsen des Zellmaterials (2 g FW) mit
flissigem Stickstoff, evtl. mit Quarzsand; | fliissigem Stickstoff, evtl. mit Quarzsand,
mit 70%igem Methanol (ca. 20 ml)|mit 90%igem Methanol (ca. 20 ml)
aufnehmen. aufnehmen.

2 4 Stunden bei 4°C im Dunkeln schiitteln.

3 Bei 25000g 30 min zentrifugieren

4 Den Uberstand auf eine Cs-Kartusche |Den Uberstand auf eine C;s-Kartusche
(mit 70%igem Methanol vorequilibriert) | (mit 90%igem Methanol vorequilibriert)
auftragen. auftragen.

Die Séule mit 1 ml 70%igem Die Saule mit 1 ml 90%igem Methanol
Methanol nachspiilen und das Eluat mit | nachspilen und das Eluat mit dem
dem Durchfluss vereinigen. Durchfluss vereinigen.

5 Das vereinigte Eluat mit 2%iger|Das vereinigte Eluat bis zur wassrigen
Essigsdure verdiinnen bis eine 30% |Phase einengen. Mit bideionisiertem
methanolische Losung vorliegt Wasser aufnehmen und auf 0.8%

Essigsaure einstellen

6 Die Losung erneut auf eine C18-|Die Lésung erneut auf eine C18-
Kartusche (mit 30%iger Methanol | Kartusche (mit bideionisierte Wasser
vorequilibriert) auftragen; mit ca. 3 ml|vorequilibriert) auftragen; mit ca. 3 ml
30% Methanol nachwaschen. bideionisiertem Wasser nachwaschen

7 Kartusche mit Methanol (ca. 3 ml|Kartusche mit ca. 3 ml 100%igem
100%igen) und 6 ml Ethylacetat eluieren | Methanol eluieren

8 Eluat zur Trockne einengen

9 Mit wenig Methanol (50-100ul) 16sen, methylieren *(Diazomethan 100ul 20 min);
anschlieBend bei max. 40°C zur Trockne einengen.

10 | Mit 100-200 pl Methanol (100%) 16sen und mit TBS auf 1ml auffiillen.

Ausbeute 30% 91%

*[ES wird in seinen Methylester umgewandelt, und dadurch fiir die Reaktion mit dem

Antikorper stabilisiert.




Material und Methoden 19

Tabelle 2: Wiederfindungsrate von [2-'*C] B-Indolessigsdure beim urspriinglichen und

optimierten Ansatz

Extraktionsschritt Wiederfindungsrate in %
Nach Weiler (1986) | Optimiertes Verfahren |Optimiertes Verfahren
Extraktion mit Extraktion mit Extraktion mit
70% Methanol 70% Methanol 90% Methanol
Extraktion 98 98 98
Erste Sdulenchro- 68 89 97
matographie*
Zweite Sdulenchro- 34 82 94
matographie**
Ausbeute 30 73 91

*Die erste Sdulenchromatographie wird mit Methanol der gleichen Konzentration, wie zur
Extraktion verwendet, durchgefiihrt.
**Fiir die zweite Saulenchromatographie wird die Sdule nach Weiler mit 30% Methanol, im

optimierten Verfahren aber nur mit H,O equilibriert.

2.2.2.1 Auxin-Extraktion

Die geernteten Chenopodium rubrum-Zellen (2 g Frischgewicht) wurden in fliissigem
Stickstoff unter Zusatz von etwas Quarzsand im Morser zerkleinert. Das Material wurde in 20
ml 90% Methanol aufgenommen und im Dunkeln bei 4°C 4 h lang auf einem Schiittler
extrahiert. Danach wurde 30 Minuten lang bei 25000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf
eine mit 90%igem Methanol vorequilibrierten C18-Kartusche aufgetragen (Baker spe
Octadecyl 7020-07), und mit 1 ml 90% Methanol eluiert. Das Methanol wurde am
Rotationsverdampfer abgezogen und der Riickstand in 0,8% Essigsdure geldst. Aus dieser
Losung wurde das Auxin durch Passieren einer weiteren mit bideionisiertem Wasser
equilibrieten C18 Kartusche extrahiert. Nach der Elution mit 3 ml absolutem Methanol wurde
der Riickstand am Rotationsverdampfer getrocknet, in 100 pl absolutem Methanol
aufgenommen und bei 20°C 20 Minuten lang mit 100 pl Diazomethan methyliert (siche
2.2.2.2). Die Losung wurde bei 40°C im Rotationsverdampfer getrocknet, der Riickstand in
200 pl absolutem Methanol gelost und mit 800 ul TBS verdiinnt. Die interne Standardisierung
des gesamten Extraktionverfahrens mit authentischem '*C-markierten Auxin ergab eine

Wiederfindungsrate von 91%.
2.2.2.2 Herstellung von Diazomethan (De Boer und Backer 1954)

Zur Methylierung der IES wurde etherische Diazomethanldsung verwendet.
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Diazomethan ist ein leichtfliichtiges, hochreaktives Gas, das selbst hergestellt wurde
(Abb. 1). Ein 500 ml Kolben mit 50 ml Ethanol, 10 g KOH und 15 ml H,O (Losung B)
wurde bei 60°C in einem Wasserbad temperiert und mit N, begast. Eine Losung von 43g N-
Nitroso-toluol-4-sulfomethylamid in 250 ml Ether (Lésung A) wurde langsam durch einen
Tropftrichter in den Kolben gegeben. Das entstandene Diazomethan wurde iiber eine gekiihlte
Destillationsbriicke in einem Eis gekiihlten Kolben in 100 ml Ether (Losung C) aufgefangen.
(Abb. 1). Nicht im Ether absorbiertes Diazomethan wurde in einem weiteren gekiihlten
Kolben mit Ether (Losung D) und schlieBlich in einem weiteren Gefdl mit H,O und
Essigsdure (Losung E) aufgefangen. Zum verbleibenden Reaktionsansatz wurde Essigsdure
hinzugetropft, um das restliche Reagenz zu Methylacetat umzusetzen. Dadurch wurde die

Reaktion gestoppt und noch vorhandenes Diazomethan abreagiert.

1

Kihlung
Kihlung

Wasserbad x
N, 60°C C D E

Abb. 1: Schema fiir die Herstellung der etherischen Diazomethanldsung.
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2.2.2.3 Quantifizierung von Auxin mittels ELISA

Methyliertes Auxin wurde in einem ELISA mit monoclonalen Antikérpern Anti-IAA-
Antibody 18-1II-C3 (Mertens et al. 1985) (Primirantikdrper) bestimmt. Dazu wurde die
Mikrotiterplatte zuerst mit dem Sekundirantikorper (Kaninchen-antimouse 0,025 mg/ml in
Natriumcarbonat Puffer) 16 h lang bei 4°C beschichtet, mit 0,05% TBS-Tween 20 gewaschen
und mit BSA (0,5 mg/ml BSA in TBS) 1 h lang bei Raumtemperatur blockiert. Die
Mikrotiterplatte wurde noch einmal mit TBS-Tween 20 gewaschen und dann mit
Primérantikorpern (0,05 mg/ml Natriumcarbonatpuffer) 24 h lang bei 4°C beschichtet. Nach
dem Waschen mit TBS-Tween wurden 100 pl der Probe oder Standardlésung und 100 pl
Antigen-Enzym-Komplex (IES-AP-Konjugat siche 2.2.2.4) IES-AP TBS-0,1%Gelatine in
eine Verdiinnung 1:2000 mit Hilfe der Transferplatte hinzugefiigt und 4 h lang bei 4°C
inkubiert. Nach dem Waschen wurde das gebundene IES-AP mit p-Nitrophenyl-phosphat
(1mg/ml DEA) detektiert. Nach 1 bis 1,5 h bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 405

nm gemessen. Alle Schritte wurden im Dunkeln durchgefiihrt.
2.2.2.4  Synthese von IES-AP

Die Kopplung der IES an die alkalische Phosphatase (AP) erfolgte mittels der
Carbodiimid-Methode (Weiler et al. 1981). Dabei wird die IES iiber ihre Carboxyl-Gruppe an
Amino-Reste des Enzyms gebunden. Fiir die Synthese von IES-AP wurden folgende

Losungen benétigt:

1-. IES-EDC Losung

IES (5,71umol) wurde in 0,25 ml Dimethylformamid (DMF) geldst und mit einer Losung von
1 mg 1-Ethyl-3-(3 Dimethylaminopropyl) Carbodiimide (EDC) in 0,25 ml 0,2 M Trispuffer
(pH 5,5) versetzt. Das Gemisch wurde 10-15 Minuten lang bei Raumtemperatur geriihrt.

2-. AP-Tris Losung
50 pl Alkalische Phosphatase (AP fiir ELISA, Boehringer Mannheim) wurden mit 0,25 ml
Trispuffer (0,2 M pH 5,5) verdiinnt.

Die IES-EDC Losung wurde in drei 100 pl Portionen in Intervallen von 10-15

Minuten zur AP-Tris Losung hinzugegeben und danach 4 h lang bei Raumtemperatur geriihrt.

Nach der Synthese wurde die AP-IES-Losung mit Centricon YM-50-Filtern
konzentriert und 6 mal mit TBS-Puffer nachgewaschen. 1 pul AP-IES wurde in 20 pl 50 mM
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NaHCO; pipettiert und 10 pl davon auf 1 ml mit NaHCO; verdiinnt. Daraus wurden in 10er
Schritten mit jeweils 100 pl 4 weitere Verdiinnungen hergestellt. Bei jedem
Verdiinnungsschritt wurden 100 pl zu 0,5 ml Phosphatasesubstrat Diethanolamin-Puffer
(DEA) (pNPP 1 mg/ ml) gegeben. Die Aktivitdt der AP wurde bei 405 nm gemessen. IES-AP

wurde mit Glycerin 1:1 verdiinnt und bei -20°C aufbewabhrt.

Transferplatte

Die Transferplatte ist eine Mikrotiterplatte in U-Form mit einer Gummi-Dichtung.
Alle Komponenten von der Transferplatte werden durch Schleudern auf die mit Antikdrpern

beschichtete Mikrotiterplatte tibertragen.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Als Standard wurde folgender Reaktionsansatz benutzt:

x pul DNA-Matrize (Template 1 - 10 ng)
5,0 ul 10x PCR-Puffer

1,0 pl dNTPs [10 uM]

1,0 pl sense Primer (+Strang) [10 pmol]

1,0 pl antisense Primer (- Strang) [10 pmol]
0,1 bis 1 U/50 pl Taq-DNA Polymerase

H,0 ad 50 pl

Das Aufschmelzen der DNA erfolgte bei 94°C (anfinglich 1-3 Minuten lang, im
Zyklus jeweils 1 Minute lang). Die Anlagerung der Primer erfolgte nach dem Abkiihlen (2
Minuten) bei X°C (X ist die optimale Temperatur fiir die Primerbindung) und noch einmal
nach weiteren 1,5 Minuten bei 72°C fiir die Verldngerung der DNA durch die Aktivitit der
Taq-DNA Polymerase Jeder Zyklus dauerte 4,5 bis 5 Minuten. Am Ende der Reaktion wurde

die Temperatur von 72°C 10 Minuten lang gehalten, um die Syntheseschritte abzuschlieen.

2.2.3.2 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase

Zur Ligation von DNA-Fragmenten in geeignete Vektoren wurde gewohnlich der

folgende Ansatz benutzt.
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x ul DNA-Insert (150 ng)
1,0 ul Vektor (50 ng)

1,0 pl T4-DNA-Ligase

1,0 pl 10x Ligations-Puffer
H,0 ad 10 pl

Bei der Ligation eines Vektors mit einer Insert-DNA sollte das molare Verhiltnis 1:3

(Vektor zu DNA) betragen.

Die Ligation erfolgte iiber Nacht bei 16°C, danach wurde sie 1 Stunde bei
Raumtemperatur und anschlieBend 1 Stunde bei 37°C fortgesetzt, um die Aktivitéit der Ligase

zu erhohen.
2.2.3.3 T/A Klonierung

Die T/A Klonierung ist die Verkniipfung des Vektors pT-Adv mit einem PCR-
Produkt.

Die direkte Ligation ist moglich, weil wadhrend der PCR durch die Terminale
Transferase-Aktivitit der Tag-Polymerase ein einzelnes Desoxyadenosin an das 3’-Ende aller
Amplifikate angehiingt wird. Unter Verwendung der 3°-Thymidin-Uberhinge des Vektors pT-

Adv konnte die Ligation ohne weitere Zwischenschritte durchgefiihrt werden.
2.2.3.4 Transformation
Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Fir eine Transformation wurden 100-150 pl einer chemokompetenten
Bakteriensuspension im Eis aufgetaut. Vom Ligationsansatz wurden 1-10 ul mit den
Bakterienzellen vermischt und 30 Minuten lang auf Eis inkubiert. AnschlieBend unterwarf
man die Zellen fiir 60-90 s einem Hitzeschock bei 42°C und brachte sie dann wieder fiir 2
Minuten auf Eis. Nach Zugabe des 250 pl LB-Mediums wurde der Transformationsansatz
eine Stunde lang bei 37°C geschiittelt (225 rpm) und dann auf entsprechende Antibiotika-
haltige Platten ausplattiert (z. B. LB-Amp., X-Gal-IPTG-Agarplatten). Die Platten wurden
iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
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Transformation von Agrobakterium

Die Transformation von Agrobakterien erfolgte nach der Vorschrift von Hofgen und
Willmitzer (1988). Zu den auf Eis aufgetauten transformationskompetenten Agrobakterium-
Zellen (250 pl) wurde 0,5-1 pg Plasmid-DNA gegeben, 5 Minuten auf Eis inkubiert, danach
wieder 5 Minuten in fliissigem Stickstoff (-196°C) eingefroren und anschlieBend bei 37°C
inkubiert.

2.2.3.5 Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Uberpriifung der Klonierung, zur Sequenzierung und zur Sondenherstellung
wurden Plasmide mit Hilfe des QIAprep”™ Spin Miniprep Kit in 3 ml Bakterienkultur (mit dem
entsprechenden Antibiotikum) kloniert und dann, wie im Protokoll von Qlagen beschrieben,

isoliert.
2.2.3.6 Isolierung der Plasmid-DNA aus Agrobakterium

Die Agrobakterien wurden in 3 ml YEB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum 36 Stunden lang bei 28°C angezogen und dann abzentrifugiert. Die Bakterien
wurden in 100 pl Resuspendierungspuffer (50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10
mM Na,EDTA) aufgenommen. Die Zellwinde wurden durch Zugabe von 20ul
Lysozymlosung (20 mg / ml frisch hergestellt) und nach 30miniitiger Inkubation bei 37°C
aufgebrochen. Die vollstindige Lyse der Bakterienzellen erfolgte dann durch Zugabe von 200
pl alkalischer SDS-Losung (0,2 N NaOH; 1 % (w/v) SDS). Nach einer Inkubationszeit von 5
Minuten bei 25°C wurden Proteine und Zellbruchstiicke nach Zugabe von 50ul Phenollsung
(vorequilibriert mit 2 Volumina Lysierungspuffer) und 200 pl Neutralisierungspuffer
(Natriumacetat 3 M, pH 5,2) ausgefdllt und abzentrifugiert (5 min; 21000g). Zur DNA-
Reinigung wurde die wissrigen Phase mit Chloroform extrahiert, bevor die DNA durch
Zugabe von 0,7 Vol. Isopropanol 15 Minuten lang prézipitiert wurde. Das Préizipitat wurde
durch Zentrifugation bei 21000 g (40 Minuten bei 18°C) gesammelt, mit 70%igem Ethanol
gewaschen und in 30 pl H,O aufgenommen. Da im Agrobakterium nur eine geringe Menge
von Plasmid-DNA gebildet wird und es sehr schwierig ist, diese nachzuweisen, wurde die
Plasmid-DNA wiederum in E. coli-Zellen transformiert und konnte nun nachgewiesen

werden.
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2.2.3.7 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen vom Typ Il

Die gezielte Spaltung von DNA wurde fiir die Klonierung und Kontrolle
verschiedener Klonierungsschritte eingesetzt. Die Effizienz einer Restriktionsspaltung ist
abhingig von den Reaktionsbedingungen. Fiir jede Restriktionsendonuklease gibt es eine

optimale Temperatur und einen entsprechenden Puffer.

RoutinemiBig wurde folgender Restriktionsansatz mit einem Volumen von 20 pl

benutzt:

x ul DNA-Template (< 2,0 ng)

1 ul von jeder notwendigen Restriktionsendonuklease vom Typ II (2U/ pg DNA)
2 ul Puffer (manchmal war die doppelte Salzkonzentration, also 4ul notwendig)
H,0 ad 20 pl

Der Verdau wurde bei entsprechender Temperatur 1 Stunde lang durchgefiihrt und die

Reaktion durch Agarosegelelektrophorese kontrolliert.

2.2.3.8 Agarosegelelektrophorese von DNA und Extraktion von Fragmenten aus den

Gelen

Agarosegelelektrophoresen wurden in Flachbettkammern mit Volumina zwischen 50
ml und 100 ml durchgefiihrt. Die Konzentration der Gele lag je nach GréBe der zu trennenden
DNA-Fragmente zwischen 0,8% und 2,0% Agarose. Zur Herstellung des Agarosegels wurde
Agarose in 1XxTBS bei 100°C geldst und dann langsam abgekiihlt. Bei einer Temperatur von
ca. 55°C wurde Ethidiumbromid (Endkonzentration 1 pg/ml) dazugegeben, die Gellosung in

die Kammer gegossen und aushértengelassen.

Als DNA-Marker wurden GeneRuler' ™ 100bp und 1kb DNA Ladder (MBI Fermentas,
St.Leon-Rot) verwendet. Nach der Elektrophorese (bei 70-100 V, 1 bis 2 Stunde lang) wurde
die gewiinschte Bande aus dem Gel ausgeschnitten und je nach weiterer Verwendung
entsprechend dem Protokoll der Hersteller mit QIAquick® Gel Extraction Kit oder mit
Quantum Prep” Freeze ‘N Squeeze DNA extrahiert.

2.2.3.9 Extraktion von Gesamt-RNA und mRNA aus den Zellen

Gesamt-RNA
Die Extraktion der Gesamt-RNA wurde je nach Verwendungszweck der RNA nach

zwei verschiedenen Methoden durchgefiihrt.
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2.2.3.10 RNA-Extraktion mit Hybaid RiboLyser Kit-Green

Der Kit enthielt folgende Komponenten:

Hybaid RiboLyser Matrix (die Matrix besteht aus Silikat und Keramik)

Reagenz A (Chaotropic RNA Stabilising, (eine Anderung des Reagenz von Cheung et al.
1994)

Reagenz B (Phenol Acid Reagent GREEN)

Reagenz C (Chloroform-Isoamyl-Alcohol GREEN)

Reagenz D (DEPC- treated Isopropanol Precipitation Solution GREEN

Reagenz E (Salt/Ethanol Wash Solution GREEN)

Durch das Ribolyser Gerit ist die Extraktion des Materials ohne Morsern moglich. Die
mitgelieferte Hybaid RiboLyser Matrix (die die vollstindige Lyse der Zellen in 20 bis 120
Sekunden erméglicht) wurde nach Zugabe von Reagenz A, B und C 10 Minuten lang im Eis
gekiihlt. Danach wurde das Zellmaterial (500 mg) im RiboLyser 40 Sekunden lang auf Stufe 6
behandelt und anschlieBend wieder 10 Minuten gekiihlt. Nach der Zentrifugation (16000 x g
15 Minuten, 4°C) wurde die obere Phase vorsichtig in ein steriles 1,5 ml Mikroreaktionsgefal
tiberfiihrt und 300 pl Reagenz C zugegeben. Nach griindlicher Durchmischung wurde die
Probe 5 Minuten lang auf Eis gestellt und anschlieend bei maximaler Geschwindigkeit 2
Minuten lang zentrifugiert. Durch Zusatz von Reagenz D wurde die RNA aus dem Uberstand
prazipiert. Der durch Zentrifugation gewonnene Niederschlag wurde 2 mal mit Reagenz E

gewaschen und in 100 pl DEPC Wasser gelost.
2.2.3.11 RNA Extraktion mit RNeasy Mini Kit

Der Kit enthilt folgende Komponenten:
Puffer RLT (Lysispuffer)

Puffer RW1 (Waschpufter)

Puffer RPE (Waschpuffer)
RNeasy-SauleRneasy-QIAshredder Spinséaule

Das RNeasy Verfahren ist eine neuere Methode zur Isolierung von RNA. Sie
kombiniert die selektiven Bindungseigenschaften einer Silicagel-Membran mit der

Mikrozentrifugationstechnik. Das spezielle Hochsalz-Puffersystem ermdoglicht die Bindung
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von bis zu 100 pg RNA an die RNeasy Silicagel-Membran. Die Isolierung wurde nach der
Vorschrift der Hersteller durchgefiihrt.

2.2.3.12 mRNA Extraktion mit mRNA Direct™ Micro Sample Kit

Die Methode basiert auf mit Oligo (dT),s magnetisch geladenen Partikeln von
DYNABEADS. Die mRNA wurde aus der Gesamt-RNA unter Verwendung des
"DYNABEADS® mRNA Purification Kits” isoliert. Die Gesamt-RNA-Losung wurde 2
Minuten lang bei 65°C erhitzt und zu 1 mg (200 pl Original Suspension) Dynabeads® Oligo
(dT),s Partikeln (in 2 x Bindepuffer vorequilibriert) gegeben. Dann wurde bei
Raumtemperatur 4 Minuten lang hybridisiert. Der Ansatz wurde in einen magnetischen
ReaktionsgefiBstinder gestellt und der sich bildende Uberstand entfernt. Die mit der mRNA
beladenen magnetischen Partikel wurden anschlieend zweimal mit je 200 pul Waschpuffer
gewaschene, mit 10 pl Elutionspuffer versetzt und 2 Minuten lang auf 65°C erhitzt. Die

abgetrennte mRNA-Ldsung konnte abpipettiert werden.

Die Northern Blot-Hybridisierung wurde nach dem Protokoll des Kit Radprimer DNA
Labeling Systems GibcoBRL (Karlsruhe) mit [a->*P] d-ATP und [a-*"P] d-CTP durchgefiihrt.

2.2.3.13 Differential Display von RNA

Das Differential Display (DD) ist ein Verfahren fiir die Identifizierung der Gen-
Expression (meist in Abhidngigkeit von einer spezifischen Behandlung), und wurde von Liang
und Pardee (1992) erstmalig beschrieben. Das gesamte Verfahren teilt sich in zwei

umfangreiche Teile: 1. Identifizierung und 2. Anreicherung (Amplifizierung).

Auffinden der exprimierten Gene
Reverse Transkription der RNA fur Differential Display
Die RNA fiir die reverse Transkription wurde nach dem RNeasy-Protokoll gewonnen.
Zusitzlich wurde eine DNasel-Behandlung durchgefiihrt. Dieser Schritt ist notwendig, um
alle Spuren von DNA von der Transkription zu entfernen. Fiir die reverse Transkription
wurden 0,4 pg RNA von jeder Probe entnommen und die Reaktion, wie unten beschrieben,

durchgefiihrt.

Reaktionsansatz fiir die reverse Transkription
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0,4 ng RNA
1,0 ul Oligo dT;; VN [20 uM]
2,0 ul dNTPs [200 uM]
4,0 ul 5x Reaktionspuffer
2,0 ul DTT [0,1 M]
H,O ad 19 ul

Der Reaktionsansatz wurde 5 Minuten lang bei 65°C und dann 60 Minuten lang bei
37°C inkubiert und nach weiteren 10 Minuten bei 37°C wurden 0,5 ul reverse Transkriptase
(200 U/ul) und 0,501 RNA-Guard-Ribonuklease Inhibitor (GibcoBRL, Karlsruhe)
dazugegeben. Zum Schluss wurde der Ansatz 5 Minuten lang zur Inaktivierung der

Transkriptase auf 95°C erhitzt.

Differential Display-PCR
Die DD-PCR ist fiir die Markierung (I**P-]) und spatere Differenzierung von

verschiedenen Genfragmenten notwendig. Die PCR wurde mit folgendem Reaktionsansatz

durchgefiihrt.
2,0 ul cDNA (aus der reversen Transkription)
2,0 ul 10x PCR-Puffer
2,0 ul dNTPs [40 uM]
2,0 ul Arbitrary-Primer [2 uM]

0,75 ul Oligo-dT-Primer [20uM]

0,625 ul  [**P-]0ligo-dT-Primer (2,2 uCi) (siche Herstellung des [**P-]Oligo-dT-Primers)
9,125 ul DEPC-H,O

1,5 ul Tag-DNA Polymerase (10 U/ul)

Arbitrary-Primer

A01 5> CAGGCCCTTC ¥
A2 5" TGCCGAGCTG 3°
A3 5> AGTCAGCCAC ¥

Oligo-dT-pRIMER

dT11VC 5> TTTTTTTTTTT (GCA)C 3’
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Der Reaktionsansatz wurde gut gemischt und in das PCR-Gerét gestellt. Die Reaktion
wurde 30 Sekunden lang bei 95°C (fiir die Denaturierung), 2 Minuten bei 40°C (fiir die
Primerbindung) und nochmals 30 Sekunden bei 72°C (fiir die Primerextension) durchgefiihrt.
Diese Schritte wurden unter gleichen Bedingungen 40 mal wiederholt. Abschlieend erfolgte

eine 5-miniitige Inkubation bei 72°C.
Herstellung des [**P-]0ligo-dT-Primers

Zum radioautographischen Nachweis der unterschiedlichen cDNA-Fragmente wurde
der Oligo-dT-Primer mit Hilfe der T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK MBI Fermentas)
radioaktiv markiert. Die Markierung wurde mit einem Reaktionsansatz fiir 16 Reaktionen, wie

weiter unten beschrieben, durchgefiihrt.

2,0 ul Oligo-dT-Primer [40uM]
3,5ul [y-*P] ATP 10 mCi/ml
2,0 ul 5x PNK-Puffer

1,5 ul DEPC-H,O

1,0 pl T4-PNK [15 U/pul]

Die Markierung wurde 45 Minuten lang bei 37°C durchgefiihrt und dann durch
Abkiihlen des Reaktionsgemisches auf 4°C gestoppt.

Elektrophorese in Polyacrylamid-Harnstoff-Gelen

Die cDNA-Fragmente wurden in einem 0,2 mm dicken denaturierenden
Polyacrylamid-Harnstoff-Gel (38x30) elektrophoretisch getrennt. Die Glasplatten wurden
griindlich mit Spiilmittel gewaschen und dann mit Aceton abgerieben oder iiber Nacht in
2 M NaOH gelegt. Die Innenseite der kleinen Platte wurde mit Sigmacote (Sigma)
beschichtet. Die beiden Platten wurden durch Abstandhalter von 0,2 mm Dicke getrennt und
mit Klebeband zusammengehalten. Fiir das denaturierende Gel wurden 40,4 g Harnstoff, 19
ml H,O, 16 ml 5xTBE und 16,8 ml 40%iges Acrylamid/Bisacrylamid (Verhéltnis 19:1)
gemischt, leicht erwdrmt und dann bei Raumtemperatur abfiltriert. Zu der Mischung wurden
25 ul TEMED und 700 pul APS hinzugegeben. Die Mischung wurde sofort zwischen die

Glasplatten gegossen und mindestens 1 Stunde lang polymerisieren gelassen.

Das fertige Gel wurde in die Elektrophoreseapparatur (Sequencing System Model S2
Gibco BRL) eingespannt und 45 Minuten lang in 1x TBE-Puffer bei 60W vor der Auftragung

der Proben elektrophoretisch getrennt.
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Fir die Auftragung wurden von der DD-PCR 3,5 pl der Reaktion mit 2,0 pl
Auftragspuffer fiir die DD gemischt, 2 Minuten bei 80°C inkubiert und dann auf Eis
abgekiihlt. Die Probe wurde mit einer sehr langen Pipettenspitze direkt auf die dafiir

vorgesehene Position des Gels aufgetragen und bei 60 W ca. 3 Stunden lang getrennt.

Nach der Trennung wurde das Gel auf Whatman Papier iibertragen, mit einer sehr
diinnen Folie bedeckt und 4 Stunden bei 40°C im Vakuum getrocknet. Dann konnte das Gel

radioautographiert werden.

Die cDNA-Fragmente wurden aus dem Polyacrylamidgel eluiert, indem der
Gelstreifen zunichst in 100 ul H,O bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend 15 Minuten
lang gekocht und 1 Minute lang bei 21000 g abzentrifugiert wurde. Durch Zusatz von 0,1
Volumen Kaliumacetat [3M] und 2,5 Volumina Ethanol konnte die DNA bei —20°C iiber
Nacht prézipitiert werde. Der Niederschlag wurde durch 20-miniitige Zentrifugation bei

21000 g gewonnen und in 10 ul H>O aufgenommen.

Anreicherung, Reinigung und Klonierung der cONA-Fragmente
Die gewonnenen cDNA-Fragmente wurden mit der PCR amplifiziert. Fiir die
Reaktion wurde die gleiche Primerkombination wie in der DD verwendet, mit folgendem

Reaktionsansatz:

4,0 ul cDNA

2,0 ul 10x PCR-Puffer

4,0 ul dNTPs [200 uM]

4,0 ul Arbitrary-Primer [2 uM]
2,0 ul Oligo dT-Primer [20uM]
20,0 ul H,O bideionisiertem

1,5 pl Taqg-Polymerase (10 U/ul)

Weil die Auftrennung im DD kein sehr scharfes Bandenmuster ergeben hatte, musste
zur Analyse ein grofleres Gelstiick verwendet werden. Eine bessere Trennung wurde bei
Verwendung von 6,0%igen Polyacrylamid-Gelen erzielt. Das Gel wurde mit Ethidium-
Bromid geférbt. Der gewiinschte Gelbereich wurde ausgeschnitten und iiber Nacht bei 37°C in
steril-filtriertem Elutionspuffer (0,5 M Ammoniumacetat, 10 mM Magnesiumacetat, 1| mM
EDTA und 0,1% SDS) geschiittelt, dann bei 21000 g 10 Minuten lang zentrifugiert und der
Uberstand in ein frisches GefdB iibertragen. Das Gel wurde mit 200 ul Elutionspuffer bei



Material und Methoden 31

37°C 10 Minuten lang erneut eluiert. Um eine héher konzentrierte DNA-LGsung zu erhalten,
wurde die DNA aus dem Ansatz prizipitiert. Dazu wurde zum Uberstand 0,1 Volumenteile
Kaliumacetat [3 M] und 2,5 Volumenteile Ethanol hinzugegeben und der Niederschlag bei
21000 g (4°C, 20 Minuten) zentrifugiert und in 5 bis 10 pl H,O aufgenommen. Die auf diese
Weise gewonnene DNA wurde in den Vektor pT-Adv ligiert und dann kloniert.

2.2.3.14 Herstellung einer Chenopodium rubrum cDNA-Bank und Screening nach DNA-

Klonen

Die cDNA-Bank wurde aus mRNA hergestellt, die aus einer 35 Tage alten, mit Auxin
vorbehandelten Chenopodium rubrum-Suspensionskultur gewonnen wurde. Die mRNA
wurde, wie im Protokoll von Stratagene (Instruction Manual ZAP-cDNA® Synthesis Kit)
vorgeschrieben, in cDNA umgeschrieben. Nach der Trennung der cDNA’s in verschiedene
GroBenklassen wurde eine Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt. Die Fraktionen 6 bis 12
enthielten DNA. Die Fraktionen 11 und 12 wurden erneut iiber eine Sdule SizeSep'™ 400
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) gegeben, um DNA unter 400 bp abzutrennen. Vor der
Klonierung und der Verpackung wurden jeweils die Fraktionen 6 bis 8 (¢cDNA-F1) und 9 bis
12 (cDNA-F2) wieder zusammengemischt. Die beiden so entstandenen cDNA-Banken
wurden durch Zahlung auf ihren Anteil an Insert-haltigen Klonen untersucht, danach wurden
beide vereinigt, um eine repriasentative Bank fliir cDNA’s zu erhalten. Diese cDNA-Bank

hatte ca. 2x10° Klone.

Die cDNA-Bank wurde mit verschiedenen DNA—Fragmenten, die entsprechend den
Instruktionen des Manuals von Stratagen radioaktiv markiert worden waren, gescreent. Die
Identifizierung der cDNA-Klone wurde mit der /n-Vivo-Excision und anschlieBenden spéteren

Sequenzierung abgeschlossen.

2.2.3.15 RACE-PCR (,,Rapid Amplification of cDNA Ends*) fur das 5’-Ende

Zur Herstellung vollstindiger cDNA-Klone, denen ein Teil des 5’-Endes fehlte, wurde
die RACE-PCR-Methode fiir das 5’-Ende (Smart™ RACE c¢cDNA Amplification Kit von

Clontech) verwendet. Bei dieser Reaktion muss an das 5°-Ende der cDNA noch eine bekannte
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Sequenz mit Hilfe der Reversen Transkriptase mit Endonuclease Aktivitit fusioniert werden,
ein sogenanntes Adapter SMART II A Oligonucleotid

5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3'". Es resultiert eine cDNA mit dem
natilirlichen 5’-Ende und 3’-Ende, so dass eine Amplifizierung des zwischen diesen

Abschnitten liegenden unbekannten Sequenzanteils mittels PCR moglich wird (Abb. 2).

Primer fiir den Adaptor
5 —3
L I
SMART I Unbekannte | Bejannte Sequenz 3’ «— 5 GSP
Adaptor Sequenz !

Abb. 2: Schematische Darstellung der RACE-PCR

In Abwandlung der Instruktionen zum Kit schloss sich erneut eine PCR an, die es
ermoglichte, die gesamten cDNA zu klonieren. Dazu wurde das Gateway-Cloning-System

verwendet.
2.2.3.16 Allgemeines zum Gateway-Cloning-System

Die Gateway-Technologie basiert auf einem ortsspezifischen Rekombinationssystem
des Bakteriophagen Lambda, welches die Integration der Lambda-DNA in das E. coli-
Chromosom und den Ubergang vom lysogenen in den lytischen Vermehrungszyklus
erleichtert (Ptashne 1992). Im Gateway-System sind die Lambda-spezifischen Komponenten

modifiziert, um eine erhdhte Spezifitit und Effizienz des Vorgangs erzielen zu kénnen.

Letztendlich  macht  sich  die  Gateway-Technologie @ das  Lambda-
Rekombinationssystem zunutze, um den Transfer von die att-Bereiche flankierenden DNA-

Sequenzen zwischen Vektoren zu vereinfachen.

Die BP-Reaktion: Sie erleichtert die Rekombination eines attB-Substrates (meist ein
attB-PCR-Produkt oder ein linearisierter attB-Expressions-Klon) mit einem attP-Substrat
(meist der Donor-Vektor). Es entsteht ein attL-haltiger Eingangsklon. Diese Reaktion wird
durch den BP-Clonase-Mix katalysiert:
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BP Clonase
v
attB_ Gen attB attP ccdb attP s attL Gen attL attR ccdB attR
e |+ (IZ-I:IEI) — . ) + . |
PCR Produkt —
fiir Rekombination Donor Vektor PCR Produkt in
pDonor201 dem Vektor

Abb. 3: Schematische Rekombinationsreaktion zwischen einem af#tB-PCR-Produkt und einem

Donor-Vektor
2.2.4 Charakterisierung von cDNA-Klonen
2.2.4.1 Protein-Analytik
1. Gekoppelte In-Vitro-Transkription/ Translation in Weizenkeimlingen

Die In-Vitro-Translation in Weizenkeimlingen wurde nach dem Protokoll von

Promega (Mannheim) mit L-[>°S]-Methionine durchgefiihrt.

Zur gekoppelten [In-Vitro-Transkription/Translation wurde 1 pg DNA des
entsprechenden Plasmids, das die zu transkribierende cDNA-Sequenz enthielt, eingesetzt. Die
Transkription erfolgte mit Hilfe der T;-RNA-Polymerase entsprechend der Anweisung von

Promega.

Zur Identifizierung der radioaktiv markierten Translationsprodukte wurden die Proben
auf einem 12,5% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Dann wurden die Gele bei 80°C in

einem Vakuum-Geltrockner getrocknet und radioautographiert.

2. Uberexpression in E. coli Stratagene mit dem Vektor pCal-kc und dem E. coli
Stamm E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

Nach Erprobung beider Systeme wurde fiir die Protein-Uberexpression das ,,Affinity
protein expression and purification*“-System der Firma Stratagene benutzt. Dieses eroffnet die
Moglichkeit, das iiberexprimierte Protein als Fusionsprotein mit Hilfe des Calmodulin-
Bindungs-Peptid-Sektors (CBP) aus einem E. coli-Extrakt zu gewinnen. Durch eine

Thrombin-Schnittstelle kann der CBP-Tag anschlieBend vom Zielprotein entfernt werden.
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2.2.4.2 Funktionsanalyse von Genen durch Post-transcriptional gene silencing (PTGS)
Die Herstellung der PTGS-Konstrukte

Die Herstellung der PTGS-Konstrukte (bzw. RNAi-Konstrukte) erfolgte mit Hilfe des
Vektors pHannibal. Dieser Vektor verfiigt iiber eine Sequenz, die dem Intron der Pyruvat-
Orthophosphat-Dikinase aus Flaveria trinervia (Rosche et al. 1990, 1994) entspricht und die
sich in der multiplen Klonierungsstelle befindet. Der Vektor hat aullerdem die geeigneten
Schnittstellen, um eine anschliefende Klonierung in den bindren Vektor pArt 27 zu

ermoglichen.

Mit der entsprechenden Primerkombination (siche unten) wurde ein Konstrukt, das die

codierende Sequenz in Sense- und Antisense-Orientierung enthielt, durch PCR hergestellt.

Forward Primer 5’-C TCTAGA CTCGAG -3’
Reverse Primer 5’-CC ATCGAT GGTACC-3’

PCR Produkt nach dieser Primerkombination

Xbal, Xhol Kpnl, Clal

Abb. 4: Primerkombination fiir die Klonierung in pHannibal

Zuerst wurde mit Hilfe der Schnittstellen (Xhol und Kpnl) die erste Klonierung
(Sense-Teil) durchgefiihrt. Nach Bestétigung durch eine Kontrolle konnte dann der Antisense-
Teil mit den externen Schnittstellen kloniert werden. Abb. 5 zeigt eine Grafik dieser

Klonierung.
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EcoRI Hind IT1
Xhol NotI

Sense Antisense

Abb. 5: Klonierungsschema von RNAi-Konstrukten mit dem pHannibal-Vektor (Wesley et al.
2001)

Der Vektor pHannibal mit der ¢cDNA in Sense-Antisense-Orientierung wurde
geschnitten und in den Vektor pArt27 kloniert. Dieser besitzt den notwendigen restlichen Teil
fiir die T-DNA und ist folgendermafen aufgebaut:

ANTISENSE SENSE
Pkd Intron

%

LB

NPTII QCS terminator

P35S RB

T-DNA Teil aus pHannibal

Abb. 6: Schematische Darstellung des T-DNA-Teils des Sense-Antisense-Konstrukts.

Dieses Konstrukt wurde in Agrobakterien des Stammes LBA4404 transferiert, die

spéter fiir die Transformation der Zellkultur dienen sollten.
2.2.4.3 Transformation der Chenopodium rubrum-Zellen

Transformation mittels Agrobakterien (LBA4404) in Zellkulturen

Fir die Tranformation der Zellkultur von Chenopodium rubrum wurde zuerst eine
Agrobakteriumkultur (LBA4404) unter FEinfluss der Antibiotika Spectinomycin und
Streptomycin bei 30° wachsengelassen. Diese Kultur enthielt das kointegrative Plasmid
pArt27+T-DNA fiir die RNAi aus pHannibal. Danach wurden die Agrobakterien 10 Minuten
lang bei 4000 rpm abzentrifugiert, in MS-Medium aufgenommen und die ODgoo auf 1,0
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eingestellt. Mit 4 ml dieser Suspension wurde die Zellkultur mit Hilfe von Acetosyringon

(100 mM) infiziert.

Transformiert wurden verschieden alte Zellkulturen (autotrophe Zellkultur: 7, 14 und
21 Tage alt, heterotrophe Zellkultur: 7d alt). Um die Agrobakterien abzutdten, wurde nach 4
bis 5 Tagen Cefotaxim zugegeben. Nach weiteren 4 Tagen wurde Kanamycin in das MS-
Medium gegeben, um die transformierten Zellen zu selektieren. Alternativ wurde ein Teil des

Ansatzes auf Agarplatten mit Glucose und Kanamycin tlibertragen.

Transformation mittels Partikelbeschuss von Chenopodium rubrum-Kalli.
Mikrokallus von Chenopodium rubrum wurde auf eine MS-Agarplatte mit Glucose
iibertragen und eine Woche lang wachsengelassen. Dann wurde mittels Partikelbeschusses

transformiert (Klein et al. 1987).

Beschichten der Goldsuspension
Der Hersteller der Beschusskanone (Biorad, Modell PDS-1000/He) empfiehlt in seiner

Gebrauchsanweisung folgendes Vorgehen:

Zur Herstellung der Goldlosung wiegt man 60 mg Gold (BioRAD; Miinchen) ab und
wischt das Material 10 Minuten lang in 70%igem Ethanol. AnschlieBend zentrifugiert man
die Partikel in der Eppendorfzentrifuge kurz ab und wischt diese dreimal mit sterilem,
bidestilliertem Wasser, bevor man sie schlieBlich in 1 ml einer 50%igen Glycerinlosung

(625 pl Glycerin und 375 pl Wasser) aufnimmt.

12,5 pl der Goldsuspension ,,1,0 (1 wm Durchmesser) werden in einem
Eppendorfgefall gut durchgemischt, bevor 1 pg der zu transformierenden DNA am Rand des
Gefalles zugegeben werden. Den Ansatz mischt man eine Minute lang griindlich, wobei die
DNA an das Goldmaterial bindet. Nach der getrennten Zugabe von 5 pl Spermidin und 12,5
ul 2,5 M CaCl, wird wiederum 3 Minuten lang gemischt und kurz in der Eppendorf-
Zentrifuge sedimentiert. Den Uberstand entfernt man, wihrend der Niederschlag zweimal mit
je 250 ul 70%igem Ethanol gewaschen wird. Abschliefend wurde das Sediment in 72pl

98%igem Ethanol aufgenommen.

12 pl der Suspension wurden auf einen bereits sterilisierten Makro-Triger mittig
aufgebracht. Nachdem der Alkohol verdunstet ist, kann der Trager fiir den Beschuss

eingesetzt werden.
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Beschuss

Zur Vorbereitung werden die benétigten Stopping-Screen-Gitter und Rupture-Disk-
Pléttchen in 70%igem Ethanol mindestens 15 Minuten lang gewaschen und anschlieend an
der Luft getrocknet. Die Vakuumpumpe wird eingeschaltet, und ein Heliumdruck von
mindestens 1300 psi eingestellt. Man legt ein Rupture-Disk in das obere Drehteil der
Beschusskanone ein und schraubt dieses mit dem Drehmomentschliissel fest. In die
Metallhalterung des Schubteils wird ein Stopping-Screen eingelegt, bevor darauf der Makro-
Tréger-Halter mit dem mit Gold-DNA versehenen Makro-Triger geschraubt wird. Das
komplette Schubteil wird in die erste Leiste eingefiihrt, eine gedffnete MS-haltige Petrischale
mit Kallus in die dritte. So ergibt sich eine Flugstrecke der Goldpartikel von etwa 6

Zentimetern.

Nach dem Schlieen der Plexiglastiir wird durch die Pumpe evakuiert. Sobald der
Luftdruck innerhalb der Kanone auf unter 27 mm Hg gesunken ist, wird der Druck konstant
gehalten, und der Schuss durch Heliumgas eingeleitet: erreicht der Heliumdruck innerhalb der
Kammer einen Wert von mehr als 1300 psi, so wird die Rupture-Disk durchbrochen, und die

DNA-behafteten Goldpartikel fliegen auf das zu beschieBende Material (Fettig 1998).

Selektion transformierter Chenopodium rubrum-Zellen

Die Selektion der Kallus-Kulturen auf Agar geschieht durch Uberimpfen der noch
vitalen Kalli auf eine Kanamycin-haltige MS-Platte (25 pg Kanamycin/ml Medium). Da auf
diesem Selektionsmedium nur erfolgreich transformierte Zellen wachsen, steigt der Anteil an

Transformanten nach jeder Subkultur bis zur vollstdndigen Selektion an.

Danach werden die Kalli in eine Suspensions-Batchkultur gegeben, so wie auch die
Anzucht bei Vorhandensein einer Kanamycinkonzentration von 7,5 pg/ml erfolgt (siehe

2.2.1.1).
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION
3.1 Die Phasen der Kultur von photoautotrophen Chenopodium rubrum - Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde eine photoautotrophe, weitestgehend phytohormon-
autonome Suspensionskultur von Chenopodium rubrum L. verwendet. Sie kann einerseits bei
kontinuierlicher Kultur im Bioreaktor immer in Teilung gehalten werden (Peters, pers.
Mitteilung), andererseits aber auch als Suspensions-Batchkultur einen Entwicklungsprozess
dhnlich einem Blatt durchlaufen. Damit lassen sich die Zusammenhinge zwischen Zellteilung
und Verjlingung, sowie zwischen stationdrem Zustand und Altern studieren. Physiologisch
wurde diese Zellkultur bereits gut charakterisiert. Zahlreiche Untersuchungen der Wirkung
einzelner Phytohormone, des endogenen Cytokininspektrums und des Kohlenstoff- und
Stickstoffmetabolismus wurden mit dieser Zellkultur durchgefiihrt, so dass sie ein bereits gut
charakterisiertes System darstellt (Ziegler und Scheibe 1989; Schéfer et al. 1992; Beck und
Renner 1990; Peters et al. 2000).

Zellzahl [x10°Zellen/ml]

100 + ‘
‘\0—-_._'._._%__
80

60

40 A

Lebenden Zellen [%6]

20 A

0 20 40 60 80 100 120

Alter der Zellkultur [Tage]
Abb. 7: Entwicklung einer Chenopodium rubrum-Suspensions-Zellkultur

Die photoautotrophen Zellen von Chenopodium rubrum kdnnen ohne Subkultivierung

ca. 100 Tage als Suspensions-Batchkultur unter Langtagbedingungen (16:8 h, Licht/Dunkel)



Ergebnisse und Diskussion 39

gehalten werden. Das aktive Teilungswachstum der Zellen hort nach 4 Wochen auf und die

Zellen gehen in eine stationédre Phase iiber (Abb. 7a).

Wihrend der stationdren Phase (Tag 28 — 63) nimmt aber die Biomasse noch bis zum
Tag 60 zu (Beck und Renner 1990). Der Anteil der lebenden Zellen nimmt bis dahin kaum ab,
verringert sich aber schnell in der anschlieBenden Alterungsphase. In Kulturen, die dlter als
100 Tage sind, werden kaum noch lebende Zellen nachgewiesen. Die Zeitspanne von ca. 15
Wochen ohne Subkultivierung liegt im Bereich der Lebensspanne von Bléttern vor allem von
krautigen Pflanzen. Somit konnten Untersuchungen der Wachstums- und Alterungsvorgédnge
der Zellkultur Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede zum Lebensablauf eines Blattes

erkennen lassen.

Abb. 7b zeigt das Verhalten von Chenopodium rubrum in Bezug auf die Anzahl der
lebenden Zellen innerhalb von 120 Tagen. Dieser Kurvenverlauf wird in der Arbeit zur
Korrektur der erzielten Daten herangezogen, sowohl fiir die Auxinbestimmung als auch fiir

die Interpretation der Gen-Expression.
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3.2 Endogenes Auxin und 2,4-D im Verlauf der Suspensions-Batchkultur von

Chenopodium rubrum

Die vorliegende Arbeit wurde mit der Erarbeitung einer Methode zur Bestimmung des
endogenen Auxinspiegels in der Zellkultur von Chenopodium rubrum begonnen. Grundlage
fiir die Bestimmung der IES-Konzentration war die ELISA-Methode von Weiler (1986). Da
bei dieser Methode bei der Extraktion der Auxine aus den Kulturzellen ein sehr hoher Verlust

auftrat, wurde zunéchst nach einer effizienteren Extraktions- und Reinigungstechnik gesucht.

Zur Optimierung der Extraktion und Vorreinigung wurde die Ausbeute mit markierter

IES ([2-'*C] B-Indolessigsiure 40 Ci/mmol, 0.1mCi/ml) bestimmt.

Die einzelnen Schritte des optimierten Verfahrens sind in Tabelle 1 (Seite 18) der
Methode von Weiler (1986) gegeniiber gestellt. Hier sollen nur die einzelnen Schritte erwihnt
werden: Die Zellen werden mit 90% Methanol extrahiert und der Extrakt {iber eine mit 90%
Methanol equilibrierte C18-Séule gereinigt. Ein zweiter Reinigungsschritt geschieht an einer
mit Wasser equilibrierten C18-Séule, von der das Auxin mit Methanol eluiert wird. Durch
diese Modifikation der Extraktion und Reinigung konnte eine Ausbeute von 91% erreicht

werden.

Als weiterer Schritt wurde gepriift, ob die verwendeten AntikOper -eine
Kreuzreaktivitit mit 2,4-D, dem fiir die Entwicklung der Zellkultur essentiellen Auxin,
aufwiesen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Mertens et al. (1985) wurde eine
solche Kreuzreaktivitidt nicht nachgewiesen. Somit konnte die IES ohne Stérung in der

Zellkultur quantifiziert werden.

Die Entwicklung der untersuchten Zellkultur von Chenopodium rubrum ist in der
Anfangsphase nur mit synthetischem Auxin 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D) moglich,
nicht jedoch mit natiirlichem Auxin 3-Indolessigsdure (IES). Die Zugabe von beiden
Phytohormonen ermdglicht eine Entwicklung der Zellkultur. Bei einer IES-Konzentrationen,
die hoher ist als 10* M, kommt es jedoch zu einem sofortigen Absterben der Zellen. Dem
gegeniiber wurde in Pflanzenzellen ein schnelles Wachstum bei einer IES-Konzentration
zwischen 107 und 10° M beobachtet (Yang et al. 1993). Nach der lag-Phase konnte nach
Zugabe von IES in der oben genannten Konzentration (107 und 107 M) kein negativer

Einfluss an die Lebensfahigkeit der Zellkultur beobachtet werde.
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Abb. 8: Endogener Auxingehalt der Suspensionskulturzellen von Chenopodium rubrum im

Verlaufe der Entwicklung der Zellkultur (n = 6)

Die Abb. 8 zeigt, dass der Gehalt an IES in der Anfangsphase (Tage 1-4) deutlich
ansteigt, danach aber noch wihrend der spiteren Teilungsphase wieder auf den Anfangswert
zuriickfdllt. In der stationdren Phase nimmt die Auxinkonzentration voriibergehend nochmals
zu, fillt zum Beginn der Seneszenz wieder ab, steigt aber in der Schlussphase erneut deutlich
an. Wie die nachfolgenden Untersuchungen zeigen, steht der endogene Auxingehalt
offensichtlich unter der Kontrolle von 2,4-D, wie dies auch von der Interaktion zwischen 2,4-
D und dem Phytohormon Ethylen bekannt ist (Peters et al. 2000 fiir Chenopodium rubrum,
Gamborg und LaRue 1971 fiir Ruta graveolens und Rosa sp). Auch andere synthetische
Auxine zeigen einen derartigen Effekt (Morgan et al. 1962; 1970; Maxie et al. 1967; Ashton
und Crafts 1981; Hall et al. 1985).

Um einen potentiellen EinfluB von 2,4-D auf den endogenen Auxingehalt
festzustellen, wurde zum einen die Konzentration des kiinstlichen Auxins im Verlauf der

Zellkultur gemessen, zum anderen die Wirkung unterschiedlicher 2,4-D-Konzentrationen auf
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das Wachstum der Zellen und den endogen Auxingehalt untersucht (Tabelle 3). Ohne den
Zusatz von 24-D ist die Chenopodium rubrum-Zellkultur (,,Bayreuther Linie®) nicht
lebensfahig. Die zum Wachstum notwendige Minimalkonzentration ist 0,016 uM. Es konnten
aber neue Linien der Zellkultur von Chenopodium rubrum erhalten werden, die mit
geringeren 2,4-D Konzentrationen als das Originalrezept angibt, stabil bleiben (Tabelle 3).
Stabil sind die neuen Zellkultur-Linien, wenn sie das gleiche Wachstumsverhalten, d.h. die

gleiche Zellzahl und Biomasse, wie die Originallinie von Chenopodium rubrum aufwies.

Tabelle 3: Erzeugung und Charakterisierung verschiedener 2,4-D bediirftiger Linien der

Zellkultur von Chenopodium rubrum

Zellkultur - | End-Konzentration | Stabilitat

Linie von 2,4D [uM]

Ch.R 0.1 Stabil

Ch.R 200 0.06 Stabil

Ch.R 100 0.033 Stabil nach 3 Generationen: Adaptation
Ch.R 80 0.026 Stabil nach 3 Generationen: Adaptation
Ch.R 50 0.016 Stabil nach 7 Generationen: Adaptation
Ch.R 25 0.0083 Nicht stabil

Ch.RO 0 Nicht lebensfahig

Diese neuen Linien der Zellkultur ermoglichten die Untersuchung des Effektes von

2,4-D auf den endogenen IES-Spiegel (Abb. 9).

RoutineméBig genutzte Konzentration

250

200 A

150

100 -

IES-Gehalt [pmol/g FW]

a1
o
I

O T T T T T
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120

Konzentration von 2,4 D [uM] im Medium

Abb. 9: Wirkung verschiedener 2,4-D-Konzentrationen auf den Auxingehalt von

Chenopodium rubrum-Zellkulturen. Der Auxingehalt wurde mit 28 Tage alten Kulturzellen
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ermittelt (also im Stadium der minimalen endogenen Konzentration), die mit verschiedenen

Konzentrationen von 2,4-D angezogen worden waren.

Bis zur 2,4-D-Konzentration von 0,0083 puM ergaben sich nach 28 Tagen keine
Verdnderungen des geringen endogenen Auxinspiegels. Eine FErhohung der 2,4-D-

Konzentration tiber diesen Wert hinaus fiihrte aber zu einer drastischen Zunahme.

Ein Problem bestand darin zu kldren, warum die Linie Ch. R 25 (Tabelle 3) trotz des
eindeutig nachweisbaren Auxingehalts nicht stabil war. Mdglicherweise lag dies am 2,4D-
Gehalt des Inoculums, welcher den ersten Subkultivierungszyklus ermdglicht, bei folgenden

Subkultivierungen dann aber so stark verdiinnt wird, dass die Zellen absterben.

Abb. 10 zeigt die Abhédngigkeit des endogenen IES Spiegels von 2,4-D selbst in
seneszierenden Zellen: 2,4-D wurde an 60, 67 und 74 Tage alten Zellkulturen appliziert (0,1
uM Endkonzentration) und der IES-Gehalt der Zellen 3 Tage spédter bestimmt. Es ergab sich

eine deutliche Zunahme des endogenen Auxinsgehalts gegeniiber der Kontrolle (ohne 2,4-D).

1300
—&— |ES ohne 2,4-D Zugabe
1100 - —&— |ES 3 Tage nach 2,4-D Zugabe
<
L
=2
© |
= 900
&
]
©
5
O 700 -
c
X
=]
<
500 ~
300 T T T T T T T T

60 62 64 66 68 70 72 74 76 78
Alter der Zellkultur [Tage]

Abb. 10: Auxingehalt von alternden (63, 70, 77 Tage) Chenopodium rubrum-Kulturzellen 3
Tage nach Zugabe von 2,4-D (0,1uM Endkonzentration)
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Eine stimulierende Wirkung von 2,4-D auf den IES-Gehalt der Zellen 148t sich also
sowohl bei jungen (Abb. 9) als auch bei alten Zellen feststellen. Interessanterweise wéchst die
Zellkultur, die uns von Prof Dr. T. Roitsch (Wiirzburg) iiberlassen wurde, ohne Zusatz von
2,4-D. Beide Zellkulturlinien zeigen eine dhnliche Wachstumskurve der Zellzahl. In beiden
Kulturtypen wurde der Auxingehalt verglichen. Bei der Wiirzburger Zelllinie wurde eine
Konstanz des Auxingehaltes auf niedrigem Niveau wéhrend der gesamten Lebensdauer der
Zellkultur beobachtet (Abb. 11). Der anfingliche Anstieg unterblieb. Die Konzentration des
endogenen Auxins blieb wihrend der gesamten Lebenszeit der Kultur etwa auf dem
minimalen Niveau der mit 2,4-D behandelten Bayreuther Linie der Zellkultur im Alter von 30

Tagen.

3500

3000 -

2500 +

2000

1500 +

1000 -+

IES-Gehalt [ pmol/g FW]

500 -

0 20 40 60 80 100
Alter der Zellkultur [Tage]
Abb. 11: Endogener Auxingehalt zweier Linien von Chenopodium rubrum-Kulturzellen im
Laufe der Entwicklung der Zellkultur.
A- Bayreuther Linie (mit 0,1uM 2,4-D)
B- Wiirzburger Linie (ohne 2,4-D)

Die Abb. 12 zeigt die Konzentration von 24-D im Medium der
Suspensionskulturzellen von Chenopodium rubrum im Verlaufe der Zellkultur. Wahrend der
ersten 5 Tage sinkt die Konzentration des 2,4-D auf ca. 10% des Anfangsgehaltes ab und nach
20 Tagen war kein 2,4-D mehr im Medium nachweisbar. Ein geringfiigiger Anstieg ergab sich

in der spdten stationdren Phase (Tag 40 - 50) und im Verlauf der Alterungsphase (Tag 70 —
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90). Damit entspricht diese Kinetik tendenziell der Kinetik des Auxingehaltes der Zellen.
Ahnliche Beobachtungen wurden von einer der Zellkulturen von Mohren berichtet

(Michalczuk et al. 1992).

25

20 A

15

10

2,4-D in Medium [ng/ml]

0 20 40 60 80 100
Alter der Zellkultur [Tage]

Abb. 12: Konzentration von 2,4-D im Kultur-Medium der Suspensionskulturzellen von
Chenopodium rubrum im Verlaufe der Entwicklung der Zellkultur. Die zum Wachstum

notwendige Minimalkonzentration von 2,4-D in der Anfangsphase.

Die Induktion der endogenen Auxinsynthese durch 2,4-D wurde bereits 1953
postuliert (Crafts 1953) und in einer Zellkultur von Daucus carota nachgewiesen (Michalczuk
et al. 1992). Sie fiihrt gewdhnlich zu Wachstumsaberrationen, auf denen die herbizide

Wirkung von 2,4-D beruht.

Interessant sind auch die Schlussfolgerungen von Gamborg und LaRue (1971) in
denen 2,4-D als Auxin klassifiziert wird, das sich deutlich von anderen Auxinen in seinen
Auswirkungen auf die Zellteilung und Differenzierung unterscheidet. Ware (1994) berichtete,
dass die Phenoxycarboxyl-Sduren die Zellteilung der Pflanzen und den aktiven Phosphat —
Metabolismus beeinflussen, und dass sie als Konsequenz daraus auch den Nukleinsdure—
Metabolismus modifizieren. Dieses konnte die Resultate von Gamborg und LaRue (1971)

erklaren.
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Dagegen gingen Ashton und Crafts (1981) in ihrer Interpretation der Wirkung des 2,4-
D von der Ahnlichkeit der Molekiile aus: IES und 2,4-D haben sehr dhnliche Strukturen, so
dass die Pflanze mdglicherweise keinen Unterschied erkennt. Exogenes 2,4-D soll somit wie
endogene IES wirken. Gegen diese Annahme spricht die Abhédngigkeit der IES-Synthese von
der 2,4-D Konzentration wie sie in Abb. 9 gezeigt ist. Weiter unten wird aullerdem eine
unterschiedliche Genexpression durch 2,4-D und IES beschrieben, welche die
unterschiedlichen Wirkungen beider Wuchsstoffe beweist. Es ist zu vermuten, dass 2,4-D in

die Vakuole sequestriert und dort eventuell akkumuliert wird.
3.3 Gene, deren Expression durch Auxin induziert wird

Um den Einfluss von IES auf die Genexpression in Chenopodium rubrum Zellen
untersuchen zu konnen, mussten sowohl der physiologisch richtige Zeitpunkt der
Auxinzugabe als auch die Aufnahmegeschwindigkeit des Phytohormons durch die Zellen
bestimmt werden. Wie in Abb. 8 gezeigt, wiesen 28-35 Tage alte Zellkulturen den niedrigsten
endogenen IES-Gehalt auf (Abb. 8). Die Zugabe von 2,4-D in diesem Zeitraum sollte deshalb
den groften Effekt auf Zellteilung und Wachstum (Peters et al. 2000; Fountain et al. 2003)

und somit auch auf die Genexpression haben.

Zunichst war zu kldren, wie schnell die Zellen exogenes Auxin aufnehmen, um die
optimale Applikationszeit festzulegen. Mit '*C-markierter IES wurde die Aufnahme aus dem
Medium gemessen (Abb. 13) Bereits 3 Minuten nach Zugabe war die Konzentration im
Medium auf 10% abgesunken. Eine dhnlich schnelle Aufnahme berichtete Delbarre et al.
(1996) mit Zellkulturen von Nicotiana tabacum, bei denen nach 15 Minuten 25 — 30 % der
radioaktiven IES absorbiert waren. Allerdings waren die Experimente von Delbarre et al
(1996) mit Zellen der exponentiellen Teilungsphase durchgefiihrt worden, wéhrend hier
stationdre Zellen verwendet wurden, die einen besonders niedrigen Auxinspiegel aufweisen

(17% der exogenen Konzentration).
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Abb. 13: Zeitkinetik des Verschwindens von (exogenen) 2-'*C-markiertem Auxin aus dem

Nihrmedium der Kulturzellen

3.3.1 Genexpression der Zellkultur in Abhangigkeit von natirlichem und ktinstlichem

Auxin

Auxin-induzierte Genexpression wurde durch Differential Display untersucht. Zu
einer fiinfunddreiflig Tage alten Zellkultur von Chenopodium rubrum wurde 1ES oder 2,4-D
gegeben, mRNA isoliert und in radioaktiv markierte cDNA ,jumgeschrieben®. Die cDNA
wurde gelektrophoretisch aufgetrennt und radioautographisch detektiert. Abb. 14 zeigt ein
Radioautogramm, das die cDNA-Bruchstiicke nach zweistiindiger Inkubation der Zellen mit

IES, 2,4-D sowie eine entsprechende Kontrolle zeigt.
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Primer Kombination
1 2 3

K1 D KI1D KID

Durch IES verstirkt
exprimiertes Gen
Fragment Al1.1, A1.2 und A1.3

Durch 2,4-D exprimiertes Gen.
Fragment D1.1 und D1.2

Diese Fragmente wurden nicht
bearbeitet

!

-

Abb. 14: Differential Display (cDNA) von 35 Tage alten Zellen nach zweistiindiger
Behandlung mit IES oder 2,4-D. Detektion mit 3 verschiedenen Primer-Kombinationen
(Material und Methoden Seite 28) 1.- A1-dT11VC, 2.- A2-dT11VC, 3.- A3-dT11VC. K-
Kontrolle; I-IES; D- 2,4-D
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Bereits die 1. Elektrophorese zeigte unterschiedliche Genexpression nach Zugabe von
IES und 2,4-D. Die Unterschiede im Genexpressionsmuster erhirten die zuvor aufgestellte
Hypothese, dass 2,4-D und IES verschiedene physiologische Effekte in Zellen von

Chenopodium rubrum auslosen, obwohl beide Phytohormone als Auxin klassifiziert werden.

K Z
Fragment 2 (19E10) —— W

LN
'-.
v

a
'

Abb. 15: Differential Display (cDNA) von Chenopodium rubrum-Zellen in der stationdren
Phase nach zweistiindiger Behandlung mit Zeatinribosid. Detektion mit Primer-
Kombinationen dT11 Vg als Oligo dT Primer und AAYGATTWTGG als Arbitrary-Primer.
K- Kontrolle; Z- Zeatinribosid (Peters und Zenkel 1999).
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Im Folgenden wird die Isolierung und Identifizierung der nur durch IES induzierten
Gene beschrieben, denen die 3 cDNA-Fragmente entstammen. Die Fragmente 2 und 3 wurden

bereits von Peters in friiheren Untersuchungen gefunden.

1. Fragment 1 (Al.1) wurde nach Behandlung mit IES erhalten; es wird nicht durch 2,4-
D induziert.

2. Fragment 2 (18R10) (Peters und Zenkel 1999) wurde nach Behandlung der Zellen
mit Cytokininen isoliert. Es wird durch das Zeatinribosid reprimiert (Abb. 15).

3. Fragment 3 (Altém4) Das Gen von Fragment 3 wird durch IES induziert. Bei einem
Vergleich 10 und 35 Tage alter Zellen zeigte sich, dall das Fragment 3 nur in den

Zellen der stationdren Phase auftrat.

Fiir das Auffinden der entsprechenden Volllangenklone wurden zwei cDNA-Banken

von Chenopodium rubrum gescreent. Fiir jedes Fragment wurden ca. 1x10° Klone untersucht.

Nach wiederholter Hybridisierung erhaltene potentielle Vollldingenklone wurden
zundchst als Sonden fiir die Analyse von Northern Blots eingesetzt, um zu priifen, ob sich das

im Differential Display gefundene Induktionsmuster bestitigen lief3.

Fiir die Northern Blots wurde die 35 Tage alte Zellkultur 2 Stunden lang, wie in

Tabelle 4 zusammengestellt, behandelt.

Tabelle 4: Behandlung einer 35 Tage alten Zellkultur zur Analyse der Phytohormon-

abhédngigen Genexpression

Behandlung Zusatz Endkonzentration
Kontrolle 300 ul Wasser | -
IES 300 ul IES 0.1 uM
ZR 300 pul ZR 1.0 uyM
2,4-D 300 ul2,4-D |0.1 uM
ZR +IES 300 ul ZR 1.0 uM
300ul IES 0.1 uM

Zur Quantifizierung der Genexpression mit Hilfe der Northern Blot-Technik benétigt
man aussagekréftige Kontrollproben. Ein Kontrollansatz ist z.B. der Vergleich mit der RNA-
Menge von Genen, deren Expression stark und weitgehend konstant ist, wie z.B. RubisCO,
Actin oder das ribosomale S2-Protein-Gen (rps2, Hoffman et al. 1998). Jedoch reicht dies

nicht immer aus, wenn z. B. verschiedene Gewebe verglichen oder wenn, wie im Fall von
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rps2, dieses selbst ein durch Auxin induzierbares Gen ist. Eine andere, von solchen Faktoren
unabhdngige Methode ist der Bezug auf die Gesamtmenge an (m)RNA, oder, wenn dies aus
anderen Griinden problematisch ist, auf die Gesamtmenge an Zellen. Beim Vergleich von
Zellen unterschiedlichen Alters (Siebert et al. 1999), besteht das Problem darin, zu
entscheiden, auf welche Kontrolle bezogen werden soll. Da es kein Gen gibt, welches
wihrend der gesamten Lebensdauer der Zellen konstant exprimiert wird, treten bei der
Quantifizierung der Transkripte Probleme beim Vergleich der Genexpression verschiedener
Altersstadien mittels Northern Blot-Technik auf, da diese unterschiedliche Mengen an mRNA
enthalten. In dieser Arbeit wurde die Zahl lebender Zellen als Bezugsbasis fiir die

Genexpression gewahlt.

Zundchst wurde die Altersabhédngigkeit des Gesamt-RNA-Gehaltes der lebenden
Zellen von Chenopodium rubrum untersucht (Abb. 16). Erwartungsgemil zeigte sich eine
dramatische Abnahme des RNA-Gehaltes der Zellen wihrend der 90-tigigen Kultur. Der
RNA-Gehalt 5 Tage alter Zellen betrug ungefihr das 6-fache von dem 50 Tage alter Zellen. In
80 Tage alten Zellen konnte kaum mehr RNA nachgewiesen werden. Fiir die Analyse der
Genexpression war dariiber hinaus der Anteil der spezifischen mRNA an der Gesamt-RNA

wichtig.

1,2

Zellteilungsphase Stationdre Phase Alterungsphase

0,8

0,4 -

Hg RNA/ 10’ lebende Zellen

0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Alter der Zellkultur [Tage]

Abb. 16: Gesamt-RNA-Gehalt der Zellen im Verlauf der Zellkultur von Chenopodium

rubrum
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600

500 -

400

300 -

200 -

100 -

Zellmaterial [in mg Frischgewicht] fur die
Préparation von 20ug RNA

0 T T T T
0 20 40 60 80 100

Alter der Zellkultur [Tage]

Abb. 17: Benotigte Zellmasse unterschiedlich alter Zellen von Chenopodium rubrum fiir den

Erhalt von 20 ug RNA

In Abb. 17 ist entsprechend die Menge an Zellen dargestellt, die notwendig ist, um in
den unterschiedlich alten Proben 20 pg RNA fiir die Gelelektrophorese zu erhalten. Im Alter
von 80 Tagen braucht man dafiir rund 13 mal mehr Material als von 10 Tage alten Zellen.
Wiirde man jeweils gleiche Mengen an RNA auf das Gel auftragen, so wiirde die

Genexpression junger und alter Zellen nicht vergleichbar sein.

In Abb. 18 wird die relative Expression der CDKB, dargestellt in der iiblichen Form,
d.h. bezogen auf 20 g RNA-Menge je Bande, der Expression bei Normierung auf die Menge
an Zellen (jeweils 47 mg Zellen) gegeniibergestellt.
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1,2

—@— bezogen auf 20 ug RNA

—&—bezogen auf 47 mg Zellen

0,8

0,6 -

0,4

Signalintensitat [relative Einheit]

0,2 1

O T I
0 20 40 60 80 100
Alter der Zellkultur [Tage]

Abb. 18: Expression eines Transkripts (CDKB) aus Chenopodium rubrum im Northern Blot,
normiert auf 20 ug RNA (A) bzw. auf 47 mg Zell-Frischgewicht (B)

Normiert man auf 20ug RNA, so wiirde die Expression des CDKB ab dem 30. Tag
ansteigen und ihr Maximum bei 50 Tagen erreichen. Im Alter von 90 Tagen wire die relative
Expression wieder hoher als in der Wachstumsphase. Wenn man auf die extrahierte Zellmasse
normiert, beobachtet man einen Anstieg der Expression bis zum 20. Tag (Abb. 18B), einen
steilen Abfall zum Beginn der stationdre Phase und schlieBlich ein fast volliges
Verschwinden in der Alterungsphase. Es ist offensichtlich, da nur der Bezug auf die

Zellmasse physiologisch sinnvoll ist.
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3.4 Isolierung, Amplifizierung und Klonierung des Fragmentes Al.1

Das Fragment Al.1 des differentiell exprimierten Gens wurde durch Elution der
radioaktiv markierten Bande und anschlieBende PCR gewonnen (Abb. 19). Da die Trennung
der Fragmente im Polyacrylamid-Harnstoff-Gel moglicherweise unvollstindig ist, dh. in der
Bande auch andere DNA-Fragmente enthalten sein konnten, die mit den Primern reagieren,

war es notwendig, das PCR-Produkt durch eine weitere PAGE zu reinigen (Abb. 20).

147
111
110

rrT—
i
bp o
A
— 1115 F—
— — DDD
— 5O '-—
=01 i
- g
— 30 ik
— —— S5  —
— 2492 i
e 130 “

AT

Abb. 19: Gelelektrophorese der durch PCR aus den isolierten Banden des Differential Display
gewonnenen Produkte. In Bande 1:- pUC Marker 8; Bande 2:- PCR—Produkt von Fragment
Al.1. Detektiert wurde mit IES

Abb. 20 zeigt, dass die radioaktiv markierte Bande tatsdchlich weitere Fragmente
enthielt, die mit den verwendeten Primern amplifiziert worden waren. Unter der DD-Bande,
die das radioaktive Signal enthielt, waren also noch weitere Genprodukte vorhanden, die nicht

radioaktiv markiert waren, aber in der PCR bevorzugt amplifiziert worden waren.
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Diese Bande war
die Richtige

Abb. 20: Polyacrylamid-Gel vom PCR Produkt von DD. Bande 1: IES Behandlung (0,1uM),
Bande 2: Kontrolle (H,0O), Bande 3: DNA Marker pUC 8

Ein weiterer Grund fiir die Trennung war, dass in der Hybridisierung in den Northern
Blots mit der Gesamt-RNA zunédchst keine Induktion durch Auxin nachweisbar war oder sich
noch andere Banden ergaben (Abb. 21). Die spétere Sequenzierung zeigte, dass es sich um ein
Gencluster (aus dem Plastom) handelt, wodurch das Vorhandensein mehrerer unspezifischer
Banden verstidndlich wird. Hudson et al. (1987) fanden in Spinat ein Gencluster, das 5

verschiedene Proteine codiert.

510 20 30 40 50 60 70 80 90 Tage

TR
: B —
‘~ ' :

Abb. 21: Hybridisierungssignal des Fragments Al.1 im Northern Blot mit Gesamt-RNA,

Gencluster 6
Gencluster 5
Gencluster 4

Gencluster 3
Gencluster 2

AR

Gencluster 1

wihrend der gesamten Wachstumsperiode (5-90 Tage)
Mittels der Hybridisierungsexperimente und durch Sequenz-Vergleich konnte gezeigt

werden, dass die vom Fragments A1.1 hergestellte Sonde ein Gencluster abdeckt.
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Nach der PAGE (Abb. 20) konnte man sicher sein, dass die Gen-Fragmente aus einer
Bande der ersten Elektrophorese stammten. Klone, welche ein spezifisches, jedoch nicht
durch Auxin induziertes Hybridisierungssignal enthielten, wurden verworfen. Es blieb nur
noch der Klon, dessen Hybridisierungssignal unspezifisch war. Um sicher zu stellen, dass es
sich um das durch das Hormon induzierte Gen handelte, wurde eine Northernhybridisierung
mit mRNA (Abb. 22) durchgefiihrt. Damit konnte das spezifische Fragment nachgewiesen
werden, dessen Gen durch IES induziert worden war; aullerdem zeigte sich noch eine weitere,
schwichere Bande. Die Abb. 22 zeigt die Entsprechung der Banden aus der PAGE und dem
DD. Als Auftragskontrolle wurde die SSU der RubisCO verwendet. Sie zeigt eine

einigermallen gleichmifige Auftragung.

Fragment Al.1 RubisCO SSU
K IES 24D K IES 24D

bl 4 -

Abb. 22: Northern Blot-Analyse der mRNA von 35 Tage alten Chenopodium rubrum

Suspensionskulturzellen mit der Sonde von Fragment Al.1 und RubisCO SSU. K-Kontrolle
(H,0), IES Behandlung (0,1uM), 2,4-D Behandlung (0,1 pM)

Nachdem der durch IES induzierbare Klon gefunden war, wurde die Sequenzierung

des Fragments A1.1 durch die Firma MWG (Ebersberg) durchgefiihrt (Abb. 23).

Primer A1

CAGGCCCTTCGAGAATGTATTACTTTGGGAATTCCAACGATTTGTTTAATCGATACAAAT
TGTGACCCGGATCCTGCAGATATTTCGATTCCCGCAAAAAAAAAAAA
dT;VC
Abb. 23: Nukleotidsequenz vom Differential Display-Fragment Al.1 (die fiir DD benutzten
Primer sind fett gedruckt) der Chenopodium rubrum-Zellkulltur

Die Sequenz zeigt, dass es sich um den nichttranslatierten Bereich am 3’Ende des
Gens handelte, wie es fiir das DD typisch ist, denn der Anker-Primer bindet an das Poly-A-
Ende der mRNA.

Die Sequenz des Fragments Al.1 warf das Problem auf, dass eine derartige Sequenz in
Chenopodium rubrum-cDNA-Banken, die aus 7 bzw. 35 Tage alten Zellkulturen gewonnen

worden waren, nicht aufzufinden war. Deshalb wurde eine neue cDNA-Bank mit mRNA aus
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Zellkulturen, die 2 Stunden mit IES behandelt wurden, hergestellt, fiir das das urspriingliche
Stratagene-Protokoll modifiziert wurde (siche Kapitel: Material und Methoden Seite 31). Die
neue cDNA-Bank mit ca. 2 Millionen Klonen enthielt auch den gesuchten Vollldngenklon des

Fragments Al.1.

Die in vivo-Excision von 5 verschiedenen hybridisierten Plaques ergab bei allen das
gleiche Schnittmuster mit EcoRI und Xhol. Dann wurde das neu isolierte Gen iiberpriift. Mit
Hilfe des QIAprep” Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilde) wurde der Klon A1.1 amplifiziert. Es
wurden verschiedene Restriktionsverdaue mit anderen Enzymen durchgefiihrt. Aufgrund einer
internen Schnittstelle von EcoRI im Insert ergab der fiir die cDNA-Bank klassische Verdau
(EcoRI und Xhol) 2 Banden. Als die komplette Sequenz bekannt war, konnte diese
Schnittstelle bestétigt werden. In Abb. 24 ist ein Restriktionsverdau mit verschiedenen

Enzymen dargestellt, der ein Insert von ca. 2700bp enthilt.

123 456 789

ohne Restriktionsverdau
Restriktionsverdau mi Xhol
Restriktionsverdau Xhol - Xbal
Restriktionsverdau Xhol - BamHI
Restriktionsverdau Xhol - Xbal

]

Restriktionsverdau Xhol - Smal

o *ew W 3000bn
-
- vew Restriktionsverdau Xhol - Pstl

+—2600bn

Restriktionsverdau Xhol — NotI
GeneRuler™ 100bp Ladder Plus

O 0 9 N N kA W N =

+<—2000bn

Abb. 24: Gelelektrophorese des Restriktionsverdaus des isolierten Gens Al.l mit

verschiedenen Restriktionsenzymen

Mit dem Insert des Volllingenklons wurde eine Northern-Hybridisierung
durchgefiihrt, wobei sich bestitigte, dass dieser Klon das gleiche Expressionsmuster aufwies,
wie das Ausgangsfragment (Abb. 25). In den mit IES behandelten Zellen wurde eine deutlich

starkere Gen-Expression festgestellt als in den mit 2,4-D behandelten.
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K IES 24D K IES 24D
= . Y -
-
Al.l RubisCO SSU

Abb. 25: Hybridisierungssignal in mRNA-Northern Blot mit dem Volllangenklon (Al.1) vom
Genfragment Al.1 als Sonde. K-Kontrolle, IES-Behandlung (0,1uM zwei Stunden), 2,4-D-
Behandlung (0,1 uM zwei Stunden). Als Kontrolle ist der Northern Blot mit der RubisCO
SSU als Sonde dargestellt

Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminoséuresequenz des cDNA-Inserts Al.1 sind in
Abb. 26 dargestellt. Das cDNA-Insert ist 2711 bp lang, mit zwei offenen Leserastern (503-
1213 fiir RPS2 und 1411-2154 fiir ATPase) und codiert zwei Proteine von 236 und 247
Aminosduren. Die Molekularmasse, abgeleitet von der Aminosduresequenz, betrdgt 26 kDa

und 27 kDa.

1 TTTTAGCAAAAGCGGCTCTCCGGGGCCGTATCGATTGGTTGCAAGGATTAAAAGAAAACG
61 TTGTTCTGGGGGGGATGATACCCGTTGGTACTGGATTCAAAGGATTCGTACATCATTCAA
121 GTCAACATAAGGACATTCCCTTGAAAACAAAAAAAAAGAATCTATTCGAGAGAGAAATGG
181 GAGATATTTTGTTTTACCACAGAGAATTAATTGATTCTTGTCTTTCAAAGAATTTCTGTG
241 ATAGCTCAAAACAACAATCATTTTTGGGGTTAATAGAATAAATTCATCTTTTTTATCTTT
301 TATGTATTTGTTAGGGTTATTTAATTTAGTAATAAAATAAAGAAATTAAAAAAAAAGTAA
361 CGAATAGAACGGAATTAATGATTTGGGTTGCATATTAATGGCCAATCCGCGGTAGAAAAG

421 AAGGTTCCGTTGGAACAATTTTTTTATTTCAGAATACTTCATCTCTTTAATGAAAAAAAA
481 AAAAGAGAAAGCGTGGGGAGAAATGACAAGAAGATATTGGAACATCAATTTGGAAGAGAT
M T R R Y W N I N L E E M

541 GATGGAAGCGGGAGTTCATTTTGGTCACGGTACTAGGAAATGGAATCCTAGAATGTCGCC
M EAGV HFGHGTIRIKWNWPRMSP
601 TTATATCTCTGCAAAATGTAAAGGTATTCATATTATAAATCTTACTAGAACTGCTCGTTT
Y 1 S AKCIKGI1T H 1T I NL TRTARF
661 TTTATCGGAGGCTTGCGATTTAGTTTTTGACGCATCAAGTAGAGGAAAACAATTTTTAAT
L S EACDULVFDASSIRGIKQF L I
721 TGTTGGGACAAAAAATAAAGCAGCTGATTCAGTAGCACGGGCTGCAATAAGGGCTCGCTG
v 6 T K NKAADS SV ARAAIRARTEC
781 TCATTATGTTAATAAAAAGTGGCTTGGGGGTATGTTAACGAATTGGTCCACGACAGAAAC
HY VNK KWL GGML TNWSTTET
841 GAGACTTTATAAATACAGGGACTTGAGAATGGAACAAACGGCAGGGAGACTCGCTCGTCT
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901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1961

1921

R LYy KYRDILRMEZ QTASGI RTILARL
CCCAAAGAGAGATGCAGCGGTGGTGAAGAGACAGTTATCTCACTTGCAAACATATCTGGG
P K R DAAV Y KIRQUL S HULIOQTY L G
TGGGATCAAATATATGACAGGGTTACCAGATATTGTAATCATCGTTGATCAACACGAAGA
G 1 K Yy w™MTGULPODI1 V I I V D Q H E E
ATATACGGCCCTTCGAGAATGTATTACTTTGGGAATTCCAACGATTTGTTTAATCGATAC
Y T A LRECI1 TULGT1T P T 1 CUL I DT
AAATTGTGACCCGGATCTTGCAGATATTTCGATTCCCGCAAACGATGACGCTATAGCTTC
N CDPDULADTI SI1T P ANUDUDATILI A'S
AATTCGATTAATTCTTACCAAATTAGTATTTGCAATTTGTGAAGGCCGCTCTAGCTATAC
Il R L 1 L T KWLV FA1 CEGR S S Y T
AAGAAATCCCTGATTCATAATAAAATCAAAAATTGACTTCCTAAACTCTATATTGTTTAC

R N P *

TAGATTTTGAATCTCAAAAACTAGTTAAAAATAACAAGGGATATTATGTAATTAATTGGT
ATTCAAAATAGAAAAATAAATTTAAAGTAGACAAAGAGCTCGTTGAATCAAAATCATTTT

TTTTAAGTTATATTTATGTCAGAGGACAATATGAATGTTCTATCATATTCAATCAACCCG

M NV L S Y S I N P
CTAAAGGGATTATATGATATATCTGGTGTGGAAGTAGGTCAACATTTCTATTGGCAAATA
L K G LY D11 S GV EV G QHF Y W Q 1
GGAGGTTTCCAAATCCATGGACAGGTACTTATAACTTCTTGGGTTGTAATTGCTATCTTA
G GF QI HGQV L I T S WV V1 A 1L
TTAGGTTCAGCTGCTATAGCTGTTCGGAGTCCACAAACGATTCCAACTGGGGGTCAAAAT
L 6GS AAI AV RSPQTI1IT PTG G QN
TTTTTTGAATATGTCCTTGAATTCATCCGAGACGTGAGCAAAACCCAAATTGGAGAAGAA
F FEY VL EZFI1 RDV S KTQ I G E E
TACCGCCCTTGGGTTCCCTTTATTGGGACTATGTTTCTATTTATTTTTGTTTCTAATTGG
Y R P WV PFI1 GTMFLF 1 F V S N W
TCAGGGGCTCTTTTGCCTTGGAAAATCATACAGTTACCTCACGGGGAGTTAGCCGCACCC
S GALLPWIK 1T 1 QL P HGETLAAFP
ACGAATGATATAAATACTACTGTTGCTTTAGCTTTACTCACGTCCGTAGCCTATTTCTAT
T ND I NT TV AL AL L TSV AY FY
GCGGGTCTTACAAAAAAAGGATTAGGTTATTTTGGTAAATACATTCAACCAACTCCAATT
AAG L T K KOG L GY F G K Y I Q P TP I
CTTTTACCCATTAACATCTTAGAAGATTTCACAAAACCTCTATCACTTAGTTTTCGACTT
L L P 1 N 1T L EDZFTIKWPL S L S F R L
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1981 TTCGGAAATATATTAGCCGATGAATTAGTAGTTGTTGTTCTTGTTTCTTTAGTACCTTTA
F G N 1 L ADELVV V VLV S LV PL

2041 GTGGTTCCTATACCTGTCATGTTTCTTGGATTATTTACAAGTGGTATTCAGGCTCTTATT
v vpPI1 PVWMZFULGLUFTSGI1I Q AL I

2101 TTTGCAACTTTAGCCGCAGCTTATATAGGCGAATCCCTGGAAGGTCATCATTAATTCGTC
F AT LAAAY 1 GESL EGHH *

2161 TTAGTAAGAGTCTATCTCTTAGTTTAGATCTAGGTAATATATGTGTATGTGTGGCTCAAG
2221 ATACTCTATCAAGATCTTTTATCAAGACAATCGATTTTAGTTTATTTAGAGCATAGAAAT
2281 AGACAAATACATACAGTCTAGCGGTAATAGAAAAAACGATATTCGAAAAGTGTAAAATAA
2341 AAAGACGTTGGTTAGTCGAGAGGGAGTGCCTCAAGTATATGGAATCTAATTACTATTTAC
2401 TATAAGATAATTCTTCCAGATTAGATGTTTCGAAGAATGATTCAAAAATCCGATTGACTT
2461 AAAAATAAAAAGGCGGTTTACGTTATGTAAGAAACCCATGTATATTTTATATTAGATATT
2521 GCCAAGTTAGATATGAACTAATATTTAATTTGCCCTACTTGAATTTCGATAGAGATACCA
2581 ACCGACGAAGTCCTTCAGTTTGGTTTATGACTGCGAATTGAATGAATAACCAGACAAAAT
2641 AAAGAAAAAGATGAAGTCTTTCTAATGATCTAATGATTTAATAATATTATTATTTCAATT
2701 TTCAATTCGGC

Abb. 26: Nukleotid-Sequenz (1-2711) und abgeleitete Aminosadure-Sequenz des Klons Al.1
aus Chenopodium rubrum-Zellkulturen (die Sequenz des DD-Fragmentes wurde fett
gedruckt) (Accession Number AY299195). 1-503 — nicht translatierter Bereich, 504-1213
offenes Leseraster fiir Protein RPS2, 1214-1410 nicht translatierter Bereich, und 1411-2154
offenes Leseraster fiir das Protein ATPase subunit IV, 2155-2711 nicht translatierter Bereich,
welcher ein auxin response element besitzt (die Sequenz des cis-Elements wurde

unterstrichen)
3.4.1 Ildentifizierung des Gens Al.1 durch Vergleich mit Sequenzen der Gen-Bank

Das Ergebnis der Sequenz war iiberraschend, denn es wurde eine kerncodierte mRNA
mit Poly-A-Ende erwartet. Durch den Sequenzvergleich des Volllingen-Klons aus
Chenopodium rubrum mit Daten der Genbank wurde auf DNA-Ebene eine Identitét von 85,
93 und 95% mit einem Abschnitt plastomischen Sequenz von Spinacia oleracea (Accession

Number AJ400848) Hudson et al. 1987) festgestellt.
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Tabelle 5: Vergleich des Klons Al.1 mit der Gensequenz des Chloroplasten von Spinacia
oleracea (AJ400848)

Teilsequenz Sequenz von Ubereinstimmungen Protein
Spinacia oleracea | Chenopodium rubrum
15592-15114 1-470 85% -
471-484 - -
15099-14230 485-1354 95% rps2
1355-1384 - -
14192-13351 1385-2235 93% ATPase-Untereinheit
2234-2262 - -
13346-12965 2263-2650 87% -
2651-2711 - -

In der Tabelle 5 ist die Sequenz von Chenopodium rubrum Teilsequenzen von
Spinacia  oleracea der Datenbank (National Center for Biotechnology -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) gegeniibergestellt. Aus der groBen Homologie mit anderen

bekannten Sequenzen kann man schlieBen, dass es sich um einen konservierten Bereich
handelt. Es gibt viele andere Sequenzen, die diese Homologie mit den in dieser Arbeit

untersuchten aufweisen.

In Abb. 27 sind chloroplastische Sequenzen verschiedener Pflanzenarten mit der
groBten Ahnlichkeit zu AAP55715 aus Chenopodium rubrum gezeigt, bei denen eine sich auf
fast die gesamte Sequenz erstreckende sehr stabile Domine erkennbar wird. Ahnliche

Resultate wurden mit dem zweiten in Al.1 enthaltenen Gen bzw Protein ATPase erzielt.

1 50
np_114252  MTRRYWNINE KEMEEAGVHF GHGIKKWNPK MAPYISAKRK GTHNINLART
np_043018 MTRRYWNINE KEMFEAGVHF GHGIKKWNPK MAPYISAKRK GTHETNLART
app54727  MERRYWNINE KEMEEAGVHF GHGIKKWNPK MAPYISAKRK GTHITNLART
np_084799 MTKRYWNITE EEMMEAGVHF GHGTRKWNPK MAPYISMKRK GEHNINLTRT
rr2_pea  MIKRYWNITE EEVMEAGVHF GHDTRKWNPR MAPFEISAKRK GEHETNLTKT
np_054921 MIRRYWNINE EEMMEAGVHF GHGTRKWNPR MSPYISAKCK GEHNINLTRT
AAP55715  MTRRYWNINE EEMMEAGVHF GHGTRKWNPR MSPYISAKCK GEHEINLTRT
bab72234  MTIRYWNINE EEMEEAGVHF GHGTRKWNPK MAPYISAKRK GEHNINLTRT
bab72235  MTIRYWNIDE EEMEEAGVHF GHGTRKWNPK MAPYISAKRK GEHITNLTRT
bab72238  MIIRYWNINE EEMEEAGVHF GHGIRKWNPK [FAPYISAKRK GEHETNLTRT
np_054485 MTRRYWNINE EEMMEAGVHF GHGTRKWNPK MAPYISAKRK GEHETNLTRT
np_051048 MTKRYWNIDE EEMNMRAGVHF GHGTRKWNPR MAPYISAKRK GEHNINLTRT
np_084689 MTRRYWNINE EEMMEAGVYF GHGIKKWNPR MAPYIYANRK GEHETNLTKT
np_054377  MIRRYWNIDE EEMIGAGVSF GHGTRKWNPK MAPYISVKHK GEHETNLTKT
np_039278 L EEMMEAGVHF GHOARKWNPK MAPY IFTERK GEHEINLFQT
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201 245
np_114252 |NSWPANDDI WISVREVENK EVESNCEGRS LE!RNR-——~ -~~~
np_043018 [NSWPANDDY WSWRBVLNK DMEAVSEGRS LE!RNR--~~ -~
app54727  |NSNPANDD WMSVRBMINK [MEAICEGRS LE!RNE-——~ -~
np_084799 PNSWPANDDH [WESWRENENK EGHS SYIRNF-—~—~ ~—~-
rr2_pea  DMSIPANDDA WASWRBNLNK LWEANCEGRS SSIRNE---- ——-—-
np_054921 DNSNPANDDA WASIRBNLTK LVEICEGE. .. SSYNRNP -
AAP55715  DNSIPANDD EASIRBNLTK LMBBICEGR .. SSWTRNP ———
bap72234 ~ DNSNPANDDA WSSIRBNLNK LVEICEGRS SESSSYMENP GL11R
bap72235 ~ DNSNPANDDE WSSIRBNLNK LMEBICEGRS SESSSYMENP GL11R
bap72238  DNSNPANDDE WSSIRBNLNK LVEICEGR- SESSSYMENP -
7054435  DUSIPANDDH NSSIREILNK LVEAICEGH. - SSWIRNP ---—-
"_0510¢5  DISIPANDDH WASIREILNK LVEAICEGR. -.SSYIQNS --—--
np_084689 DEPHPANDDE WASIRBNLNK LVEICEGE. . SSSEENP -
70054577 BASIPANDDN NSSURBNCNK LMBRNCEGRS Cli 1K\~ -
np_039278 [QPAPANDDE RESIRVELNK ETEANCEGEY NSIKN-~———~ -~~~

Abb. 27: Vergleich (pileUp) der abgeleiteten Aminosduresequenzen bekannter pflanzlicher
ribosomaler Proteine des Typs S2. -: Identische Aminoséuren, -: mehr als 50% der
Aminosiuren in einer Spalte besitzen starke Ahnlichkeit in ihrer funktionellen Gruppe,
Orange: mehr als 50% der Aminosiuren einer Spalte besitzen schwache Ahnlichkeit in ihren
funktionellen Gruppen. Accession Number der genutzten RPS2 Proteine und Planzenarten:
np 114252- Triticum aestivum, np_043018- Zea mays, app54727- Oryza sativa, np_084799-
Lotus japonicus, 112 pea- Pisum sativum, np 054921- Spinacia oleracea, AAP55715-
Chenopodium rubrum, bab72234- Cistanche deserticola, bab72235- Cistanche salsa,
bab72238- Cistanche tubulosa, np 054485- Nicotiana tabacum, np 051048- Arabidopsis
thaliana, np 084689- Oenothera elata subsp. Hookeri, np 054377- Epifagus virginiana,
np_039278- Marchantia polymorpha

3.4.2 Durch Auxin induziertes Gencluster fir rps2 und die ATPase SU IV

Beim Sequenzvergleich auf der Proteinebene wurde festgestellt, dass das Gen einen
Komplex von 2 Proteinen codiert — das ribosomale Protein S2 und die Untereinheit IV der
ATPase. Dieser Komplex stimmt mit einem Proteinkomplex von Spinat {iberein, welcher von
Hudson et al. (1987) als Gencluster beschrieben wurde. Stahl et al. (1990, 1993) fanden im
Mais ein entsprechendes Gencluster, mit den Proteinen rpoC2, rps2, atpl und atpH. Aus
Tabak isolierten Miyagi et al. (1998) die cDNA der Proteine rps2, atpl/H/F/A eines
entsprechenden Gencluster. Das zeigt, dass in Pflanzen verschiedene Gencluster-Gene mit der

Sequenz, die die oben genannten Proteine codieren, existieren.
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Das von Hudson et al. (1988) charakterisierte ribosomale Protein S2 ist ein Protein der
30S-Untereinheit des chloroplastischen Ribosoms, das eine hoch konservierte Region enthilt.
Das trifft jedoch nicht nur auf das Chloroplastenribosom, sondern auch auf die
mitochondrialen Ribosomen der tierischen Organismen zu. Abb. 27 zeigt die grofBle
Ahnlichkeit der Chenopodium rubrum - Sequenz (AAP55715) mit solchen aus verschiedenen
anderen Pflanzen. Die ribosomalen Proteine S2 von Chenopodium rubrum und von Spinacia

oleracea haben eine Identitdt von 98% und eine Homologie von 100%.

Fiir die Interpretation der Ergebnisse mit dem Fragment Al.1 sind folgende Befunde

ausschlaggebend:

1. Ein Teil (Fragment A1.1) aus dem translatierten Bereich von der RPS2 wurde isoliert, das
zum Cluster aus RPS2 und ATPase korrespondiert. Dieses Cluster kommt nur im Plastom

vor und besitzt ein auxin response element (Ainley et al. 1988).

2. Die mRNA (der ATPase) wurde iiber die Wechselwirkung vom Oligo dT mit dem Poly-
A-Schwanz isoliert. Da plastidische mRNA keinen Poly-A-Schwanz besitzt, muss die

mRNA vom Kerngenom transkribiert worden sein.

3. Da die mRNA nach Induktion mit Auxin verstirkt gebildet wurde, muss das

entsprechende (ATPase)-Gen ebenfalls {iber ein Auxinelement verfiigen.

4. Im Kerngenom existiert kein Clusters aus RPS2 und ATPase, da (in Arabidopsis thaliana)
das RPS2-Gen auf dem Chromosom 2 liegt, wihrend die ATPase Bestandteil des

Chromosom 3 ist.

5. Die Identifizierung des Gencluster erfolgte durch Sequenzierung des Vollldngenklons, die
Identifizierung der mRNA durch Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde aus dem

ATPase-Gen des Clusters.

6. Das Vorkommen sehr &dhnlicher ATPase-Gene im Plastom und Genom ist von

Arabidopsis thaliana bekannt, wo die Identitit 96% betrégt.

7. Fiir die Annahme eines vergleichbaren Falles bei Chenopodium rubrum spricht auch, dass
die (plastidische) ATPase 87% Identitdt mit dem chloroplastischen Gen von Arabidopsis

thaliana hat.
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8. Der Umstand, dass die genomische ATPase nicht im Differential Display gefunden wurde,
obwohl sie durch Auxin induziert wird, ist darauf zuriickzufiihren, dass beim Screenen der
cDNA-Bank eine Sonde fiir die Verbindungssequenz des Clusters, aber nicht unmittelbar

fir die ATPase verwendet worden war.
3.4.3 Induktion durch Auxin des ribosomalen Proteins S2 und der ATPAse
Das ribosomale Protein S2

Das ribosomale Protein S2 befindet sich im oberen Teil der kleinen Untereinheit des

30S-Ribosoms (Abb. 28), Wimberly et al. 2000.

Abb. 28: Struktur des ribosomalen Proteins S2 und Lokalisation in der 30S Untereinheit
(Wimberly et al. 2000)

Die genaue Funktion des Ribosomalproteins ist noch aufzuklidren, es gibt jedoch
bereits Hinweise auf eine mogliche Funktion bei der Translation der leaderless mRNA (Moll

et al. 2002).

Der Nachweis der Induktion des ribosomalen Proteins S2 durch IES ist neu, wohl aber
ist die hormon-abhingige Expression anderer ribosomaler Proteine bekannt. Die Synthese der
ribosomalen Proteine L25 und L34 von Tabak (Gao et al. 1994) wird durch 2,4-D induziert,
das ribosomale Protein L16 von Arabidopsis thaliana wird durch IES induziert (Williams und
Sussex 1995). In der kleineren 40S Untereinheit ist es das ribosomale Protein S6, welches

durch IES induziert wird (Beltran-Pena et al. 2002). Gantt und Key (1985) beschrieben fiir



Ergebnisse und Diskussion 66

Sojabohne, dass 9 ribosomale Proteine, 7 aus der groBen (L6, L7, L13, L15, L17, L21 und
L35), und 2 aus der kleinen Untereinheit (S16 und S32) durch 2,4-D induziert wurden.

Gleichzeitig berichten die Autoren jedoch ein Ansteigen der ribosomalen Protein-
mRNA eine Stunde nachdem die Behandlung der Pflanze mit 2,4-D erfolgte. Aber das stellt
noch keine direkten Auswirkungen des Auxins auf die Genexpresion des ribosomalen
Proteins her. Moglicherweise sind die erhohten Niveaus der ribosomalen mRNA Teil einer
biosynthetischen Reaktion, die nach der Zugabe von 2,4-D einsetzte, und die 15-20 Stunden
nach der Behandlung zur Teilung und zum Zellwachstum fiihrte. Das konnte man mit dem

schon vorher dargestellten Einfluss der 2,4-D auf das endogene Auxin erkldren.

ATPase
Die ATPase-Untereinheit IV (E.C.Nr. 3.6.3.14) gehort zum membranintegralen CFo,

der seinerseits aus verschiedenen Proteinen zusammengesetzt ist.

Die Induktion einer ATPase durch Auxin wurde mehrfach beschrieben. Jedoch
handelte es sich dabei um die kerncodierte Plasmamembran H'-ATPase (Frias et al. 1996,
Coenen et al. 2002, Kim et al. 1997, Peltier und Rossignol 1996, Laporte und Rossignol
1997). Dagegen wurde bislang noch keine Induktion der Expression von FH' -ATPase-Genen
durch Auxin beschrieben. Interessant sind die Ergebnisse von Arend et al. (2002), dass
innerhalb von einigen Tagen nach der Zugabe von Auxin zu Dormanz-Pflanzen die Bildung
von Plasmamembran H ATPase ausgeldst wurde und dass bereits nach ein paar Stunden ein
Anstieg der Proteinmengen zu verzeichnen war. Es existieren 2 Theorien iiber die Ursachen
dieses Prozesses (Macdonald 1997; Kim et al. 2001). Beide besagen, dass das Auxin-
Bindungs-Protein (ABP1) die Zunahme der Plasmamembran H' ATPase hervorruft.
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3.5 Isolierung des Volllangen-Klons des Fragmentes 18R10 aus der cONA-Bank von

Chenopodium rubrum

Das Fragment 18R10 fiel im Differential Display (DD) auf und wurde von Peters und
Zenkel (1999) isoliert. In DD hatte sich gezeigt, dass die Expression von 18R10 durch
Cytokinin (Zeatinribosid) reprimiert, durch Auxin (IES) aber induziert wird. 2,4-D hat
dagegen keinen Einfluss auf seine Expression. Zur Isolierung des Vollldngen-Klons wurde ein
Screening der cDNA-Bank von Chenopodium rubrum durchgefiihrt. Nach der in vivo-
Excision wurde ein Vollldngen-Klon (18R10VL) von knapp 1600 bp Linge gefunden.

Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosduresequenz des cDNA-Inserts 18R10VL
ist in Abb. 29 dargestellt. Das cDNA-Insert ist 1583 bp lang, mit einem offenen Leseraster
zwischen 122-1225; es codiert ein Protein von 367 Aminosduren. Die Molekularmasse,

abgeleitet von der Aminoséuresequenz, betrigt 41 kDa.

1 AATTCGGCACGAGAAAAGCAAATAATTAAGACCAACACAAAAGCTGGTCTGGGTTTTGGT

61 TGCACAGAAATAAAAATTTAAAACCAACCCAAAACTTTCACTTCTTCTATTACCACTCCC

121 CCCTCACATGGCAAAGATCACACCCAAAACTACCAAAATGCTCCCTACATTGGCGCTCTT
M A K1 TPIKTTH KMLTPTTLATLF -

181 TGCAGCTATACTCTTCCTCTCTCTATCCCCCTCCAATGCCCAATACAAGCCTCCTCTCTT
AAl LFLSLSPSNAOQYZ KTZPFPLTE -

241 CGTCTTCGGCGATTCCCTTTACGACGATGGTATGACTTTACACAACGGTGTTAAAGGCGC
V F 6DSLYDUDGMTTLUHNTGVZKTGA -

301 TGGTGCCGAGTTTTGGCCTTACGGCGAAACTTATTTTAAGAAACCAGCTGGCCGATACTC
G AEFWPYGETVYTFZ KTZ KT PAGRY S -

361 AGATGGTCGCCTTATTCCTGATTTCATTGTCCAGTTTGCGGGGTTGCCTTTTTTGCAACC
DGR LI PDTFTIVQFAGLTPTFTLZ QTP -

421 CTATTTATTACCGGGGATTAAAGATTTCACTAAGGGAATCAATTTTGCTTCTGCTGGTGC
Y LLPGI KDTFEFTZ KT GTINTFASATGA -

481 TTGTGTTCTTGTTGAAACTCGTCCTCAAACGATAAATTTGAAGAGGCAAGTGGATTATTT
CVLVETRPOQTINTLTIEKT RO OQVDYF -

541 TCTCCAAATGGTGCAAAAATTGAAGCAACAAGTTGGAGATGCACAAGCTAATCAGCTGTT
L Q MV Q KLKOQOQVGDAGOQANZ OQTLL -

601 ATCCGAAGCTGTATACTTGTTTAACATTGCAGGAAATGACTATGTAACCCTTCTACAGAA
S EAVYLFNTIAGNTDYVTLTLZ QK -

661 GAATGTCAAAAAGCTTCCACTCTCCAATTTCAAAAGGAACCGTCAGATGAATATGATTCT
NV KZKTLZPLSNTFI KR RNT RIOQMNMIL -

721 TGGCAACCTCACCATACACATTAAAACTATCTATAACCAAGGAGGTAGGAAATTCGCATT
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781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501
1561

G NLTTITHTIKTTIYNTZ QGG GTR RTZKTFATF
CCAAAACCTTGGTCCTCTTGGGTGCATGCCATCAATGAAGTACATGCTAGCATATAAAGG
Q NLGPLGT CMPSMEKTYWMLAYKG
AACTTGCGCGCCCGAGCCACAAGAGCTAGCCAAGATGCACAACGCTAAGTTTGCTGCACT
T CAPETPO QTETLAIKMEHNATKTEAATL
AGCCAAGAGATTGCAAAGCAACCTACCAGGGTTCAAATACTCAATATACGACTTCTACAC
A KRLOQSNLTPGTFTIKTYSTIYDTFYT

CTCCTTATACCTCCGTGTTTTATATGGAAGTAGATATGGTTTTAGGGAAAGCCAAACAGC
SLYLRVLYG GSRYGFZRES ST QTA
TTGCTGTGGAAGTGGATCCTACAATGGTGACTTCACTTGCCAAAAGAAAGACCAGAGCTT
C CGSGSYNGDTFTTCOQTZKTKTDTG QS F
CTCTGTTTGCAGTAATCCGAATGAGTACTTGTGGTTCGACGCCGCGCATCCCaCGGACAA
S VCSNPNTETVYTLMWTFDAAHTEPTDK
GGCTAACCAGGCCTTCTCTAAAGAGTTCTGGAGTGGAGGATCTAACCTTGTGTCTCCTTA
ANQATFSIKTETFWSGGSNTLVSPY
CAATTTGCAGAATTTGTTCGCCGCGAAATGATCAAGTTTATAGGGATTTTTGGGATACAT

N LQNTULTFAAK *
ATGCTCTTACACTCAACTGTGATCAAAGATAAGGAGTGTTAGGGTTTATTTTATTCTATT
GATTAATATTATTATTCCTGGTACATCTTGTATGTTACACATACCAATAGCTTGTAGTTT
ITTTTTTTTTTTTTTTTACTTATTATTTTTCTTCTTGGAAAATTTGGGAGGAAATTAAAG
GTCAAGGTTTATGTTGTAATAAGTGAGGGACAGAGGGGTAAAGTGGTACCAAAAATTACT
GTAATCAGCAATAAGAAGTTAAAAAAAAAAGAAGAAAATGCAAATGTTGATGAAATTTTA
CTTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 29: Nukleotid-Sequenz und abgeleitete Aminosdure-Sequenz des Gens 18R10VL aus
Chenopodium rubrum-Suspensionkulturzellen (Accession Number AY299194). Das GDSL

Motiv ist durch Fettdruck hervorgehoben

351

Proteomics von 18R10VL

Der Vergleich des Volllingen-Klons 18R10VL mit der Gen-Datenbank zeigt eine

beachtliche Identitdt mit einer Lipase/Acylhydrolase-Sequenz von Arabidopsis thaliana (37 %

identisch, 56,1

% homolog). Da der Klon auBlerdem alle die fiir diese Enzyme

charakteristischen Doméanen enthélt, kann man annehmen, dass dieses Gen eine durch Auxin

induzierte und durch Cytokinin reprimierte Lipase/Acylhydrolase mit GDSL-Motiv (Abb. 29)

codiert.
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Der Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz mit der Genbank ergab 200

dhnliche Sequenzen von Pflanzen. Der Vergleich zeigt 159 Sequenzen von Arabidopsis

thaliana und 23 Sequenzen von Oryza sativa sowie weitere von Branica, einigen Fabaceen,

Heveca und Digitalis (Tabelle 6). Interessant ist die groBe Anzahl von dhnlichen Sequenzen

aus Arabidopsis thaliana. Die Datenbank des Institute for Genomic Research (TIGR

http://www.tigr.org/) enthédlt in der Familie der GDSL-Lipase/Hydrolase Proteine 108

Sequenzen.
Tabelle 6: Nach Arten geordnete Sequenzen mit Ahnlichkeiten zur abgeleiteten
Aminoséduresequenz von 18R10 von Chenopodium rubrum
Spezies Sequenz- | Sequenz- Name des Proteins Ahnlichkeit
nummer | nummer fiir mit
W2H Chenopodium
rubrum in %
Arabidopsis thaliana | 159 141 GDSL-Motiv lipase/hydrolase |56,1-39,2
protein
Oryza sativa 23 20 putative GDSL-like 51,0-40,9
lipase/acylhydrolase
Brassica napus 4 3 myrosinase-associated protein |43,6-42,5
Medicago truncatula |3 early nodule-specific protein 47,4-42.,0
Medicago sativa 3 1 early nodulin 42,5-38,4
Daucus carota 2 iEP4 42,0
Brassica rapa subsp. | 1 1 lipase SIL1 60,0
pekinensis
Brassica oleracea 1 1 anther-specific proline-rich 42,3
protein
Cicer arietinum 1 1 putative proline-rich protein 45,0
APG isolog
Vigna unguiculata 1 CPRD47 33,2
Hevea brasiliensis 1 1 ENSP-like protein 45,0
Digitalis lanata | 1 lanatoside 15'-O-acetylesterase | 44,4
Summe bekannter 200 152
Sequenz

Im W?H-Programm (Version 4, 2001) wurde mit 152 ausgewshlten Sequenzen ein

phylogenetisches Kladogramm erstellt (Abb. 30). Dabei ergaben sich 2 Hauptgruppen (eine

mit 46 Sequenzen, die andere mit 106), die wiederum in Untergruppen aufgeteilt werden

konnen.
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Abb. 30: Kladogramm der abgeleiteten Aminosduresequenzen bekannter GDSL-Lipasen.

— Position von Chenopodium rubrum. Eine Auflistung der Accession Number aller

Sequenzen ist in Anhang I.
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Das Ergebnis des Vergleichs (pileUp) der abgeleiteten Aminosduresequenzen
bekannter GDSL-Lipasen mit der von Chenopodium rubrum wurde mit der Analyse des
Hydrophobizititsindex kombiniert. Die mit Hilfe des TMHMM-Programms durchgefiihrte
Analyse zeigt, dass die GDSL-Lipasen transmembrane Proteine sind. Dabei befindet sich der
N-Terminus (12 Aminosduren) im Zellinneren und ist {iber einen transmembranen Anker von
19 Aminoséduren an die Zellmembran gebunden. Der grofite Teil des Proteins ist extrazellulér

(Aminosduren 32-368), moglicherweise auch das aktive Zentrum (Abb. 31).

Hydrophobizitdtsanalyse der Chenopodium rubrum GDSL-Lipase

1 10 20 30 40 50 60 70
MAKITPKTTKMLPTLALFAAILFLSLSPSNAQYKPPLFVF YDDGMTLHNGVKGAGAEFWPYG ETYF
KKPAGRYSDGRL IPDFIVQFAGLPFLQPYLLPGIKDFTKGINFASAGACVLVETRPQT INLKRQVDYFLQ
MVQKLKQQVGDAQANQLLSEAVYLFNIAGNDYVTLLQKNVKKLPLSNFKRNRQMNMILGNLTIHIKTIYN
QGGRKFAFQNLGPLGCMPSMKYMLAYKGTCAPEPQELAKMHNAKFAALAKRLQSNLPGFKYSITYDFYTSL
YLRVLYGSRYGFRESQTACCGSGSYNGDFTCQKKDQSFSVCSNPNEYLWFDAAHPTDKANQAFSKEFWSG
GSNLVSPYNLQNLFAA
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Abb. 31A: Struktureller Aufbau der GDSL-Lipase von Chenopodium rubrum entsprechend
dem Hydrophobizititsindex. B: Hydrophobizititsindex-Analyse fiir GDSL-Lipase von
Chenopodium rubrum mit Hilfe des TMHMM-Programms
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Eine entsprechende Analyse wurde mit den anderen Vertretern der GDSL-Lipasen
durchgefiihrt, wobei aus den Gruppen 1, 2A, 2C und 2D jeweils 1 Vertreter ausgewéhlt und
die Gruppe 2B mit Chenopodium rubrum vollstindig bearbeitet wurde Abb. 32 A und B).

Hydrophobizitits-Charakteristik
der 16slichen und
transme'mbranen Proteine mit GDSL-Motiv A

v
ARAth Chrl
ARAth Chrl
ARAth Chr5
ARAth Chri
ARAth Chri
BRAra
ARAth Chr3
ARAth Chrl
CHEru

ARAth Chril
ARAth Chril
ARAth Chrb5
ARAth Chril
ARAth Chril
BRAra

ARAEh Chr3 GNNNYFDSISSERSNFIIPYGKT TFKEPTGRVSDGRIN 1D
ARAth Chrl LISEFCDSFEDACNNNYENIT1LDRANEPPYCRT - FEPICRFSDCRENSD
CHErU LFMFGDSEYBDGTLH . NOMKGACAERWPYCET Y FRKPAGR Y SGRINED

B

G 1A *.gl ~—~ Bxg ~~ sBRxXsBEREii Bfl ~= rrBanfAtagsti

G 1B siisEGDSiaDEN! 1 etf|~~ tBRXsPER1 i i ~~ eh Bvggafjald

G 2A oBENFGDSnTDRGN - Cramelv BOi —  BRG-BHAvot -
G 28 aBEvEGDSITDAGnnny ~—~ywBiEcll ~— MkTBUBRSBORr1ipdfi — gftyBvnEAsagfigal

G 2C ailvEGDSnDICNEN- -~ == atBREsnBkv B ~~ dl1tBvsfABagsgyd

G 2D yfvEGDSIVBnEBnlinyl~~ _py@ == ptBRESNGRrtv B ~~ ivXBillyABagaBileetg

B Domiine fiir alle Sequenzen

. Domine fiir alle Sequenzen dieser Gruppe

~~ Vergleich nicht relevanter Sequenzabschnitte

Abb. 32A: Multivergleich (pileUp) der abgeleiteten Aminosduresequenzen bekannter GDSL-

Lipasen aus der Gruppe 2B (s. Abb. 30) -: Identische Aminoséuren, -: mehr als 50%
der Aminosiuren in einer Spalte besitzen starke Ahnlichkeit in ihrer funktionellen Gruppe,
Orange: mehr als 50% der Aminosiuren in einer Spalte besitzen schwache Ahnlichkeit in
ihren funktionellen Gruppen. Die eingerahmten Teilsequenzen gehéren zum
Transmenbranbereich des Proteins. ARAth Chr — Arabidopsis thaliana — Chromosom; BRAra
— Brassica rapa; CHEru — Chenopodium rubrum. B: Die Consensus — Sequenzen fiir alle 6

Gruppen
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Die Abb. 32B zeigt, dass zwar alle Sequenzen das GDSL-Motiv enthalten, aber nicht
alle die gleichen Charakteristika in Bezug auf den Hydrophobizitdtsindex besitzen. Nach einer
Kalkulation mit dem Programm Boxshade 3.21
(www.ch.embnet.org/software/BOX form.html) von 50% Wahrscheinlichkeit besitzen sie

auBerdem verschiedene Doménen im aktiven Zentrum, das in Abb. 32B gezeigt ist.

Abb. 32 B deutet das Vorhandensein von 4 Gruppen an (1A, 1B, 2C und 2D aus Abb.
30) mit einer Tendenz zur Loslichkeit der Proteine und von 2 Gruppen (2A und 2B) mit
transmembranen Proteinen. Die Zusammenfassung der Charakteristika der einzelnen Gruppen

ist in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Ubersicht iiber die GDSL-Lipasen aller 6 Gruppen in Bezug auf die Léslichkeit

Gruppe | Gesamtanzahl Anzahl der Anzahl der % der 16slichen Proteine
der Proteine | 16slichen Proteine | transmembranen
Proteine
1A 23 16 7 70
1B 23 19 4 83
2A 14 0 14
2B 9 0 9
2C 45 27 18 60
2D 38 28 10 74

Bemerkenswert ist, dass die Sequenzanalyse der Chenopodium rubrum-Lipase-
Doméne, die das GDSL-Motiv enthdlt, keine Homologie mit den Lipasen von E. coli,
Drosophila melanogaster und Homo sapiens (komplettes Genom) aufweist. Nur mit den
Bakterien (und dabei wiederum nur mit Cyanobakterien) ergibt sich eine geringe Homologie

(33%) hinsichtlich der Phospholipasen.

Bevor Upton und Buckley (1995) in ihrer Arbeit ,,4 new family of lipolytic enzyme? *
treffend die Frage nach einer neuen Familie von Enzymen stellten, gab es eine andere

Bezeichnung fiir diese Proteine, die in verschiedenen Gruppen charakterisiert wurden.

Die Analyse der einzelnen Sequenzen der Gruppen ergab, dass es eine gut ausgeprigte
Charakteristik fiir jede Gruppe gibt. In der Gruppe 1A sind das die nodulinen Proteine, in der
Gruppe 1B die Lipase mit einer Ahnlichkeit zur Phospholipase der Bakterien. Fiir die Gruppe
2A ist die Myrosinase charakteristisch, in der Gruppe 2B die Lipase Acylhydrolase GDSL.
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Die Gruppe 2C ist durch die Lipase der Familie II oder auch ,.anther-specific proline-rich
protein“ charakterisiert. Fiir die Gruppe 2D ist wiederum das Lipase-Acylhydrolase-GDSL-

Motiv kennzeichnend.

3.5.2 Induktion und Expression des Lipase-GDSL-Motiv-Transkriptes in

Chenopodium rubrum

Fiir die GDSL-Lipase wurde eine Expressionsanalyse mit der Northern Blot-Technik
durchgefiihrt. In Abb. 33 ist die Repression durch Cytokinin (Zeatinribosid) und 2,4D und die
starke Induktion durch Auxin (IES) in Gegenwart von 0,1 uM 2,4-D gezeigt. Festzuhalten ist

auch, dass Cytokinin die Induktion durch Auxin unterdriickt.

K ZR ZR+IES IES 2,4-D

. -

Abb. 33: Northern Blot - Analyse der mRNA von 35 Tage alten Chenopodium rubrum -
Suspensionskulturzellen nach Zugabe von IES (0,1uM), 2,4-D (0,1 uM) und ZR (1uM) zum
Kulturmedium (Gen 18R10VL als Sonde)

Die Expression des Lipase-Gens von Chenopodium rubrum-Suspensionszellen wurde
wihrend der gesamten Wachstumsperiode untersucht (Abb. 34). Die stirkste Expression zeigt
sich am 20. Tag. Danach fillt die Expression bis zur spiten stationdren Phase ab. Zu Beginn
der Seneszenz- und Alterungsphase zeigt sich ein zweiter, kleinerer Peak der Lipase-

Expression.
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Abb. 34: Northern Blot-Analyse der RNA wihrend der gesamten Kulturperiode von
Chenopodium rubrum-Suspensionszellen. Es wurde jeweils RNA entsprechend 47 mg Zellen

pro Bande aufgetragen

Bezieht man die Dynamik der Lipase-Expression statt auf die Biomasse auf die Zahl
der zum jeweiligen Zeitpunkt lebenden Zellen (vgl. Abb. 7) so ergeben sich 3 Peaks: Am
Ende der Teilungsphase, in der Mitte der stationdren Phase und zu Beginn der Alterungsphase

(Abb. 35).
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Abb. 35: Relative Expression der Lipase im Northern Blot, auf die Lebendzellzahl in 47 mg
Zellmasse bezogen, wihrend der gesamten Kulturperiode einer photoautotrophen

Chenopodium rubrum-Suspensionskultur

3.5.3 Invitro und in vivo Expression der GDSL-Lipase von Chenopodium rubrum

Die Grofe des Proteins von 41kDa wurde durch eine /n vitro-Translation in
Weizenkeimlingen iiberpriift, dass keine Deletion oder Insertion von Nukleotiden das korrekte

Leseraster verandert haben.

Mit dem Ziel eine Enzymaktivitit zu bestimmen, wurde eine in vivo Expression des
Lipase in E. coli durchgefiihrt. Die Expression der GDSL-Lipase von Chenopodium rubrum
wurde mit zwei verschiedenen Systemen durchgefiihrt: dem Qiagen-System mit dem Vektor
pQE30 fiir die Expression im E. coli-Stamm M15 (Reinigung mit His-Tag) und dem
Stratagene-System mit dem Vektor pCal-kc (Reinigung mit Hilfe des Calmodulins im C-
Terminus und die Spaltung mit Thrombin). Fiir beide Systeme wurden die Klonierungen

iiberpriift, die beide positiv ausfielen, und die in Abb. 36 dargestellt sind.
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Abb. 36: Restriktionsverdau zum Nachweis von 18RIOVL (GDSL-Lipase) in den
Expressionsvektoren

Mit beiden Systemen wurde keine effiziente Protein-Expression erreicht. Im Qiagen-
System mit dem Stamm E. coli M15 war es mit keiner Variation des Ansatzes moglich, auch
nur geringste Proteinmengen mit Antikorpern gegen His-Tag nachzuweisen. Mit dem Stamm
E. coli BL21-CodonPlus wurde eine geringe Proteinproduktion von etwa 56 kDa (GDSL-
Lipase 41 kDa + Thrombin 15 kDa) beobachtet. Wilhelm et al. (1999) erzielten unter Zugabe
von Rifampicin eine groBere Induktion der GDSL-Lipase von Pseudomonas aeruginosa. Fiir
die vorliegende Arbeit war diese Herangehensweise von Wilhelm et al. (1999) fiir eine
Steigerung der Proteinproduktion jedoch nicht geeignet. Eine mogliche Erkldrung fiir dieses
Problem ist, dass das Protein der GDSL-Lipase von Pseudomonas aeruginosa ein ldsliches

Protein ist, das von Chenopodium rubrum jedoch ein transmembranes Protein.

Zur Gewinnung des Proteins wurde daher ein Reaktionansatz mit 2 Stunden

Inkubationszeit gewahlt.
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Abb. 37: SDS-Polyacrylamidgel mit anschlieBender Silberfirbung von Proteinextrakten aus
E. coli BL21-CodonPlus nach Uberexpression der GDSL-Lipase. Proteinbanden nach
Spaltung des GDSL-Fusionsproteins mit Calmodulin durch Thrombin. Bande 1: Kontrolle fiir
die Thrombin-Spaltung (mit dem im Kit mitgelieferten Protein); Bande 2: Thrombin-Spaltung
des GDSL-Lipase Fusionsproteins; Bande 3: GDSL-Lipase Fusionsprotein; Bande 4: Protein
Marker

Abb. 37 zeigt die Proteine der Thrombin-Spaltung des Calmodulin-Fusionsproteins,
die eine mogliche GDSL—-Lipase von Chenopodium rubrum darstellen. In der Spur 3 wurde
das Fusionsprotein direkt aufgetragen, dessen Masse bei 56 kDa lag. Dies entsprach der
Erwartung. In der Spur 2 traten deutliche Banden bei 41, 36 und 15 kDa auf. Die Bande bei
41 kDa entspricht der molekularen Masse der GDSL-Lipase, wihrend die Bande bei 15 kDa
dem Thrombin zuzuordnen ist, welches auch in Spur 1 des Kontroll-Proteins zu sehen ist.
Hilton und Buckley (1991) sowie Flieger et al (2001) stellten nach der Thrombin-Spaltung in
einer GDSL-Lipase von Aeromonas hydrophila und Legionella pneumophila aufgrund des
Wegfalles der Disulfid-Briicke, die sich im C-Terminus befindet, einen Verlust von 4 — 5 kDa
fest. In der vorliegenden Untersuchung wurde eine &hnliche Differenz von 4-5 kDa (die

Bande bei 36 kDa) beobachtet.
3.5.4 Lipase-Acylhydrolase mit GDSL-Motiv

Die Lipasen sind Enzyme, die eine kleine Konsensus-Region mit der Sequenz G-X-S-
X-G aufweisen, in der sich das aktive Zentrum befindet. Diese Sequenz findet man auch in

Serine-Proteasen (Yang et al. 1987, Brenner 1988). Einer der ersten Berichte tiber das GDSL-
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Motiv stammt von Hilton und Buckley (1991), die jedoch in der Sequenz selbst das GDSL
nicht als charakteristische Motiv sahen. Sie sprachen allgemein von einer Lipase, und durch
Mutation von Phel3 zu Ser und von Serl6, His175, His180 und Ser229 zu Asn bestimmten
sie Serl6 als katalytisches Zentrum. Die Mutation dieser Aminosduren fiithrte dazu, dass das

Protein keine Aktivitit fiir eine Lipidhydrolyse- oder einen Acyl-Transfer mehr aufweist.

w
(0]

H175H180
|

LVF!3GDS!LS

Abb. 38: Potentiell wichtige Regionen in der Sequenz der Lipase von Aeromonas hydrophila.
(fett gedruckt die sind Aminoséduren, die identisch mit der Lipase von Chenopodium rubrum

sind)

In weiteren Studien wurde bestétigt, dass das konservierte Ser im GXS-Motiv in
Vibrio mimicus (Shaw et al. 1994), in Bos taurus (Hattori et al. 1995) und in Streptomyces
diastochromogenes (Tesch et al. 1996) das katalytische Zentrum des Enzyms ist. AuBlerdem
wurde in Strukturuntersuchungen gezeigt, daB3 auch das im DXXHP Motiv enthaltene

konservierte Histidin an der Katalyse beteiligt ist (Wei et al. 1995; Ho et al. 1997).

Upton und Buckley (1995) beschrieben die Existenz einer neuen Familie von
lipolytischen Enzymen mit einer FGDSL-Region, nannten diese jedoch GDSL-Lipase. Sie
beschrieben 5 fiir diese Enzyme charakteristische Blocke (I, II, III, IV und V). Spéter wurden
durch die Sequenzanalyse typische Motive fiir drei der Blocke ermittelt (I, III und V
Dalrymple et al. 1997). Der Block I wird in Abb. 32B dargestellt.
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Tabelle 8: Die Gruppen der Lipase im Vergleich des Motivs GXND (Block I1I)

Gruppe |Motiv der Gruppe Bemerkung

1A GXND X immer Q

1B GXND X=G,V oder A

2A GX(EN,)DDE-57% | X=A,Mund T

2B GXND AuBer von Chenopodium rubrum, bei dem
es AGND ist
X=S,A,L,Vund G

2C GX(N,D,T,V,S)D 77.77% GXND

2D GXND X=S,N,G,A oderV

Tabelle 9: Die Gruppen der Lipase im Vergleich des Motivs DXXHP (Block V)

Gruppe | Motiv der Gruppe Bemerkung

1A DXXH(Y,A)

1B DXXH(L,M,F,P) L-10mal M-10mal F und P1mal
2A DXXHN

2B DXXH(L,P) P nur bei Chenopodium rubrum
2C DXXHP

2D DXXHP

Nur die Motive der Gruppe 2 D entsprechen den oben von verschiedenen Autoren
beschriebenen Charakteristiken der einzelnen Blocke. Eine Erklarung hierfiir konnte sein,
dass die Untersuchungen nicht spezifischerweise bei Pflanzen vorgenommen wurden. Das
unterstreicht die Notwendigkeit nach der Suche von Ubereinstimmungen mit Sequenzen von
anderen Organismen, bei denen nur eine geringe Ahnlichkeit vorlag, vor allem aber fiir die

GDSL-Lipase von Chenopodium rubrum mit nichtpflanzlichen Organismen.
3.5.5 Regulation der Expression von Lipasen durch Phytohormone

Auxin

Untersuchungen mittels Northern Blot (Abb. 33) hatten gezeigt, dass die Expression
des GDSL-Lipase-Gens durch Auxin induziert wird. Auch Lee et al. (2003) beobachteten in
Arabidopsis thaliana eine schnelle Aktivierung eines Phospholipase A,-Gens durch IES,

dessen stirkste Expression 4 Stunden nach Zugabe des Auxins gemessen wurde.
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Daten anderer Arbeitsgruppen zeigen einen FEinfluss von Auxin cher auf die
Enzymaktivitit von Phospholipase A (Andre und Scherer 1991; Scherer und Andre 1989,
1993; Scherer 1995). Dass es sich dabei um einen sehr schnellen Prozess handelt,
demonstrierten Paul et al. (1998) mit fluoreszierendem BODIPY-Phosphatidylcholin als
Substrat, welches durch Phospholipase A, hydrolysiert wird. Auch in Zellkulturen von
Petroselinum crispum L. und Glycine max L. wurde eine schnelle Aktivierung einer

Phospholipase A2 durch Auxin nachgewiesen.

Cytokinin

Der EinfluB von Cytokininen (Repression oder Induktion) auf Lipase-Aktivitit ist
bislang nur wenig untersucht. Helliwell et al. (2001) berichteten von einer GDSL-Lipase aus
Arabidopsis thaliana (AAF26785), die keinen Cytokininresponse zeigt. Diese Lipase besitzt
eine Homologie von 48% mit dem Protein aus Chenopodium rubrum. Nach einer
Multivergleichsanalyse des Proteins gehort diese Lipase zur Gruppe 2 D und damit zu den

16slichen Proteinen.

3.5.6 Antagonistische Wirkung des Auxins und des Cytokinins in der

Molekularbiologie

Im Gegensatz zur Lipase aus Arabidopsis thaliana reagiert die Expression der Lipase
aus Chenopodium rubrum sowohl auf Auxin (Induktion) als auch auf Cytokinin (Repression)

(Valdes et al. 2001).

Das Verhéltnis von Auxin- und Cytokininkonzentrationen kontrolliert ein weites
Spektrum an Prozessen in der Pflanzenentwicklung, z.B. die Bildung von Wurzeln oder von
Sprossen aus Kallusgewebe (Skoog und Miiller 1957). Die Applikation der beiden
Hormonspezies verursacht hdufig antagonistische Effekte (z.B. wird die Bildung von
Sprossen durch Auxin gehemmt, durch Cytokinin jedoch gefordert). Die molekularen

Mechanismen derartiger Interaktionen sind jedoch nicht geklért (Coenen et al. 2003).

Bislang wurden nur wenige Gene gefunden, deren Promoter mit synergistischem
Response auf beide Phytohormone reagiert. Matsuda et al. (2001) beobachteten mit einem
Genkonstrukt FAD3::LUC (Fettsdure Desaturase und Luciferase ) erst nach zwdlfstiindiger
Induktion mit Auxin und Cytokinin ein Ansteigen der Expression. Daraus schlossen die

Autoren, dass eine direkte Einwirkung der Phytohormone auf den Promotor FAD3
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unwahrscheinlich sei. In einer anderen Arbeit untersuchen Coenen und Lomax (1997) die
synergistische Wirkung der beiden Phytohormone auf Proteinebene der CDKA (Cyclin-
abhingige Proteinkinasen A), deren Menge durch Auxin erhoht und deren Aktivitdt nach
Cytokininzugabe mef3bar wird. Die gegenseitige Kontrolle von Auxin und Cytokinin, die
interaktive Kontrolle der Genexpression und posttranslationale Effekte sind als mogliche
Mechanismen beschrieben worden, die solchen physiologischen Wechselwirkungen zu

Grunde liegen.

Arbeiten iiber eine Interaktion von Cytokininen mit dem synthetischen Auxin 2,4-D
liegen - mit einer Ausnahme - noch nicht vor. Bei der Ausnahme handelt es sich um die
Expression des Gens der Stirkesynthase in der Tabak-Zellkultur BY-2. Unter diesen
Bedingungen zeigte sich eine antagonistische Wirkung beider Hormone, weil 2,4-D die
Expression des Gens reprimiert und wéhrend sie durch Cytokinin induziert wird (Miyazawa et

al. 1999).

IES induziert, ZR unterdriickt die Induktion der Lipase von Chenopodium rubrum. Bei
einer gleichzeitigen Behandlung der Kulturzellen mit IES und ZR {berwiegt der
reprimierende Effekt des Cytokinins. Vergleichbare Befunde anderer Autoren liegen bis heute
nicht vor, jedoch sind antagonistische Effekte anderer Phytohormone bzw. Effektoren auf
GDSL-Lipasen der Gruppe 2A bekannt. So induziert Jasmonsdure diese Gene, wihrend die

Induktion durch Salicylsdure reprimiert wird (Taipalensuu et al. 1996, 1997, Grsic 1999).
3.5.7 Lipase und Seneszenz in der Wachstumsperiode

Erstmalig demonstrierten Brick et al. (1995), dass eine GDSL-Lipase von Pflanzen
(Arabidopsis thaliana) lipolytische Aktivitit aufweist. Sie fanden nur in den etiolierten nicht
aber in den belichteten Keimlingen eine Expression des Gens und schlossen daraus, dass das
Enzym nur in den ersten Wachstumsstadien der Pflanze aktiv ist. Dieser Befund steht im
Widerspruch zu den Ergebnissen anderer Autoren, wie z.B. Beisson et al. (1997), die in
Keimlingen von Sonnenblumen mit zunehmendem Alter einen Anstieg des Proteins
beobachteten und erstmals zeigten, dass mit dem GDSL-Motiv Acyl-Esterase-Aktivitdt
verbunden ist. In der Chenopodium rubrum - Zellkultur akkumuliert das Lipase-Transkript am
Ende der stationdren Phase (Abb. 35). In der Alterungsphase lésst die Expression aber stark

nach, was gegen die Beteiligung des Enzyms an Seneszenzprozessen spricht.
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Nach Thompson et al. (1998) sind an der gesteuerten Seneszenz vier
lipiddegradierende Enzyme beteiligt: die Lipoxygenase, Phosphatidsdure-Phosphatase,
Phospholipase D und lipolytische Acyl-Hydrolase. Dies triftt fiir die Lipase aus Chenopodium
rubrum sicherlich nicht zu. Allerdings kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Phospholipase von Chenopodium rubrum an der Freisetzung von Fettsduren aus der
Plasmamembran beteiligt ist, die iiber die Reaktionen der LOX letztlich zur Bildung von
Jasmonsdure flihren. Ein Argument daflir wére der Befund, dass es sich um ein

membranintegrales Enzym handelt.
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3.6 Isolierung des Volllangen-Klons des Fragmentes Altém4 aus der cDNA-Bank von

Chenopodium rubrum

Das Fragment Altom4 wurde im Differential Display entdeckt. Es konnte nicht in
jungen Zellen (7 Tage) sondern nur in Zellen der stationdren Phase (35 Tage) gefunden
werden und seine Expression wird durch Auxin (IES) nicht aber durch 2,4-D induziert. Zur
Isolierung des Volllingen-Klons wurde eine cDNA-Bank von Chenopodium rubrum
gescreent. Nach der in vivo-Excision wurde ein Klon von 2451 bp gefunden (Altém42). Der
Vergleich mit in Datenbanken verfiigbaren Sequenzen zeigte, dass diesem Klon das 5’-Ende
fehlte. Ein Vollldngen-Klon wurde durch RACE-PCR mit anschlieender Klonierung mit dem

Gateway-System erhalten.

Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosduresequenz des Vollldngen-Klons
Altém42 sind in Abb. 39 dargestellt. Die cDNA ist 2692 bp lang, mit einem offenen
Leseraster zwischen den Basenpaaren 59-2362; das entsprechende Protein enthdlt 767

Aminoséuren. Die Molekularmasse, abgeleitet von der Aminosaduresequenz, betragt 83 kDa.

1 GCAAACATACAACAATTATTATTACTTATCCACCAAACTAATAACAATAAAATAAATTAT

M
61 GTCATCTCGTAATAACTTTTTTTGCTTTCTTGTGTTATTTATTCTTCTTAGCGCAGAGGC
S SRNNZFZFCFLVLF 1T L L S AEA

121 CCGAGCTGCCCCATTGGCATGTGATCCAAAAAGCGGGCTAACTCGGGCCTTGCGCTTTTG
R ANAPL ACUDWPIKSGLTIRALIREFZC
181 CAGGGTCAACCTCCCGATACGTGCTAGGGTCCAAGACCTTATCGGGAGGTTGAACCTGCA
R vV N L P 1 RARYV QDULI G RULNTILQ
241 GGAGAAGGTGAAACTACTAGTGAACAATGCGGCACCTGTGCCGCGTCTAGGAATATCAGG
E KV K L L VNNAAPVZPRILGTI1I S G
301 GTATGAGTGGTGGTCTGAGGCCTTACATGGAGTGTCCAACGTGGGACCGGGGACAAAATT
Y EWWS EALUHG GV S NV G P G T K F
361 CCGTGGCGCTTTCCCGGCCGCCACCAGCTTCCCCCAGGTCATCACCACGGCTGCTTCCTT
R G A FPAATSF®PQV I TTAAS F
421 CAATGCCTCTCTTTGGGAAGCTATTGGACAGGTAGTGTCAGATGAAGCAAGAGCAATGTA
NASLWEAI GQVV SDEARAMY
481 TAATGGAGGAACAGCAGGATTAACATATTGGAGTCCAAATGTGAACATATTTCGTGACCC
NG G TAGLTYWSPNVNTFRDP
541 AAGATGGGGTAGAGGTCAGGAAACTCCTGGTGAGGACCCCACATTAGCATCACAATATGC
R wW GG R G Q E TP G EDUPTULASOQY A
601 TGCTAGTTATGTTCGAGGGCTTCAAGGTATTTACAATAAGAATCGTTTGAAGGTTGCTGC
AS Y VR G L QG I YNIKNWRILIKV A A
661 TTGTTGTAAACATTACACTGCTTATGACCTTGACAATTGGAATGCCGTTGATCGTTTCCA
c ¢ K HY TAYDULDNMWNA AVDR F H
721 TTTTAATGCTAAGGTGAGCAAGCAAGATTTGGAAGACACATATAATGTGCCCTTCAAGGG
FNAKV S K QDULEUDTYNV P F K G
781 TTGTGTACAAGAGGGAAGAGTTGCTAGTGTGATGTGCTCCTACAACCAAGTAAATGGCAA
c voQ EGRVASVMCSYNZQV NG K
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841 GCCCACTTGTGCTGACCCTGATCTACTTCGCAACACTATTCGTGGCCAATGGCGCCTCAA
P TCADJ PUDTLTLTE RNTTIRTGI QWP RTL N
901 TGGGTATATTGTATCTGATTGTGATTCAGTTGGTGTGTTATATGATGATCAACATTACAC
G Y1 VSDGCDSVGVLYUDU DGO OQHYT
961 CAGAACTCCTGAGGAAGCGGCAGCTGATACCATCAAAGCAGGTTTAGACTTGGACTGTGG
R TP EEAAATDTTI KAGTLTDTLTDTCG
1021 GCCCTTTTTAGCAGTGCACACGGAAGCGGCCGTAAAAAGAGGGTTATTAACAGAGGCTGA
P FLAVTUHTTEA AAVTI KT RTGTLTLTEATD
1081 TGTGAACCAGGCCTTAACCAACACCTTCACAGTCCAAATGAGACTAGGGATGTTTGATGG
V NQ ALTNTTFTVOQMRTLTGMTFTD G
1171 AGAAGCAGCAGCCCAACCATTTGGACATTTAGGCCCAAAAGACGTATGCAGTCCAGCCCA
E A AAQZPTFGUHTLTGTPTIKTDUVT CSTP A H
1201 CCAAGACCTAGCCCTCCAGGCAGCCCGTCAAGGGATTGTTCTACTCCAAAACCGGGGCCG
Q DL ALQAARTG GQGTIVTLTLTGQNT RGR R
1261 ATCACTGCCCTTGTCCACGGCTCGCCACCGTAATATTGCCGTTATTGGGCCTAATGCCGA
S L PLSTA ARG HRNTIEIAVTIGTPNATLD
1321 TGCCACGGTAACCATGATCGGTAACTACGCCGGGGTGGCATGTGGTTACACATCACCCTT
ATV TMTIGNTVYAGVA ATCGTVYTSZPL
1381 ACAAGGCATAGCAAGGTATGCAAAAACAGTCCATCAAGCAGGATGCATAGGTGTTGCTTG
Q G I ARY AKTVUHOGQATGTCTIGVAC
1441 TACTAGCAACCAACAATTTGGGGCAGCTACAGCAGCAGCAGCTCATGCTGATGCAACAGT
T S NOQQFGAATA AAAAHATDATV
1501 ACTAGTTATGGGCCTGGACCAATCAATCGAGGCCGAATTCCGTGATCGGGCATCGGTCCT
L VMGTLTUDTG QS STI1IEAETFTR RTDT RASIVL
1561 ATTACCGGGCCACCAACAAGAGCTCGTTTCAAAAGTGGCCTTGGCTTCAAGAGGCCCAAC
LPGHOQU QETLVSZ KVALASTR RGTPT
1621 TATTCTGGTCTTGATGTGTGGTGGGCCTGTTGATGTCACCTTTGCTAAAAATGACCCAAA
1 LVLMCGGPVDVTTF FATEKNTDTPK
1681 GATTAGTGCTATTTTATGGGTTGGTTATCCAGGTCAAGCTGGTGGCACTGCTATTGCTGA
1 S A1 LWVGYUPGOQAGG GTATILIATD
1741 TGTTCTCTTTGGTACCACTAATCCAGGAGGAAAGTTACCAAATACATGGTACCCCCAAAG
V._LFGTTNPG GG GTIKTLTPNTMWYUPOQS
1801 CTATGTGGCAAAGGTTCCAATGACAGACCTAGCAATGAGGGCGAACCCATCAAACGGTTA
Y VA KV PMTDLAMMRANTPTSNGY
1861 TCCGGGCCGGACCTACCGTTTCTATAAGGGGCCCGTTGTGTTCCCGTTCGGTTTTGGGTT
PGRTYU RTFYIKGPVVFPTFGTFG.L
1921 AAGTTACACCCGGTTCACCCAATCACTGGCCCATGCACCCACCAAGGTCATGGTACCCTT
S Y TRFTOQSLAHAPTUKVMVPL
1981 AGCCAACCAATTCACCAACTCAAACATCACCTCATTTAACAAAGATGCCTTAAAAGTGTT
A NQF TNSNITSTFNIKTUDATLTKVL
2041 ACATACAAATTGTGACAACATACCCCTAAGCCTCCACATTGATGTGAAGAACAAGGGCAA
H TNGCDINTIPTLTSTILUHTIDVIKNTEKGK
2101 GGTTGATGGATCCCACACTATCCTTGTGTTCTCGACCCCGCCCAAAGGGACCAAGTCGTC
VDGSHTILVFSTZPFPIKTGTTEKS S
2161 CGAGAAGCAACTTATTGGGTTCAAAAGGGTCCATGTGTTCGCGGGTTCAAAGCAACGGGT
E K QLTIGTFTIKT RVHVYTFAGSTKTEOQTR RV
2221 TAGGATGAACATACACGTTTGCAACCATCTTAGTAGAGCTGATGAATTTGGGGTTAGAAG
R M NTHVCNUHLS SR RADTETFTGVTR RTR R
2281 AATCCCAATTGGTGAACATACTCTACATATTGGGGACGACCACAAACATAAGCTTTCTCT
1 P 1 GEHTULUHTIGTDT DU HTE KT HTEKTLSL
2341 TCACATTGACATAGGGAAATGAGATCTTAGCATGGTATTTTTCAAAGGAAATTTAGGAAT
H I DI G K =*
2401 TATACGTACAGTTGCTAGTGTTGATTAAGTGTTCAATATGATGCTATTTATACATAGATC
2461 CATTAAAATAAGTGTACATGAAATGTGGTTTTAAATTAGTTTGCTTCATATTTGTTCTTT
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2521 TGAACAGGTGAAAACTATTGGGAATTGTAATGATGATACTAGACATACTGTTTAATTACA
2581 ACATTTAGCCACAAACTTTGCAATGTAAAAATACTTTATTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAA
2641 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 39: Nukleotid-Sequenz und abgeleitete Aminoséure-Sequenz des Volllingen-Klons
Altém42 aus Chenopodium rubrum-Zellkulturen (Accession Number AAP83934). Der durch
RACE-PCR erhaltene Abschnitt ist fett gedruckt. Entweder kursiv oder unterstrichen ist

derjenige Teil der Sequenz, der spiter fiir die RNA-Interferenz (RNA1) benutzt wurde
3.6.1 Genomics und Proteomics von Altém42

Der Sequenz—Vergleich des Volllaingen-Klons Altém42 mit der Nukleinsdure-
Datenbank zeigt eine beachtliche Ubereinstimmung (70 % identisch, 80 % #hnlich) mit zwei
Sequenzen von Arabidopsis thaliana (Accession Number NP _ 199747 Chromosom 35,

NP_563659 Chromosom 1), die zur Glycosyl-Hydrolase-Familie 3 gehdren.

Der taxonomische Report der ersten 200 Sequenzen mit Homologie zur abgeleiteten
Aminosédure-Sequenz des Klons Altém42 aus der Chenopodium rubrum-Zellkultur (Accession
Number AAP83934) ist in Tabelle 10 dargestellt. Hohe Ahnlichkeit des Proteins von
Chenopodium rubrum mit solchen von anderen Pflanzen (27 Pflanzensequenzen, davon 15
aus Arabidopsis thaliana), von Pilzen (37) und von Bakterien (135) konnten festgestellt
werden. In weiteren Vergleichen mit den Sequenzen von Genen aus Viren, Insekten,
Metazoen und Wirbeltieren wurden aber keine &dhnlichen Sequenzen mit Chenopodium
rubrum gefunden. Nur eine Sequenz eines Archae-bacteriums (Sulfolobus solfataricus
Accession Number AAK43134) weist eine Homologie von 49% mit der Sequenz von
Chenopodium rubrum auf. Diese Sequenz besitzt Homologie zu verschiedenen B-Xylosidasen
und B-Glucosidasen, was daher auch die Aufmerksamkeit auf die Homologie zu der Sequenz
des Enzyms B-Xylo-Glucosidase (ausschlieBlich durch Breves et al. 1997, so bezeichnet)
lenkte. Da B-Xylosidase und B-Glucosidasen gleiche Doménen aufweisen, wird das Gen aus

Chenopodium rubrum als 3-Xylo-Glucosidase-Gen bezeichnet.
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Tabelle 10: Nach Organismengruppen und Arten geordnete Sequenzen mit Homologie zu der

abgeleiteten Aminoséduresequenz der B-Xylo-Glucosidase von Chenopodium rubrum

Organismen- | Anzahl der Pflanzen Sequenz- | Sequenz- | Homologie mit
Gruppe Sequenzen pro Anzahl |Anzahl | Chenopodium
Organismengruppe fir W?H | rubrum in %
Pflanze 27 Arabidopsis 15 11 80 - 34
thaliana
Prunus persica 1 83
Glycine max 1 61
Lycopersicon 2 1 69 - 61
esculentum
Oryza sativa 4 3 69 - 37
Hordeum 3 2 69 - 41
vulgare
Zea mays 1 41
Pilz 37 11 53-32
Bakterium 135 38 51-42

Im W?H-Programm (Version 4, 2001) wurde eine Analyse der in Tabelle 10
aufgefiihrten Sequenzen durchgefiihrt, und ein phylogenetisches Kladogramm erstellt (Abb.
40). Dieses zeigt 2 Hauptgruppen (eine mit 46 Sequenzen, die andere mit 106), die ihrerseits
wiederum in Untergruppen aufgeteilt sind (Tabelle 10).
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Abb. 40: Kladogramm aus dem Multivergleich (pileUp) der abgeleiteten

Aminoséduresequenzen bekannter 3-Xylo-Glucosidasen.
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Multivergleich (pileUp) der abgeleiteten Aminosduresequenzen der Glycosyl-

Hydrolase-Familie 3 der Pflanzen. -: Identische Aminoséuren, -: mehr als 50% der
Aminosiuren in einer Spalte besitzen starke Ahnlichkeit in ihrer funktionellen Gruppe,
Orange: mehr als 50% der Aminosiuren einer Spalte besitzen schwache Ahnlichkeit in ihren
funktionellen Gruppen. In ,fett“: XGL CHERU = B-Xylo-Glukosidase von Chenopodium
rubrum und die Sequenz des a-L-Arabinofuranosidase/B-D-Xylosidase Isoenzyms aak38481

und B-D-xylosidase aak38482 von Hordeum vulgare

Abb. 41zeigt 2 Hauptgruppen. Zur ersten gehoren die B-Xylo-Glucosidase-Sequenzen
der Pflanzen und Pilze, zur zweiten die aus Prokaryoten. Jede Gruppe teilt sich in
Untergruppen, die im Fall der 1. Hauptgruppe aus Sequenzen der Pflanzen zum einen und
denen der Pilze zum anderen bestehen. Innerhalb der Pflanzengruppe gibt es wiederum zwei

Untergruppen (Abb. 41).
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3.6.2 Induktion der Expression des [3-Xylo-Glucosidase-Gens in Chenopodium rubrum

-Kulturzellen

Fir die B-Xylo-Glukosidase wurde eine Northern Blot-Expressionsanalyse
durchgefiihrt. Abb. 42 =zeigt die Induktion durch Auxin (IES) und einen wesentlich
schwicheren Effekt von 2,4-D (0,1 uM).

K IES 24D

-

Abb. 42: Northern Blot-Analyse der mRNA von 35 Tage alten Chenopodium rubrum-
Suspensionskulturzellen nach zweistiindiger Behandlung mit IES (0,1uM) (1), 2,4-D (0,1 uM)
(D). (K), Kontrolle (Gen Altém4 als Sonde)

Die Expression von B-Xylo-Glucosidase wihrend der gesamten Wachstumsperiode
von Chenopodium rubrum-Suspensionszellen wird in Abb. 43 gezeigt. Die Expression wurde
auf die Zahl lebender Zellen normiert. Es zeigten sich 2 Expressionsmaxima, eines gegen

Ende der Zellteilungsphase, das andere in der spiten stationiren Phase.
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Abb. 43: Auf die Zellzahl normierte Expression der B-Xylo-Glucosidase (entsprechend einer
Probe von 47 mg Zell-Frischgewicht) wihrend der gesamten Dauer einer Suspensions-

Batchkultur von autotrophen Chenopodium rubrum-Zellen
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3.6.3 Genfunktionsanalyse durch Transformation mit Doppelstrang-RNA - vermittelte
RNA-Interferenz (RNAI) von 3-Xylo-Glucosidase

Mit dem Ziel, die Funktion der B-Xylo-Glucosidase in der Zellkultur von
Chenopodium rubrum zu untersuchen, wurde eine Loss-of-Funktion-Analyse durch
Doppelstrang-RNA vermittelte Gen-Interferenz (RNA1) durchgefiihrt. Dazu wurde mit Hilfe
des p-Hannibal-Vektors ein geeignetes Konstrukt mit dem entsprechenden Intron (pdk)
hergestellt (Wesley et al. 2001, Abb. 44). Durch PCR konnten die Sequenzen in beiden
Orientierungen erhalten werden. Die Klonierung erfolgte in Sense-Orientierung zwischen den
Schnittstellen Xhol und Kpnl und in Antisense-Orientierung zwischen Xbal und Clal.
Nachdem das vollstindige Konstrukt nachgewiesen war, wurde mit Hilfe der Schnittstelle
Notl eine 2. Klonierung im bindren Vektor pART27 (Gleave 1992) durchgefiihrt. Die
entsprechende T-DNA, die fiir die Transformation mit Agrobakterien bzw. durch

Partikelbeschuss benutzt wurde, ist in Abb. 45 dargestellt.

Xbal (5041)Notl (5819)

CTal (6624

Intron (pdk)

Terminator
AmpResistenz

5.8 kb

Kpnl 942282
coRI (4218) /
Xhol (4212)

358
Notl (2859)

Abb. 44: Schema des zur Klonierung des Sense-Antisense-Konstruktes verwendeten

p-Hannibal-Vektors
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Glucosidase Antisense Glucosidase Sense
Pkd Intron

%

QCS terminator

pAr27 +Glucosidase

Abb. 45: Schematische Darstellung des T-DNA-Teils des Sense-Antisense-Konstrukts der C.
rubrum B-Xylo-Glucosidase. Die T-DNA enthdlt auller dem Gen Altom42 (B-Xylo-
Glucosidase) (in beiden Richtungen), dem P35S-Promotor, dem OCS Terminator die fiir die

Kanamycin Resistenz notwendige Sequenz NPTIL.

3.6.4 Bestimmung einer optimalen Kanamycin-Konzentration zur Selektion

transgener Chenopodium rubrum-Zellen

Das Antibiotikum Kanamycin wird sehr hdufig zur Selektion transgener Pflanzen
eingesetzt. Dabei muss darauf geachtet werden, dass die Kanamycin-Konzentration die
Kapazititen des transferierten Entgiftungssystems nicht iiberschreitet. Ziel ist eine
Antibiotikum-Konzentration, die alle nicht-transformierten Pflanzenzellen abtotet, wahrend

die transformierten nicht am Wachstum gehindert werden.

Es zeigte sich, dass die Kanamycin-Konzentration in der Suspensions-Batchkultur sehr
viel kritischer ist als auf Agarplatten. Dies ist wohl auf die langsamere Diffusion des
Wirkstoffs aus dem Agar in die Kalli zuriickzufiihren. Da fiir Chenopodium rubrum-Kulturen
noch keine Erfahrungen vorlagen, musste die geeignete Menge an -einzusetzendem
Kanamycin ermittelt werden. Es wurden Chenopodium rubrum-Suspensionskulturen mit
unterschiedlichen Kanamycin-Konzentrationen (0 — 100 pg Kanamycin/ml Medium) versetzt

und der Aufwuchs der Zellen bestimmt (Abb. 46).
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Abb. 46: Aufwuchs (Zellzahl) der Chenopodium rubrum-Zellkultur in Gegenwart

unterschiedlicher Kanamycin-Konzentrationen

Aus den in Abb. 46 dargestellten Wachstumskurven wurde eine zur Selektion der
transformierten Zellen geeignete Kanamycin-Konzentration zwischen 5 und 10 pg
Kanamycin pro ml Medium ermittelt. SchlieBlich wurde eine fiir die Selektion von transgenen
Chenopodium rubrum-Zellen geeignete Konzentration von 7,5 pg Kanamycin pro ml MS-
Medium gewéhlt. Auf MS-Agarplatten war eine Konzentration von 25 pg Kanamycin fiir eine

gute Selektion ausreichend.

3.6.5 Transformation der Chenopodium rubrum-Zellkultur RNAI-R-Xylo-Glucosidase

mit Agrobakterium

Mit Agrobakterien (LBA 4404) konnte eine stabile Transformation der Zellkultur mit
RNAIi-B-Xylo-Glucosidase nur mit heterotrophen Chenopodium rubrum-Zellen erreicht

werden (Abb. 47A).



Ergebnisse und Diskussion 94

Abb. 47: Transformierte heterotrophe Zellen nach der Selektion mit Kanamycin
A- Im Dunkeln gehalten. B- In 24 stiindigem Dauerlicht nach 3 Wochen.

Der Versuch, aus diesen eine photoautotrophe Zellkultur durch Belichtung und CO,-
Begasung zu regenerieren, flihrte nur bis zur Stufe der photomixotrophen Zellen (Abb. 47B).

Suspensionskulturen lieBen sich davon nicht herstellen.

Nach Transformationen von photoautotrophen Zellen mit dem Agrobakterium konnten
nur nicht lebensfidhige Transformanten erzielt werden. Jedoch starben die RNAi
transformierten Zellen immer im fritheren Alter als die Kontrollen, die nur mit dem Vektor
oder mit einem anderen stoffwechsel-inerten Gen (z.B. mit dem GFP-Gen) transformiert

wurden (Abb. 48).

Abb. 48: Suspensionskultur von Chenopodium rubrum-Zellen im Alter von 30 Tagen. Nicht
transformierte und transformierte sowie mit Kanamycin selektierte. Kolben A: Zellkultur mit

GFP transformiert, Kolben B und D: Zellkultur mit RNAi von B- Xylo-Glucosidase
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transformiert, Kolben C: nicht transformierte Zellkultur und Kolben E: nur mit dem leeren

Vektor pArt27 transformierte Zellkultur.

Die gelbliche Verfiarbung, ein Merkmal alternder Zellen (Peters et al. 2000), ist
deutlich zu erkennen. Das Ergebnis konnte nicht weiter konkretisiert werden, da keine

lebensfihige Kultur der transformierten Zellen erzielt werden konnte.
3.6.6 Herstellung stabiler Transformanten durch Partikelbeschuss

Um moglicherweise doch eine stabile Transformation zu erzielen wurde die Partikel-
Beschuss-Methode angewandt. Ein die Kanamycin-Resistenz tragendes Plasmid, das
zusitzlich das GFP enthielt, wurde zum Beschuss verwendet. Abb. 49 zeigt die GFP-

Fluoreszenz von heterotrophen, sowie photoautotrophen Kalli der durch Partikelbeschuss

erzielten Transformanten.

Abb. 49: Durch Partikelbeschuss transformierte Kalli von Chenopodium rubrum:
A- heterotrophe Zellen und B- autotrophe Zellen. Der Erfolg wird durch die Fluoreszenz des

GFP nachgewiesen.

Die Transformation mit dem T-DNA-Sense-Antisense-Konstrukt wurde mit Kalli von
Chenopodium rubrum durch Partikelbeschuss durchgefiihrt (Abb. 45). Als Kontrolle diente
ein Plasmid ohne T-DNA-Sense-Antisense. Eine Woche nach dem Beschuss wurden die Kalli
erstmalig selektiert, d.h. auf eine MS-Glucose-Agarplatte mit Kanamycin iibertragen. Die
aufwachsenden Kalli mit Antibiotika-Resistenz wurden erneut auf eine MS-Glucose-
Agarplatte mit Kanamycin transferiert. Die Kalli, die nach dem zweiten Selektions-Schritt
ibrig blieben, wurden in einer Suspensions-Batchkultur iiberimpft. So ergaben sich zwei
transgene Zelllinien: Eine Kanamycin-resistente B-Xylo-Glucosidase- RNAi-Linie (XGRNAI)

und eine mit dem leeren Vektor aber mit Kanamycin-Resistenz (VKanR). Zur
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Charakterisierung des Phinotyps der transformierten Linien wurde die Wachstumskinetik

anhand der Zellzahl bestimmt (Abb. 52).
3.6.7 Kontrolle der RNAI in Pflanzenzellen mittels PCR

Um die Integration der T-DNA in das Genom der Chenopodium rubrum-Kulturzellen
festzustellen, wurde eine PCR-Analyse durchgefiihrt.

Die PCR-Analyse wurde mit der genomischen DNA von transformierten
Chenopodium rubrum-Zellen (XGRNA1) durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurde die DNA aus
Wildtyp-Chenopodium rubrum-Zellen sowie aus VKanR-Zelllinien benutzt. Als Primer
wurde die genspezifischen Primer und Primer der Bereiche des 35S-Promotors verwendet.

Die Ergebnisse der PCR-Analyse zeigen, dass die Transformation erfolgreich war (Abb. 50).

2000bp
1500bp

1000bp

750bp

500bp

250bp

Abb. 50: Gelelektrophorese der PCR-Produkte zum Nachweis der Fremd-DNA in den
transformierten Zellen. Bahn 1 und 7: GeneRuler'™ 1Kb Ladder; Bahn 2: Wildtyp von
Chenopodium rubrum; Bahn 3: VKanR-Zelllinien; Bahn 4: XGRNAi-Zellinien; Bahn 5:
Erneute PCR des Produktes aus Bande 4; Bahn 6: reines RNAi-Plasmid (pArt27 +
Glucosidase RNA1)

Abb. 50 zeigt die Gelelektrophorese der PCR-Kontrolle mit genomischer DNA aus
den beiden 80 Tage alten transformierten Zelllinien und den Zellen des 30 Tage alten

Wildtyps.
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Sowohl in der zweiten als auch in der 3. Bahn ist kein PCR-Produkt zu erkennen. Bei
der Verwendung des Plasmids pArt27 mit B-Xylo-Glucosidase-RNAi, des Primers fiir CaMV
35S sowie der genspezifischen Primer wurde die erwartete Groe des PCR-Produktes von ca.
703 bp beobachtet (Spur 6). Ein gleich groBes PCR-Produkt ist in den Spuren 4 und 5
schwach sichtbar, wobei dieses sich in Spur 4 auf die genomische DNA der XGRNAIi-
Zellinien bezieht. In der Spur 5 wurde das aus der Spur 4 erhaltene PCR-Produkt fiir eine
nochmalige PCR-Analyse verwendet, um zu iiberpriifen, ob dieses das gesuchte war und um
gleichzeitig das Signal zu verstirken. Dieses Ergebnis zeigt, dass die T-DNA in den Zellen

der transformierten Zellkultur von Chenopodium rubrum vorhanden ist.

3.6.8 Untersuchung des Phanotyps der XGRNAIi-Mutante der Chenopodium rubru-
Zellkultur

In Abb. 51 beobachtet man, dass die Zellen, die mit RNAi der B-Xylo-Glucosidase
transformiert wurden, nach mehreren Generationen keine Mdglichkeiten mehr haben, sich

weiter zu entwickeln.

Abb. 51: Suspensionskultur von Chenopodium rubrum-Zellen im Alter von 28 Tagen nach

mehreren Generationen. Kolben A: VkanR, Kolben B: XGRNAI
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Abb. 52: Die Entwicklung der Zellkultur mit dem leeren Vektor (mit Kanamycin-Resistenz
als Kontroll-Kultur) und der B-Xylo-Glucosidase-RNAi transformierten Chenopodium

rubrum - Suspensionszellen.

Die Abb. 52 zeigt die Wachstumskinetik der beiden Transformanten von
Chenopodium rubrum im Verlauf von 90 Tagen. Im Kurvenverlauf zeigt sich der Unterschied
zwischen beiden Transgenen (VKanR und XGRNAi), wobei am Anfang der
Wachstumsperiode, in der sogenannten Zellteilungsphase, deutliche, aber keine grof3en
Unterschiede erkennbar sind. Der Unterschied in der Zellzahlentwicklung wuchs besonders
nach dem 30. Tag deutlich an. Maximale Unterschiede in der Zellzahl zwischen beiden
Zelllinien traten zwischen 50 und 70 Tagen auf. Wie die Anfangswerte der Wachstumskurve
zeigen, wurde die Suspensionskultur der RNAi-Zellen mit einem doppelten Inoculum
gestartet. Allerdings gilt fiir beide Transformanten-Linien, dass die Zellteilungsphase enorm

verlangert ist (Zunahme der Zellzahl bis zum 60. und 70. Tag).

Ein Vergleich der bekannten Merkmale wie z.B. der Zellzahl des Wildtyps (Abb. 7)
und der XGRNAi-Linie ist nicht moglich, da die XGRNAi-Transformante in der
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Suspensions-Batchkultur nach einigen Generationen ihre Lebensfdhigkeit verloren hat und

ihre Uberimpfung von Kallus ausgehend neu beginnen muss.

Die Teilungsfihigkeit der XGRNAi-Linie wurde nach Ubertragung der Zellen eines
Alters von 50 Tagen iiberpriift. Der negative Effekt des RNAi auf die Teilungsfahigkeit der
Zellen ist in Abb. 53 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass es nicht moglich ist, die Zellen der
XGRNAI mit einem Alter von 50 Tagen noch einmal zur Teilung zu bringen. Das kann man
im Vergleich zur nicht transformierten Zellkultur als frithes Altern bezeichnen. Daraus kann
man schlieBen, dass die B-Xylo-Glucosidase-Teilungsfahigkeit alternder Zellen in der
Alterungsphase essentiell ist. Dieser Alterungsprozess wurde nur in autotrophen Zellen der
Flissigkultur beobachtet, wéhrend die transformierten Kalli immer wieder zum Starten einer

neuen Suspensionskultur verwendet werden kdnnen.

3 - s ﬁ” ‘ ~
Abb. 53: Suspensionskultur von Chenopodium rubrum-Zellen im Alter von 5 (A,B und C), 10
(D,E und F) und 28 (G,H und I) Tagen Ubertragung in frisches Medium im Alter von 50
Tagen. Kolben A,D und G: Wild-Typ von Chenopodium rubrum-Zellkultur, Kolben B,E und
H: XGRNAI, Kolben C,F und I: VkanR.
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3.6.9 R-Xylo-Glukosidase von Chenopodium rubrum

Die B-Xylo-Glukosidase von Chenopodium rubrum gehort zur Familie 3 der Glycosyl-
Hydrolasen. Aus dieser Familie sind bis heute folgende Enzyme bekannt: 3-Glucosidase (EC
3.2.1.21), Xylan-1,4-B-Xylosidase (EC 3.2.1.37), B-N-Acetylhexosaminidase (EC 3.2.1.52),
Glucan-1,3-B-Glucosidase (EC 3.2.1.58), Glucan-1,4-B-Glucosidase (EC 3.2.1.74), Exo-1,3-
1,4-Glucanase (EC 3.2.1.-), a-L-Arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) http://afmb.cnrs-
mrs.fi/CAZY/GH_3.html).

Die B-Glucosidasen werden nach der Ahnlichkeit in den Aminosiuresequenzen
(Henrissat 1991, Henrissat und Bairoch 1993, Coutinho und Henrissat 1999) klassifiziert und
gehoren entweder zur Glycosyl-Hydrolase-Familie 1 (GHF1) mit einer Molekularmasse von
ca. 50 kDa oder zur Glycosyl-Hydrolase-Familie 3 (GHF3), fiir welche eine Molekularmasse
von ca. 80 kDa charakteristisch ist. Die GHF3-Enzyme besitzen sowohl B-Xylosidase- als
auch B-Glucosidase-Aktivitdt (Breves et al. 1997). Die -Glucosidasen vom Typ GHF3 (zu
der auch die B-Xylo-Glucosidase von Chenopodium rubrum gehort) zeigen einen Aufbau aus
zwei Dominen: eine N-terminale - katalytische Domédne (A) - und eine C-terminale — nicht-
katalytische, aber essentielle Domine (B) (Faure et al. 2001) (Abb. 55). Dieser aus den
Modulen AB bestehende Aufbau ist der hdufigste Typ. Der inverse BA-Autbau ist weniger
hiufig und wurde von Lemesle-Varloot et al. 1990; Vroemen et al. 1995; Faure et al. 1999

beschrieben.

Abb. 54: Schematische Darstellung des Aufbaus der B-Glucosidasen aus den Doménen A und
B (Modulen). A ist die katalytische, B die nicht-katalytische, gleichwohl aber essentielle
Domine. Gelber Kreis: Position des katalytischen Aspart-Restes, weiller Kreis: Position des
putativen katalytischen Aspart-Restes (siche auch Pfeil in Abb. 55 und Abb. 56), rot markiert

sind die konservierten Doméne.
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Nach Breves et al. (1997) existieren in der B-Xylo-Glucosidase (XgIS) von
Thermoanaerobacter brockii (Accession Number CAA91219) (46% Homologie mit

Chenopodium-3-Xylo-Glucosidase) zwei Motive, die konserviert und im aktiven Teil des

Enzyms lokalisiert sind (Abb. 54).

Motif Al ¢

XGLS_THEBR P R W TEETFGERP YN - 121
XYLA_THENA P R W TEETFGESPYN- 175
BGLX_ECOLI P R W ASEGFG Tyl - 180
BGLB_CLOTM P L C NFEYFP PY N - 130
BGLS_AGRTU G L N NFECYS PAN- 121

BGLS KLUWWAP LCEBIRGFESFSERP YN - 124

Motif A2 ¢
XGLS_THEBR K NDIBRKDEGFERBI1IVY Y - 220
XYLA_THENA R TDIBRKDMUGFERBIVY Y - 282
BGLX_ECOLI W KDVBRDQUGFKEBITYV H - 288
BGLB_CLOTM Y TEVEKNEWNMHDEBF VY W - 232
BGLS_AGRTU W TKVEREEWNGFDEV VM w - 223
BGLS_KLUMA K IDIPRDEfKWDEMLM W - 226

Abb. 55: Vergleich der konservierten Motive in der A-Region der XgIS von
Thermoanaerobacter brockii, XylA von Thermotoga neapolitana (U58632), BglX of E. coli
(P33363), BgIlB of C. thermocellum (P14002), BglS von Agrobacterium tumefaciens
(P27034), und BgIS von Kluyveromyces marxianus (P07337). Der in allen Arten
vorkommende konservierte katalytisch bedeutsame Rest, die Asparaginsiure, ist mit einem

Pfeil gekennzeichnet (Breves et al.1997).

Motif Al ¢

Xgl_CHENRU: NVNIFRDPRWERGQETPGEDPTEASQYAASYVRGLQG 190
XglS_THEBR: LLDITRDPRWEGRTEETFGEDPYEVMRMGVSY IRGLQT 135

Motif A2 v

Xgl_CHENRU: GKPTCADPDIBERNT IRGQWRLNEY 1 CDSVGVLYDDQHYTRTPEEAAADTIKAGLD 317
XglS_THEBR: GVPCHKSKKISEND I IRKDIIGFES I YFAISQLYEYHHVTSDKKGAAKLALEAGVD 357

Abb. 56: Vergleich der B-Xylo-Glucosidase von Chenopodium rubrum mit den Regionen Al
und A2 von Thermoanaerobacter brockii (Breves et al. 1997). Der konservierte, katalytisch
wichtige Teil, die Asparaginsdure, ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. In Rot sind die
Aminosduren gekennzeichnet, die im Vergleich mit der B-Xylo-Glucosidase von
Thermoanaerobacter brockii (Breves et al. 1997) in Rot libereinstimmen (Abb. 55). In Gelb

sind die Aminosduren gekennzeichnet, die in beiden Sequenzen identisch sind.
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Abb. 56 zeigt, dass die B-Xylo-Glucosidase von Chenopodium rubrum im Motiv A2
an der Position 287 Asparaginsdure (Pfeil) als potenziell katalytisches Zentrum besitzt. In der
Domine Al wurden die konservierten Reste des Aspartat und Glutamat als konservierte
Aminoséduren identifiziert, die offensichtlich fiir die Glycosyl-Hydrolase-Aktivitdt notwendig
sind (McCarter und Withers 1994; Vroemen et al. 1995).

Die physiologische Funktion der B-Xylo-Glucosidase von Chenopodium rubrum ist
noch unbekannt. Zu klidren bleibt, ob das Enzym wirklich B-Xyloside und B-Glucoside
hydrolisiert, ob es Polymere oder niedermolekulare Glycoside hydrolisiert und warum es fiir

die Zellteilung notwendig ist.
3.6.10 R-Xylo-Glukosidase-Expression in der Chenopodium rubrum-Zellkultur
Auxin-Induktion

Die B-Xylo-Glucosidasen von Chenopodium rubrum wurde nach IES-Gabe verstarkt
exprimiert. Bisher liegt fiir die Responsivitdt einer Glycosyl-Hydrolase auf Auxin nur ein
Bericht iiber ein Enzym von Pinus pinaster aus der Glycosyl-Hydrolase-Familie 31 vor, in
dem ein Ansteigen des Transkriptes in den ersten 90 Minuten sowie eine Zunahme der
Enzymaktivitit bis zu 3 Stunden nach der Behandlung mit IES nachgewiesen wurde. Beides,
Transkript und Aktivitidt, nehmen spéter wieder ab, bleiben jedoch {iber dem Niveau des
nichtbehandelten Materials (Sanchez et al. 2003). AuBlerdem fand Campos et al. (1993), dass
P60 eine B-Glucosidase aus Mais, (Glycosyl-Hydrolase-Familie 1) Auxin binden kann. IES
und NAA sowie Naphthylphthalat (Inhibitor des Auxintransportes) hemmen die Aktivitét der
B-Glucosidase. Im Gegensatz dazu hatten Analoga des Auxins, wie z. B. L-Tryptophan, 5-
Hydroxy-IES oder aromatische Verbindungen wie die Benzoesiure keinerlei Auswirkungen
auf die Aktivitdt des P60. Andere Experimente demonstrierten, dass P60 leicht Indoxyl-O-
Glucoside hydrolisiert (Campos et al. 1993). Diese Aktivitét scheint sehr spezifisch zu sein,
denn P60 kann keine anderen IES-Konjugate wie z. B. IES-myo-Inositol oder IES-Aspartat
hydrolisieren (Schell et al. 1993).

3.6.11 Expression der R-Xylo-Glucosidase von Chenopodium rubrum in der

Seneszenzphase

Die Expression von B-Xylo-Glucosidase von Chenopodium rubrum ist am stérksten in
der stationdren Phase und erlischt wiahrend der Alterungsphase. Yoshida et al. (1998, 2001)

beschrieben eine B-Glukosidase, die mittels Differential Display in Arabidopsis-Blittern in
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unterschiedlichen Seneszenzstadien gefunden wurde: Im letzten Stadium der Seneszenz (nur
noch 21% Restgehalt an Chlorophyll gegeniiber einem adulten Blatt) wurde eine hohe Gen-
Expression von YSL1, einer B-Glucosidase, festgestellt. Solch eine Expression wurde nicht in
jungen und adulten Blittern sowie nicht in Bldttern der frithen Seneszenzphase (Blétter mit 56
% Chlorophyll) gefunden. Eine andere B-Glucosidase von Arabidopsis thaliana (Fujiki et al.
1997) wurde ebenfalls bei Dunkelheit (Fujiki et al. 2001) sowie durch Zuckermangel (Fujiki
et al. 2000) induziert. Bei der natiirlichen Seneszenz hatte diese B-Glucosidase ihre grofite
Expression in Blattern, deren Flidche einen gelben Anteil von mehr als 75% hatte. Allerdings

handelte es sich dabei um ein Enzym der Glucosyl-Hydrolase-Familie 1.

Ruperti et al. (2002) fand ein Gen (PpAzl152) in Prunus persica (AAMO00218),
welches eine B-Xylosidase codiert. Diese B-Xylosidase gehdrt zur Glycosyl-Hydrolase
Familie 3, welche in der Abszissionszone durch Ethylen induziert, und nur in Bléittern mit
mittlerer und fortgeschrittener Seneszenz exprimiert wird. Die Ahnlichkeit der B-Xylosidase
in Prunus persica mit der von Chenopodium rubrum betragt 83 %. Ruperti et al. (2002)
berichten, dass dieses Enzym eine besonders starke Expression in iiberreifen Friichten zeigt
und Ahnlichkeiten zum Klon JPPXYL besitzt, der eine B-Xylosidase der japanischen Birne
(Pyrus pyrifolia) ist (Yamaki und Kakiuchi, 1979). Das Gen wird in reifenden Friichten stark
exprimiert (Itai et al. 1999). Auch in reifenden Tomaten wurde eine B-Xylosidase (LeXYL1
Accession Number BAC98298 und LeXYL2 Accession Number BAC98299) gefunden, die
mit dem Enzym von Chenopodium rubrum 70% Homologie hat (Itai et al. 2003). LeXYL2
wird relativ stark wihrend der Fruchtentwicklung exprimiert, nicht aber wéhrend des
Reifungsprozesses. Gegensitzlich verhdlt sich LeXYL1, das zur gleichen Gruppe wie das
Chenopodium-Enzym (Pflanzen 1) gehort. LeXYL1 wird wéhrend der Fruchtentwicklung
nicht exprimiert, dafiir aber spiter, und besonders im {iberreifen Zustand der Friichte. Aus
diesen Ergebnissen sowie aus der verstirkten Expression in der letzten Seneszenzphase
schlussfolgerten Itai et al. (1999), dass diese B-Xylosidase Zellwand-gebunden ist und dort die
Hemicellulose abbaut. Ruperti et al. (2002) vermuteten, dass das Gen PpAzl52 am

Metabolismus der Zellwand wéhrend der Seneszenz beteiligt ist.
3.6.12 Transformation mit Hilfe des Partikelbeschusses von RNAI

Bei der Analyse des Verhiltnisses beider Transgene wurde nach 50 Tagen im
Phenotyp mit dem Gen B-Xylo-Glucosidase 2,49 mal weniger Zellen beobachtet als im
Transgen mit dem leeren Vektor. Dieses Verhalten war zu erwarten, weil die Genexpression

am 50. Tag am stirksten ist (Abb. 43).
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Man konnte sich vorstellen, dass die langsam alternden Pflanzenzellen das
Spaltprodukt (Aglucon) eines B-Glucosids zur Alterungsverzogerung brauchen. Da in diesen
Zellen der Spiegel der freien Cytokinine sehr niedrig, der der Cytokinin-O-glucoside aber
hoch ist (Peters et al. 2000) wéren die Cytokininglucoside ein potentielles Target der B-
Xyloglucosidase. Eine Anhebung des Spiegels an freien Cytokininen konnte in der Tat

alterungsverzogernd wirken.

Auch im Tierreich hat man B-Glukosidasen gefunden (ebenfalls der Glukosyl-
Hydrolase-Familie 1), die mit der Alterung in Zusammenhang stehen (Kuro-o et al. 1997,
Yahata et al. 2000). Ein Beispiel dafiir ist das Produkt des Klotho-Gens, welches eine B3-
Glukosidase codiert, die derjenigen in Bakterien und Pflanzen dhnelt. Takahashi et al. (2000)
demonstrierten vorzeitiges Altern von Maus-Mutanten, die dieses Klotho-Gen nicht
exprimierten. Es wurde vermutet, dass es sich bei dieser Glucosidase um einen ,,Master“-Gen

fiir die tierische Seneszenz handelt (Kuro-o 2001).

Bei transgenen Maiusen fiihrt die Unterdriickung der ,,Klotho*“-B-Glucosidase zur
signifikanten Verkiirzung der Lebensspanne (Yamashita et al. 1998, Kuro-o 2001, Kashimada
et al. 2002). Hinweise auf einen &hnlichen Effekt sieht man bei den Xyloglucosidase-RNAi-
Transformanten der Chenopodium rubrum-Zellkultur. Allerdings muss angemerkt werden,
dass es sich bei beiden Enzymen um verschiedene Klassen der B-Glucosidasen handelt, so
dass eine direkte Ubertragung der biologischen Bedeutung vom Tier- auf das Pflanzensystem

zumindest problematisch ist.

In der Einleitung wurde auf die Moglichkeit eingegangen, dass in den ersten vier
Wochen der stationdren Phase die Zellen durch Ubertragen in frisches, 2.4-D-haltiges
Néahrmedium erneut zur Teilung angeregt werden konnen. In Abb. 57 beobachtet man, dass
nach dem Ubertragen in frisches, 2.4-D-haltiges Nihrmedium nach 44 Tagen immer noch

eine, wenn auch deutlich verzogerte, Entwicklung moglich ist (Peters et al. 2000).
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Alter des Inokulums

6
—— 18 Tage
54 | . 21 Tage
——— 44 Tage
4 g

Trockengewicht [mg/ml Zellsuspension]

Alter der Zellkultur [Tage]

Abb. 57 Wachstumskinetik (Trockengewichtzunahme) in Chenopodium rubrum-Kulturzellen,
die mit einem Inokulum von 4x10° Zellen von Kulturen verschiedenen Alters iibertragen
wurden (Peters et al. 2000).

Die fortschreitende Alterung der Zellen verhindert die Wiedererlangung der
Teilungsfdhigkeit. Es gibt einen ,,Point of no return* im Leben dieser Zellen, der von Peters et
al. (2000) als irreversibles Altern charakterisiert wurde. Dieser beginnt ab dem 60. Tag und

kann durch keine Art von Hormonbehandlung aufgehalten werden.

In Zellen mit einer ,,Herunterregulierung® oder sogar ,knock-down-effekt der B-
Xylo-Glucosidase wird der ,,Point of no return® friiher erreicht, als in Zellen des ,,Wild-Typs*
und der VkanR-Linie, da die Teilungsfdhigkeit der Zellen bereits am 50. Tag

verlorengegangen ist.
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4 SCHLUSSBETRACHTUNG

Um zellbiologische Prozesse und ihre Regulation verstehen zu lernen, empfiehlt es
sich, die Genexpression in definierbaren Phasen der Entwicklung zu verfolgen und dadurch
auch Hinweise auf das Zusammenspiel von aktivierenden und reprimierenden Faktoren zu
erhalten. Viele derartige Untersuchungen wurden mit Hefe, mit Caenorhabditis elegans und
mit Drosophila melanogaster durchgefiihrt; bei Pflanzen ist Arabidopsis thaliana das am
besten untersuchte Modell. Jedoch eignete sich diese Arabidopsis thaliana wegen ihrer
Wuchsform, ihrer geringen Grofle und wegen der Schnelligkeit ihrer Entwicklung bzw. ihrer
Kurzlebigkeit keineswegs fiir das Studium aller zellbiologischen Prozesse von Pflanzen. Ein
Beispiel dafiir ist die Kurzlebigkeit der Rosettenblétter, deren friithzeitig einsetzende Sequenz
und deren raschemVerlauf den Ubergang zwischen Wachstum und Seneszenz nur unscharf
erkennen lassen. Bei der Kurzlebigkeit der ganzen Arabidopsis-Pflanze wird auch die
Sequenz der Rosettenblétter von der Sequenz der ganzen Pflanze physiologisch iiberlagert
(Hensel et al. 1993). Zellkulturen bieten sich fiir das Studium bestimmter ontogenetischer
Prozesse von Pflanzen an; jedoch ist die bei weitem iiberwiegende Mehrzahl derartiger
Zellkulturen heterotroph und ebenfalls kurzlebig. Eine langlebige, autotroph wie heterotroph
wachsende Zellkultur, wie die von Chenopodium rubrum, ist hingegen fiir derartige Studien
hervorragend geeignet und bereits als Modellsystem fiir die Blattentwicklung beschrieben

(Peters et al. 2000).

Als die Entwicklung dieser Zellkultur regulierende Gréfe wurde der
Erndhrungszustand der Zellen ausgemacht, der iiber endogene Phytohormonspiegel die
Transkription regulatorischer Gene steuert (Peters et al. 2000, Fountain et al. 2003). In dieser
Hinsicht waren das Cytokininspektrum dieser Zellen und die Ethylenproduktion iiber den
ganzen Verlauf einer Suspensions-Batchkultur im Detail untersucht wurden. Die vorliegende
Arbeit ergidnzt diese Studien durch die Untersuchung der Phytohormongruppe der Auxine, zu
deren Synthese die Zellen offensichtlich einen exogenen Stimulus in Form des kiinstlichen

Auxins 2,4-D benotigen.

Ahnlich den Cytokininen und dem Ethylen steigt der Gehalt an endogener IES in der
Anfangsphase (Tage 1-4) deutlich an, fdllt danach aber schneller als dies bei den anderen
Phytohormonen der Fall ist noch wihrend der Teilungsphase wieder auf den Anfangswert
zuriick. Im Gegensatz zu den ,,aktiven* Cytokininen und dem Ethylen nimmt die endogene
Auxinkonzentration in der stationdren Phase voriibergehend nochmals zu, fillt zum Beginn

der Seneszenz wieder ab, steigt aber in deren Schlussphase erneut deutlich an; letzterer
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Anstieg hingt mit der Freisetzung von 2,4-D aus den Vakuolen absterbender Zellen

zusammen, welche die noch lebenden Zellen zu erneuter Auxinsynthese veranlassen.

Nachdem in einer fritheren Arbeit ein Zusammenhang zwischen dem endogenen
Auxinspiegel und der Expression einiger Gene der Zellzykluskontrolle gezeigt werden konnte
(Fountain et al. 2003), interessierte vor allem, welche Gene spezifisch durch Auxin induziert
werden. Im Differential Display wurde die auxin-abhingige Expression dreier Gene gezeigt,
deren Volllingensequenz aufgeklirt und bestimmten Proteinen zugeordnet werden konnte. In
einem dieser Fille handelt es sich um die Untereinheit einer ATPase, deren
entwicklungssteuernde Relevanz nicht erkennbar ist. Hingegen zeigen die anderen beiden
Gene ein Expressionsmuster, das sich mit der Entwicklung insofern korrelieren ldsst, als die
Expression hauptsichlich in der stationdren Phase erfolgt, wenn auch das zweite Maximum
der endogenen IES-Konzentration durchlaufen wird. Die Expression des zweiten,
auxinabhidngigen Gens, einer GDSL-Lipase konnte in Zusammenhang mit der
Jasmonatsynthese stehen, eines auch die Seneszenz auslosenden Stresshormons. Besonders
interessant ist das 3. identifizierte Gen, eine B-Xylo-Glucosidase. Mit Miusen konnte gezeigt
werden, dass Knockout-Transformanten deutlich schneller altern als der Kontrolltyp (Kuro-o
2001). Es gelang, eine entsprechende Knockdown-Transformante auch der Chenopodium
rubrum-Suspensionszellen zu erhalten und zu zeigen, dass diese Zellen schlechter wachsen
und schneller altern als die Kontrolltransformanten. Diesem Phdnomen muss nun in weiteren
Arbeiten nachgegangen werden. Selbstversténdlich ist anzunehmen, dass die 3 identifizierten
Gene nicht die einzigen sind, die durch IES kontrolliert werden. So wurde z.B. eine CDKA
nachgewiesen, deren Genexpression ebenfalls Auxin-abhéngig ist und ein dhnliches Muster
wie die B-Xylo-Glucosidase hat. Ungeklart bleibt allerdings der biochemische

Zusammenhang zwischen dem exogenen Stimulus und der Induktion der IES-Synthese.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Phytohormone sind eine wichtige Gruppe pflanzeneigener Verbindungen, die als
endogene Wachstumsregulatoren wirken und Wachstum und Entwicklung der hdoheren

Pflanzen steuern und koordinieren.

Das Ziel dieser Arbeit war die Kldrung der Bedeutung von endogenem (IES) und
kiinstlichem Auxin (2,4-D) fiir das Wachstum der photoautotrophen Chenopodium rubrum-
Zellkultur. Das Cytokininspektrum dieser Zellen und die Ethylenproduktion einer
Suspensions-Batchkultur war bereits iiber den ganzen Verlauf von ca. 100 Tagen eingehend

untersucht worden, iiber die endogenen Auxinverhéltnisse lagen jedoch keine Daten vor.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurde eine effiziente Methode zur Extraktion und
Reinigung der Indolessigsdaure (IES) entwickelt, da bei der in der Literatur beschriebenen
Methode mit den Kulturzellen sehr hohe Verluste auftraten. Die Quantifizierung der IES-
Konzentration erfolgte dann mit Hilfe des ELISA nach Weiler (1986).

Mit der optimierten Methode wurde der Auxingehalt wéhrend der gesamten
Kulturperiode gemessen. Zu Beginn der Kultur (4.Tag) durchlduft die endogene
Konzentration an IES einen kurzzeitigen, aber besonders ausgeprdgten Peak, wobei die
Konzentration bereits in der Teilungsphase wieder auf einen niedrigen Wert abfillt. In der
stationdren Phase nimmt die Auxinkonzentration voriibergehend, aber lingst nicht so stark
wie am Anfang, zu, fillt zum Beginn der Seneszenz wieder ab, und steigt dann in der
Schlussphase erneut deutlich an. Der endogene Auxingehalt steht aber auch unter dem
Einfluss von exogen angebotenen 2,4-D (Dichlorphenoxyessigsdure). Dies wurde durch
Kongruenz der Kinetiken von 2,4-D im Suspensionskulturmedium und der endogenen IES-

Konzentration demonstriert.

Um einen Beitrag zum Verstdndnis der Auxinwirkung auf molekularer Ebene zu
leisten, wurde zundchst die Aufnahme von exogenem Auxin in die Zellen untersucht. Die

Zellen nehmen Auxin sehr schnell und (fast) vollstindig aus dem Medium auf.

Nun konnte mit Hilfe des Differential Display-Verfahrens gezielt nach Genen
gesucht werden, die durch IES induziert werden. Mit diesem Verfahren wurden 3

Genfragmente aufgefunden, deren Expression durch IES induziert wurde.
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Durch Screenen von cDNA-Banken von Chenopodium rubrum wurden die
zugehorigen Gene gefunden: 18R10 (cDNA-Bank aus 35 Tage alten Zellen), Al.1 und
Altém4 (cDNA-Bank aus 35 Tage alten Zellen nach 2stiindiger IES-Behandlung).

Das Gen Al.1 wird durch IES, nicht aber durch 2,4-D induziert. Es handelt sich um
ein Gencluster, das zwei Proteine codiert - das ribosomale Protein S2 (RPS2) und die
Untereinheit IV der ATPase. Das Gen ist 2711 bp lang, mit zwei offenen Leserastern, nimlich
503-1213 fiir RPS2 mit 236 Aminosduren, und 1411-2154 fiir die ATPase-Untereinheit mit
247 Aminosduren. Da Al.1 fiir keinen Poly-A-Schwanz codiert, ist das Gencluster

plastidisch.

Im Northern-Blot-Verfahren wurde eine mRNA aus Chenopodium rubrum-
Kulturzellen detektiert, die mit der die ATPase-Untereinheit codierenden cDNA aus Al.1l
hybridisierte. Da diese mRNA durch die Bindung an eine Oligo-dT-Séule isoliert wurde, muf}
sie einen Poly-A-Schwanz besitzen und somit aus der Transkription des Kerngenoms
stammen, da plastidische mRNA keinen Poly-A-Schwanz aufweist. Ein die ATPase-
Untereinheit-codierendes Gen sollte daher auch im Kern der Chenopodium rubrum-Zellen
vorkommen, das grosse Ahnlichkeit mit dem entsprechenden cDNA-Bereich des
plastomischen Al.1 hat (von Arabidopsis thaliana ist bekannt, dass ATPase-Gene des
Plastoms und des Kerngenoms bis zu 96% Identitit aufweisen). Die Bildung dieser mRNA
wurde duch IES-Behandlung induziert. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass nicht nur die
Chloroplasten, sondern auch der Kern der Chenopodium rubrum-Zellen ein ATPase-

Untereinheit-codierendes Gen besitzt, dessen Expression durch Auxin induziert werden kann.

Das Gen 18R10 codiert eine Lipase mit dem fiir Phospholipasen typischen GDSL-
Motiv. Die Sequenz ist 368 Aminosduren lang. Eine Hydrophobizititsindex-Analyse mit
Hilfe des TMHMM-Programms ergab, dass die GDSL-Lipase von Chenopodium rubrum ein
transmembranes Protein ist. Dabei befindet sich der N-Terminus (12 Aminosduren) im
Zellinneren und ist iiber einen transmembranen Anker von 19 Aminosduren an die
Zellmembran gebunden. Der grofite Teil des Proteins ist extrazelluldr (Aminosduren 32-368),

darunter auch das aktive Zentrum.

Interessanterweise wurde die Expression dieser Lipase durch IES induziert, aber durch
Cytokinin  gehemmt. FEin  Antagonismus beider = Phytohormone  wurde auf

Genexpressionsebene bisher noch fiir kein anderes Gen beschrieben.
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Das Gen Altobm4 wird nicht in Zellen der Teilungsphase (7 Tage), sondern nur in
Zellen der stationdren Phase (35 Tage) exprimiert und seine Expression wird durch IES, nicht
aber durch 2,4-D induziert. Die Sequenz ist 2692 bp lang, mit einem offenen Leseraster
zwischen den Basenpaaren 59-2362. Das entsprechende Protein ist eine 3-Xylo-Glucosidase,
die zur Glycosyl-Hydrolase-Familie 3 gehdrt und 767 Aminosduren enthédlt. Um die
zellphysiologische Bedeutung dieses Gens zu ermitteln, wurde eine knock-down-
transformante (RNAi) Zelllinie hergestellt. Daflir musste ein Transformations- und
Selektionssystem fiir die Chenopodium rubrum-Suspensionskultur entwickelt werden. Die
stabile Transformation gelang schlieBlich durch Partikelbeschuss und Selektion mit
Kanamycin. Die Transformante konnte iiber eine Kalluskultur wieder als Suspensionskultur
etabliert werden. Sie wéchst erheblich schlechter als der ,,Wildtyp* und auch als die Null-
Transformante und altert schneller. Die Teilungsfdhigkeit dieser Zellen geht schon am 50.Tag
der Kultur verloren. Diese Beobachtung stimmt mit dem Befund iiberein, dass das Gen im

,»Wildtyp® in der stationdren Phase (Tag 30 — 60) am stirksten exprimiert wird.
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6 SUMMARY

The significance of endogenous and synthetic auxins in the culture of

photoautotrophic Chenopodium rubrum cells

Phytohormones are an important group of plant compounds, which act as endogenous

growth regulators. They control and coordinate the growth and development of higher plants.

The goal of the present study was to clarify the importance of endogenous (IAA) and
synthetic auxin (2,4-D) for the growth of a photoautotrophic cell culture of Chenopodium
rubrum. The cytokinin spectrum of these cells had already been thoroughly investigated, as
well as the ethylene production during the entire progression of a suspension batch culture
over a period of about 100 days. However, no information was available as to the endogenous

auxin relations of the cells.

In order to achieve this goal, an efficient method for the extraction and purification of
indole acetic acid (IAA) was developed, since the method described in the literature led to
heavy losses with the culture cells. Quantification of the IAA concentrations was performed

with the aid of the ELISA according to Weiler (1986).

The auxin content was measured with the optimized method during the entire culture
period. The endogenous IAA concentration exhibits a short-lived, but particularly pronounced
peak at the beginning of the culture (4th day), and falls off to a low value already during the
division phase. The auxin concentration increased temporarily during the stationary phase, but
to a much lesser extent than at the onset of the culture. It decreased again during the onset of
senescence, and increased markedly once more during the final phase. The endogenous auxin
concentration is, moreover, also influenced by exogenously supplied dichlorophenoxy acetic
acid (2,4-D). This was demonstrated by the similarity of the kinetics of the 2,4-D in the

suspension culture medium and the endogenous IAA concentration.

In order to contribute to the understanding of the effect of auxin at the molecular level,
the uptake of exogenous auxin into the cells was studied first. The cells take up auxin very

rapidly and (almost) completely from the medium.
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The differential display technique was then employed to search for genes which were
induced by IAA. Three gene fragments whose expression was induced by IAA were found by

this procedure.

The corresponding genes were found by screening cDNA libraries from Chenopodium
rubrum: 18R10 (cDNA library from 35 days old cells), Al.1 and Altém4 (cDNA library from
35 days old cells after two hours of treatment with TAA).

The gene Al.1 is induced by IAA, but not by 2,4-D. It is actually a gene cluster that
encodes two proteins - the ribosomal protein S2 (RPS2) and the subunit IV of an ATPase. The
gene is 2711 bp long and has two open reading frames, namely 503-1213 for RPS2 (236
amino acids) and 1411-2154 for the ATPase subunit (247 amino acids). Since Al.1 does not

encode any poly-A tail, this gene cluster is plastidic.

A mRNA from Chenopodium rubrum culture cells which hybridized with the cDNA
of Al.1 encoding the ATPase subunit was detected by Northern blotting. Since this mRNA
was isolated via binding to an oligo dT-column, it must possess a poly-A tail and thus
originate from transcription of the nuclear genome, as plastidic mRNA does not have a poly-
A tail. A gene encoding an ATPase subunit should thus be present in the nuclear genome of
the Chenopodium rubrum cells which is highly similar to the corresponding cDNA region of
the plastomic Al.1 (it is known from Arabidopsis thaliana that ATPase genes in the plastome
and the nuclear genome are up to 96% identical). The formation of this mRNA is induced by
treatment with IAA. It is therefore very probable that not only the chloroplasts, but also the
nuclear chromosomes of the Chenopodium rubrum cells possess a gene encoding an ATPase

subunit whose expression can be induced by auxin.

The gene 18R10 encodes a lipase with the GDSL motif typical of phospholipases. The
sequence is 368 amino acids long. An hydrophobicity index analysis with the aid of the
TMHMM program showed that the GDSL-lipase from Chenopodium rubrum is a
transmembrane protein. The N-terminus (12 amino acids) is within the interior of the cell and
is bound to the cell membrane by a 19 amino acid long transmembrane anchor. The largest

part of the protein is extracellular (amino acids 28-368), including also the active center.

Interestingly, the expression of this lipase is induced by IAA, but inhibited by
cytokinin. An antagonism of the two phytohormones on the level of gene expression has not

yet been described for any other gene.
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The gene Altém4 is not expressed in young cells of the division phase (7 days), but
only in cells in the stationary phase (35 days), and the expression is induced by IAA, but not
by 2,4-D. The sequence is 2692 bp long, with an open reading frame between the base pairs
59-2362. The corresponding protein is a B-xyloglucosidase which belongs to the glycosyl
hydrolase family 3 and consists of 767 amino acids. A knock-down transformant (RNA1) cell
line was established to determine the cell physiological significance of this gene. This
required the establishment of a transformation and selection system for the Chenopodium
rubrum suspension culture. Stable transformation was attained by particle bombardment and
selection with kanamycin. The transformant was re-established as a suspension culture via a
callus culture. The culture grows considerably more slowly than the "wild-type" and than the
control transformant and ages more rapidly. The ability of these cells to divide is already gone
after 50 days of culture. This observation agrees with the finding that the gene in the "wild
type" is expressed most strongly during the stationary phase (days 30-60).
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2,4-D
ABP

Amp

AP

APS

BSA

CBP

CDKA
CDKB

DD

DEA

DEPC

DMF

DS

EDC

ELISA

ER
FAD3::LUC
FH' -ATPase
GCG

GFP

GHF1

GHF3

IAA

ID

IES

IPTG

LB

LOX
MS-Medium
PAGE

PCR

PLA

PM H'-ATPase
pNPP

PTGS

2,4-Dichlorphenoxyessigsdure
Auxin-Bindungs-Protein
Ampicillin

Alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxodisulfat
engl. bovine serum albumin
Calmodulin-Bindungs-Peptid
Cyclin-abhéngige Kinase A
Cyclin-abhédngige Kinase B
Differential Display
Diethanolamin
Diethylpyrocarbonat
N,N’-Dimethylformamid

Andock-Doméne

Ethyl-3-(3 Dimethylaminopropyl) Carbodiimide

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Endoplasmatischen Reticulums
Fettsdure Desaturase und Luciferase
Functional H+ -ATPase

Genetics Computer Group*

Green Fluorescence Protein
Glycosyl-Hydrolase-Familie 1
Glycosyl-Hydrolase-Familie 3

engl. Inodel-3- acetic acid
Inhibitordoméne

Indol-3-essigsdure
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
Luria-Bertani

Lipoxigenase

Murashige und Skoog Medium
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerase-Kettenreaktion
Phospholipase A

Plasmamembran H'-ATPasen
Nitrophenylphosphat

Post-transcriptional gene silencing
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RACE
RNAIi
RPS2
RubisCO
SDS
T4-PNK
TBE
TBS
TEMED
Tween 20
VKanR
X-Gal
XGRNAI
ZR

engl. rapid amplification of cDNA ends
RNA-Interferenz

Ribosomale Protein S2
Ribulose-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
engl. sodium dodecyl sulfate
T4-Polynukleotidkinase

Tris/Borat/EDTA

engl. tris buffered saline
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
Polyoxyethylensorbitan-Monolaureat
Kanamycin-Resistenz-Linie
5-Brom-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktosid
B-Xylo-Glucosidase- RNAi-Linie

t-Zeatinribosid
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Gruppe 1A

aaf27024
aan31927
aam62882
np 564668
aam61525
aac64890
aag09098
aac33199
bab55786
bab39238
aab61024
cab80922
caa09694
baa&1842
np 189434
bab01482
bac80100
bac80099
aag28886
bab02204
aap37470
cab87784
aaa83209

Anhang I: Accession Number alle Sequenzen aus dem Kladogramm von der Abb 30

Gruppe 1B

bab89203
bab89190
aag42007
np_ 849723
aaa93262
np_ 174186
np 174185
aag22837
aag22836
aag60153
aag51269
np_ 174440
aam65183
aak60329
aad41994
aag22835
np 174181
bab09319
aam62801
baa94228
baa94238
aak98764
cab41152
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Gruppe 2A

bab02989
aak96511
aam64922
np_ 175802
aad25772
aal32630
aam67268
aad25773
aak15556
aad25774
caa71237
caa71238
aac49181
bab01435

Gruppe 2B

aad25766
np 175797
bab09701
aad25771
np 175801
aam47031
np 188039
np_ 175795
AAP55714

Chenopodium
rubrum GDSL-

Lipase

Gruppe 2C

aaf26758
aak30020
np 177719
aak30019
aag52082
bab10559
bab09324
aam61295
aad25660
aad25940
aaf82220
np 563774
aam63265
aac16946
aac16947
baa88267
aag50646
aam64923
aad24833
aam61458
b84722
bab68101
bab89600
aak62786
aag50643
aak30018
bac41809
aak30016
aao42232
aak30017
np 564104
aam64323
aal67433
caa42925
aap21383
aam65485
aad25823
aal61949
cab36525
cab81548
bab01276
bab10602
np 190878
aak14416

Gruppe 2D

bab09323
aag51687
bab10579
cab43849
aam63364
aad12023
aad12024
aad12019
cac01771
np 568318
np_ 564430
aaf97292
aal24090
aam67249
aam63021
bab09209
aam64368
aag51758
aam65973
aag51756
bab21153
bab56037
aaf43219
bab09995
aaf26785
np 198322
bac56011
aap54162
aan05519
cac04723
np 197344
caa22974
aam61634
bab08315
aag52368
aac23769
cab88323
bab10664
np 567372
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