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| . Einleitung

1.1 Einflhrung

Im 20. Jahrhundert wurden de Grundagen fur den Aufbruch ins Zeitater der Genomforschung
gelegt. Oswald Avery, Colin MacLeod und MacLyn McCarty lieferten 1944 mit ihren
Transformationsversuchen den Beweis fir Desoxyriborucleinsdure (DNA) als den Trager der
Erbinformation (Avery, MacLeod und McCarty 1944. Ein Meilenstein war die Aufklarung
der molekularen Struktur der DNA von James Watson undFrancis Crick im Jahr 1953, e durch
Vorarbeiten von Erwin Chargaff und Rosalind Franklin moglich wurde (Watson und Crick
1953.

Mit der Verfligbarkeit molekularer Werkzeuge und dr Entwicklung von gentedhnischen
Methoden begann de Molekularbiologie. Dazu gehorte im Jahre 1970 de Isolierung der ersten
Restriktionsendoniclease (Smith und Wilcox 197Q. Im gleichen Jahr synthetisierten Khorana
und Mitarbeiter zum ersten Mal ein vdlsténdiges tRNA-Gen (Agarwal et al. 197Q. Im Jahre
1973fuhrten Boyer und Cohen de DNA-Rekombinationstechnik ein (Cohen et al. 1973). Nur
wenige Jahre spater entwickelten erstmals Allan Maxam und Walter Gilbert sowie Frederick
Sanger unabhéngig voneinander Tedhniken zur Bestimmung der DNA-Sequenz (Maxam und
Gilbert 1977,Sanger et al. 1977).

Mit Hilfe der DNA-Rekombinationstechnik gelang im Jahr 1979 dr Biotedhndogiefirma
Genentech ein zukurftsweisender Durchbruch mit der Produktiion von humanem Insulin in
E. coli-Bakterien. Dies war fur die damaige Zeit eine technische Mesterleistung, die en
Jahrzehnt zuvor noch fir unmdglich gehalten wurde, nach heutigem Stand der Gentedhnik
jedoch als Alltéglichkeit betrachtet wird. Diese Errungenschaft wurde damals wohl auch zum
ersten Mal durch einen Uberragenden Erfolg an der Borse begleitet (Goeddel et al. 1979,Glick
und Pasternak 1995.

Im Jahr 1981 wurde die este aitomatisierte DNA-Synthesemaschine in den Markt eingefihrt
(Alvarado-Urbina et al. 198)). Zwel Jahre spéter wurden fur die Transformation vonPflanzen
erstmals gentechnisch verdnderte Ti-Plasmide e@ngesetzt (Fraley et al. 1983. Ein weiterer
Meilenstein in der Geschichte der molekularen Biotechndogie war die von Kary Mulli s im Jahr

1
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1985 entwickelte Polymerase-Kettenresktion, haufig als PCR ("poymerase dhain reaction”)
bezeichnet. Sie emoglicht es, geringste DNA-Mengen zu amplifizieren und somit vielen
Anwendungen tberhaupt erst zuganglich zu macden (Saiki et al. 1985, Saiki et al. 1988, Mullis
1990). Im Jahr 1986 folgte die von Leroy Hood und Wilhelm Ansorge entwickelte, erste
automatische DNA-Sequenzierung, ein wichtiger Grundstein fir Genomprojekte (Ansorge et al.
1986, Smith et al. 1986). Im Jahr 1990wurden das internationale Humangenomprojekt ' HUGO'
("Human Genome Organisation”) als auch das Genomprojekt fur die Modell pflanze Arabidopsis

thaliana ins Leben gerufen.

Das Grundpinzip der DNA-Array-Techndogie wurde estmals vorgestellt, as vier
Forschergruppen urebhdngig voneinander das Konzept der DNA-Sequenzierung durch
Hybridisierung auf DNA-Oligonucleotid-Arrays entwickelten, auch kurz SBH ("sequencing by
hybridisation") genannt (Khrapko et al. 1989, Drmanac et al. 1989, Bains und Smith 1988,
Southern et al. 1992). Ein techndogischer Durchbruch auf diesem Gebiet war zum einen de
kombinatorische Synthesestrategie von Stephen Fodor zur Herstellung von DNA-
Oligonucleotid-Arrays mit phaolabilen Schutzgruppen (Fodor et al. 1991). Zum anderen trug
dazu die Entwicklung und Anwendung von Robaern bei, die mit hoher Prézision Proben auf
einem festen Trager in hoter Dichte anordnen. Dies ebnete aich cDNAs den Weg zur DNA-
Array-Tedhndogie (Lennon und Lehrach 1991). Erst mit der Zeit wurde das Potential der
DNA-Array-Techndogie immer klarer und de technischen Barrieren des Projektes 'SBH'
offensichtlicher, so da? de DNA-Array-Techndogie zunachst Anwendung in der parallelen
Analyse der Genexpressonfand (Augenlicht et al. 1991, Schena et al. 1995).

1.2 Genomanalyse

Die Entwicklungen auf dem Gebiet der DNA-Sequenzierung und Genexpressonsanalyse
lauteten zum Ende des 20. Jahrhunderts die Ara der Genomforschung ein. Das Prinzip der
Genomforschung basiert auf der Kombination einer hochparalelen und genomweiten Analyse,
die den Fokus von der individuellen Genanalyse zur globalen Genomanalyse verlagert
(Michelmore 2000). Dabel werden zwei Phasen der Genomanalyse unterschieden: die frihe
Phase der "strukturellen Genomanalyse" untersucht die Genomstruktur auf Sequenzebene und
ebnet damit den Weg fur die neue Phase der "funktionellen Genomanalyse", die die Funktion
der Gene fokusgert (Hieter und Boguski 1997).
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1.2.1  Strukturelle Genomanalyse

Man kann das letzte Jahrzehnt des 20. Jahrhunderts mit den Entwicklungen, de aif dem Gebiet
der DNA-Sequenzierung in den letzten Jahren mit enormer Geschwindigkeit vorangingen, als
die aste Phase der Ara der Genomforschung bezeichnen (Lee und Lee 2000. Der
tedhndogische Fortschritt auf dem Gebiet der DNA-Sequenzierung, der besonders durch de
Automatisierung von Ansorge und Hood im Jahr 1986 angestolien wurde, erlaubte den Ausbau
der DNA-Sequenzierung zu einer Hochdurchsatztechnik im genomweiten Mal3stab. Dabel sind
zwel Ansdtze der DNA-Sequenzierung zu urterscheiden: die dNA-Sequenzierung und de

genomische Sequenzierung.

Bel vielen Organismen codiert nur ein Kleiner Tell des Genoms fir Proteine, der Rest hat, wenn
Uberhaupt, eine bisher unbekannte Funktion. Wenn also eine Zelle Proteine herstellt, wird nur
ein Kleiner Tell der gesamten, rucledren DNA dazu verwendet, die bendtigte Information in
MRNA umzuschreiben. Diese mMRNA-Kopie wird dannin Protein Gbersetzt. Nach Isolierung der
MRNA aus dem Gewebe kann dese mit Hilfe des Enzyms "Reverse Transkriptase" wieder in
komplementére DNA, sogenannte dDNA ("complementary DNA"), umgeschrieben werden.
Diese MNA-Molekile werden in Vektoren ligiert undin E. coli-Bakterien transformiert. Diese
transgenen cDNA-Klone werden voneinander getrennt und aufbewahrt. Die Gewinnung von
cDNAs aus verschiedenen Geweben, zu urterschiedlichen Entwicklungsdadien und uner
verschiedenen Bedingungen erlaubt es, eine dDNA-Bibliothek zu erstellen, de fast ale
codierenden DNA-Abschnitte @nes Organismus représentiert (Grausz und Auffray 1993,
Dresslhaus et al. 1994. Dadiese cDNAs nur codierende Bereiche beinhalten, erhdlt man duch
deren Ansequenzierung entsprechende exprimierte 5 oder 3'-Teil sequenzen, auch ESTs genannt
("expressed sequence tag'). Dies nutzten zum Beispiel Craig Venter beim Menschen sowie
Thomas Newman und Herman Hofte bei der Pflanze Arabidopsis thaliana zur cDNA-
Sequenzierung im grofRen Maldstab, um schnell einen Grofeil aller Gene zu identifizieren
(Adamset al. 1993, Hofte @ al. 1993,Newman et al. 1994,Rounsley et al. 1996.

Mit dem weiteren technischen Fortschritt der parallelen DNA-Sequenzierung rickte auch de
Moglichkeit der Sequenzierung ganzer Genome in greifbare Nahe. Und so wurden erstmals im
letzten Jahrzehnt des 20. Jahrhunderts Genomprojekte von Modell organismen als langfristige
Forschungsziele formuliert. Im Jahr 1990wurde das 'Humangenomprojekt' durch Griindung von
HUGO offiziell aus der Taufe gehoben. Auch de Pflanzenforschung trat im gleichen Jahr mit
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der Bekanntgabe des Genomprojekts zur Sequenzierung von Arabidopsis thaliana in de
Genomforschung ein. Craig Venter verfolgte zuerst das Ziel, mit einer gut organisierten
Sequenziereinheit Uber Kapazitéten zu verfigen, um in neher Zukunft ganze Bakteriengenome
Zu sequenzieren, und gindete im Jahr 1992 zu desem Zwed "The Institute for Genome
Reseach” (TIGR, Rockville, MD, USA). Weitere Genomprojekte zu Modell organismen wie der
Hefepilz Saccharomyces cerevisiae, das Bakterium E. coli, der Nematode Caenorhabditis
elegans und de Taufliege Drosophila melanogaster folgten (Nitcholl 1995).

Im Jahr 1995war es weit, TIGR prasentierte die erste komplette Sequenz eines freil ebenden
Organismus, Haemophilus influenzae, mit einer Grole von 1,83Mb (Fleischmann et al. 1995).
Im Jahre 1997 folgte die Sequenz des Genoms der Hefe Saccharomyces cerevisiae mit 13 Mb
(Goffeau et al. 1997). Mittlerweile liegt die vollstdndige Genomsequenz von weiteren 23
Mikroorganismen var (L oferer et al. 2000, Niermann et al. 2000).

Fur die Genomsequenzierung der Modellflanze Arabidopsis thaliana wurde im Jahr 1996 de
"Arabidopsis Genome Initiative" (AGI) gegriindet (Bevan et al. 1997). Als Ergebnis liegen seit
Ende 1999 de Sequenzen der Chromosomen 2 und 4 vlstandig vor (Lin et al. 1999, Mayer et
al. 1999). Und schon Ende des Jahres 2000 wird das Genom der Pflanze Arabidopsis thaliana
mit 130Mb komplett sequenziert sein, d.h. dei Jahre friiher als geplant (Kaiser 2000).

Beim Modellorganismus 'Mensch' wurden die Anstrengungen des Humanen Genomprojektes
HUGO noch zusétzli ch angetrieben duch deim Jahr 1998entstandene Konkurenz durch Craig
Venter, der in Kooperation mit Perkin EImer die Biotechndogiefirma Celera Genomics Inc.
(Rockville, Maryland, USA) grindete. Dies fuhrte dazu, dald HUGO und Celera Genomics am
26. Juni 2000 gemeinsam verkiindeten, dal3 de Sequenz des menschlichen Genoms zu 85 %
vorliegt, entsprechend ca 2.550 Mb. Damit hat das Humane Genomprojekt seine agenen
Erwartungen Uber den Abschlul3 der Sequenzierung des menschlichen Genoms bis zum Jahr
2005sogar ubertroffen (Pennisi 2000).

Die aste Phase der Genomforschung, initii ert durch das Human- und das Pflanzengenomproj ekt,
kann mit dem Ergebnis der routinemaliigen Sequenzierung mit hohem Durchsatz ganzer Genome
fur abgeschlossen erklart werden. Die Genomforschung entwickelt sich dahin, de Biologie mit
einem Aquivalent, wie e in der Chemie das Periodensystem der Elemente darstellt, zu

versorgen: einer Bestanddiste an Genen, aus denen sich das Leben zusammensetzt. Damit
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gelangt die Biologie an den Punkt, an dem die Chemie zu Beginn des 20. Jahrhunckerts gand
(Lander 1999.

1.2.2  Funktionelle Genomanalyse

In der zweiten Phase der Genomforschung, der "funktionellen Genomanalyse”, werden de
Gene in Bezug auf ihre regulatorischen Funktionen urtersucht. Bei der paralelen Analyse des
genregul atorischen Netzwerks ganzer biologischer Systeme kann de Funktion eines Gens aus
verschiedenen Blickwinkeln betrachtet werden: die biochemische Funktion eines einzelnen Gens
in Form der Proteinfunktion, de zelluléare Funktion innerhalb einer Signaltransduktionskaskade
und eines Stoffwechselweges, die entwicklungsbiologische Funktion der Musterbildung in
bestimmten Entwicklungsdadien und de aaptive Funktion als Antwort auf Anderungen in der
Umgebung (Bouchezund Hdéfte 1998.

Eine Grundage fur die Bestimmung der Funktion von Genen stellt ihre Sequenz dar. Die
Sequenzierung von ESTs als auch ganzer Genome erlaubt es, eine mogliche biochemische
Funktion vidlen Genen duch Sequenzvergleich zuzuschreiben, denn ca 50 % aller neu
sequenzierten Gene weisen Sequenzhomologien zu bereits beschriebenen Genen auch anderer
Organismen auf (Bouchezund Hdéfte 1998,Somervill e und Somervill e 1999.

Die Flut von Sequenzdaten im genomischen Mal3stab all ein kann jedoch keine Auskunft dartiber
geben, welche biologischen Prozesse liber die Regulation kestimmter Gene kontrolli ert werden.
Tedniken zur paralelen Bestimmung der Genexpresson auf der Ebene der Transkription und
Tranglation fur eine grof®e Anzahl an Genen kdnren Informationen tber raumliche und zeitli che
Expressonsmuster liefern und @mit in neuer Form wesentlich zur Aufkléarung der biologischen
Funktion von Genen beitragen (Bouchez und Hdfte 1998. Die quantitative Anayse der
Genexpresson und @mit die Stoffwedhselregulation ist heute @ne der interessantesten Fragen,

diein der Biochemie untersucht werden (Stryer 1991).

Methoden, de dafir bisher zur Verfigung standen, sind "Northern Blot" und "Reportergene”.
Beim "Northern Blot" wird RNA aus Gewebe isoliert, gelelektrophaetisch aufgetrennt und auf
einer Membran immobili siert. Diese RNA kann dann auf die Existenz bestimmter transkribierter
Sequenzen quelitativ und quantitativ untersucht werden (Alwine @ al. 1977, \hite und
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Bancroft 1982). "Reportergene” werden duch chimére Gene von Promotor und Reporter
hergestellt und in de zu urtersuchenden Zellen transformiert. In Abhangigkeit von cer
Regulation des Promotors wird das Reportergen exprimiert. Als Marker der Genexpresson und
Proteinlokalisation in vivo finden Reportergene, wie das GFP-Gen ("green fluorescent protein®),
die B-Glucuronidase (GUS), 3-Galadosidase (LacZ), Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)
undLuciferase (LUC), eine breite Anwendung (Sheen et al. 1995). Beide Techniken sind jedoch

nicht dazu geeignet, mehrere tausend Gene parall € auf ihre Regulation zu analysieren.

Die zweite Phase der Genomforschung, der "funktionellen Genomanalyse', erfordert die
Entwicklung effizienter Techniken, um die Expresson mehrerer tausend Gene parale zu
identifizieren. Dies ist nicht nur eine Frage der Entwicklung neuer Softwarepakete, um die
Sequenzdaten handhaben zu kdnren, sondern vor allem eine Suche nach neuen Methoden, de es
erlauben, tber die Sequenzdaten hinaus die Biologie @nes Organismus zu verstehen. Diese
werden es ermoglichen, Gene nicht nur individuel zu analysieren, sondern auch das
genregulatorische Netzwerk ganzer biologischer Systeme zu erfassen (Hieter und Boguski
1997, Nierman et al. 2000).

Fur die genomweite und hahparall ele Genexpressonsanalyse haben sich wahrend des letzten
Jahrzehnts neue Methoden etabliert. Die Abbildung 1.1 gibt eine Ubersicht tber die in der
strukturellen undfunktionellen Genomanalyse entwickelten Hochdurchsatztechniken.

DNA Transkription > RNA Trandlation > Protein

g gk g

Methoden der strukturellen Methoden der funktionellen Genomanalyse
Genomanalyse fUr die Genexpressonsanalyse
Sequenzierung Differential Display 2D-PAGE

RDA
SSH
SAGE
Oligomer-Array DNA-Array Protein-Array

Abb. 1.1  Ubersicht (iber Methoden der strukturellen und funktionellen Genomanayse. In allen
Bereichen der Genomanalyse finden Arrays Verwendung. Arrays snd miniaturiserte, in
hoher Zahl auf einem festen Trager gebundene Proben wie Nucleinsduren und Peptide.
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Aufgrund cer Tatsache, da? de Nucleinsduren RNA und DNA wegen ihrer dhnlichen
physikalischen Eigenschaften in ihrer Gesamtheit wesentlich leichter zuganglich sind as
Proteine, sind kisher mehr Techniken zur Genexpressonsanalyse auf Transkriptionsebene
entwickelt worden. Dazu z&hlt die Methode "Differential Display" sowie die subtraktiven
Methoden "RDA", "SSH", "SAGE" und DNA-Arrays'.

"Differential Display”’, auch bekannt als "RNA Fingerprinting’, geht von einer mRNA-
Popuation aus, von dr cDNAs hergestellt, amplifiziet und im Polyacrylamidgel
langenabhéngig aufgetrennt werden. Die Bestimmung der differentiellen Genexpresson erfolgt
dabel indirekt Gber die Signalintensitét der Bande (Liang und Pardee 1992, Welsh et al. 1992,
Carulli et al. 1998).

"RDA" ("representational difference analysis') basiert auf einer durch Restriktionsverdau und
PCR-Amplifikation erstellten Représentation von cDNA-Fragmenten, de urspringlich aus
MRNA hergestellt wurden. In aufeinanderfolgenden, subtraktiven Hybridisierungen zweier
Reprasentationen, gefolgt von einer differentiellen PCR-Amplifikation, findet eine progressve
Anreicherung von cDNA-Fragmenten statt, die differentiell exprimiert sind. Diese subtraktiven
RDA-Produke koénren anschlief3end Koniert und sequenziert werden (Lisitsyn et al. 1993,
Hubank und Schatz 1994, Geng et al. 1998).

"SSH" ("suppressve subtradive hybridization") basiert auf einer spezifischen Form der PCR,
die a@ne eporentielle Amplifikation von cDNAs erlaubt, die in zwei mRNA-Popuationen
differentiell exprimiert sind. Dabei wird gleichzeitig die Amplifikation von Sequenzen gleicher
Haufigkeit unterdriickt (Diatchenko et al. 1996). Die subtraktiven Methoden fir sich konren
allerdings nur qualitative, aber keine quantitativen Daten der differentiellen Genexpresson
liefern. Quantitative Daten lassen sich hisher nur in Kombination mit der DNA-Array-
Tedndogie generieren (von Stein et al. 1997, Welford et al. 1998, Yang et al. 1999).

"SAGE" ("seria analysis of gene expresson’) stellt eine weitere Methode zur parallelen Analyse
der Transkription dar. Sie entwickelte sich als eine logische Konsequenz aus der EST-
Sequenzierung, bei der eine Bestandsliste von Transkripten auf der Basis shr kurzer cDNA-
Sequenzabschnitte von 9 bis 11 Basenpaaen etabliert wird. Diese Sequenzen vam 3'-Ende der
MRNA-Molekile werden var der Sequenzierung miteinander verknipft und Koniert. Die

Expressonsmuster fir verschiedene Gene werden durch de Haufigkeit individueller
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Sequenzabschnitte reflektiert (Velculescu et al. 1995und 1997,Polyak et al. 1997. Die SAGE-
Tedhnik hat das Potential einer Hochdurchsatztechnik, aber ein Nadhteil i st noch immer der hohe
tedhnische Aufwand fir die Herstellung von SAGE-Bibliotheken von guter Quaitdt und de
Datenanalyse (Carulli et al. 1998.

Die "DNA-Array-Technologie" erweist sich als vielversprechende Methode zur Analyse der
Genexpresson, da sie aifgrund ihres Potentials fur die hochpardlele Anayse, de
Miniaturisierung und Automatisierung im Fokus der funktionellen Genomanalyse steht. Auf sie

wird im ndsten Kapitel néher eingegangen (Bouchezund Hofte 1998,Hauser et al. 1999.

Auf der Ebene der Trandation wurden de Methoden "2D-PAGE" und "Protein-Arrays’
entwickelt. Zur Zeit ist fur die paralele Analyse der Proteinexpresson "2D-PAGE" ("2-
dimensional payacrylamid gel electrophaesis’) die Methode der Wahl (Humphery-Smith und
Blackstock 1997). Datenbanken fur Proteindaten werden aufgebaut, die nicht nur das Auftreten
von Proteinen und ihre posttrandationalen Modifikationen beinhalten, sondern auch de
intrazell ulére Lokalisation fur einige Proteine. Dies ist im Fall der Pflanze Arabidopsis thaliana
mit der PRMdb ("plant plasma membrane database") redisiert worden (Sahnoun et al. 2000Q.
Allerdings blieb dese Methode bisher auf die Analyse eniger tausend Proteine limiti ert. Von
anderen Tedhniken wie der Massenspektroskopie ehofft man sich fur die Zukurft die Analyse

des gesamten Proteinrepertoires (Bouchezund Hofte 1998.

"Protein-Arrays’ werden fur die Anayse der Genexpresson und fir molekulare
Interaktionsdudien verwendet, indem Proteine auf einer Membran in hoker Dichte immobili siert
werden. Diese Technik bietet in Zukurft die Méglichkeit zur Untersuchung des gesamten

Proteinrepertoires, das vom Genom exprimiert wird, des Proteoms (Walter et al. 2000.
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1.3 DNA-Arr ay Tednologie

1.3.1  Grundlagen und Prinzip

Die DNA-Array-Techndogie ist eine Methode, die sich von einer schon im Jahr 1975
beschriebenen Technik ableitet. Damals entwickelte Ed Southern die Technik, mit der man

markierte Nucleinsduremolekile dazu benutzen konrte, an einen festen Tréger gebundene

Nucleinsduren zu adresseren. Der sogenannte "Southern Blot" mit trégergebundener DNA
bil dete die Grundage zur Entwicklung der DNA-Array-Techndogie (Southern 1975, Lander

1999.

DNA Transkription > RNA Translation > PrOtei n
|

I solierung all er Transkripte
qualitative & quantitative Reprasentation all er exprimierten Gene

DNA as Sonde ®

in Lésung
I

Markierung &
Hybridisierung

v

o

RNA als Probe /,/ <

immobilisiert

Northern Blot

® @
’OSO o RNA alsSonde
o in Lésung

Markierung durch cDNA-Synthese
& Hybridisierung

v
et e e+ DNA asProbe

e o
immobilisiert

DNA-Arr ay

Abb. 1.2  Prinzip von Northern Blot und DNA-Array as 'reverser Northern Blot'. Im Northern Blot
wird die RNA auf einer Membran immobili siert und jede zu untersuchende DNA-Sonde
einzeln markiert und hybridisiert. Beim DNA-Array werden alle zu urtersuchenden DNA-
Proben auf einem festen Tréger immobilisiert, so da3 RNA-Molekile ds Sonde markiert und
hybridisiert werden. Damit kénnen mehrere DNA-Proben mit einer komplexen RNA-Sonde

parallel untersucht werden.

Der DNA-Array in Verbindung mit RNA as Sonde entspricht einem "reversen Northern Blot"
(siehe Abb. 1.2. Beim Northern Blot wird de RNA, die dle zum Zeitpunk der Isolation

exprimierten Gene des untersuchten Gewebetyps reprasentiert, als Probe verwendet und auf

einer Membran fixiert. Jede DNA-Sonde mul3 einzeln hybridisiert werden. Belm DNA-Array

wird deser Versuchsaufbau umgekehrt. Alle DNA-Sequenzen, de zur Verfigung stehen und
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eingesetzt werden sollen, werden auf einem festen Tréger immobilisiert. Die aus dem zu
untersuchenden Gewebe isolierte, komplexe RNA-Popuation wird markiert und hybridisiert.
Dabel konren mehrere tausend DNA-Proben zur Untersuchung der RNA parallel eingesetzt
werden. Diese Umkehrung von RNA als Probe im Northern Blot zur Sonde beim DNA-Array

ermdgli cht die Miniaturisierung und Parall elisierung der Analysen.

Ein DNA-Array ist ein fester Tréger aus Nylon, Polypropylen oder Glas mit vielen,
mikroskopisch kleinen Spats. Je nadch Dichte der Spots gpricht man von Maaoarrays,
Microarrays oder Biochips. In jedem dieser Spats befinden sich identische, einzelstrangige
Nucleinsduremolekile, die auf dem Trager immobili siert wurden. Jeder Spat tragt viele Kopien
einer bestimmten Sequenz, die én Gen reprasentiert. Die Lange der Sequenz kann von 10oder
20 Basen (Oligonucleotide) bis zu mehreren tausend Basen (cDNAS) variieren. Die Lange der
immobili serten Nucleinsduren madit den Unterschied zwischen den beiden grundegenden
Systemen der DNA-Array-Tedhndogie ais, dem "cDNA-Array" und dem "Oligomer-Array"
(Graves 1999, DeRisi und lyer 1999).

Der DNA-Array dient bel der Hybridisierung einer markierten Sonde ds Detektionsmedium.
Dabei werden zwei biochemische Grundprinzipien ausgenutzt. Wenn man den DNA-Array zu
Genexpressonsdudien einsetzt - der zur Zeit haufigsten Anwendung der DNA-Array-
Tedhndogie - dann verwendet man mRNA, die fur die Markierung in cDNA revers
transkribiert wird. Dabei nutzt man de mRNA des zu urtersuchenden Gewebe- oder Zelltyps als
qualitativen und gantitativen Informationsvermittler auf dem Weg von der DNA als initialem
Informationstrager und dm Protein as sinem Produk, gemd?’ dem Dogma der
Molekulargenetik. Bei der Hybridisierung lagern sich einzelstréngige Nucleinsauren, de
komplementér zueinander sind, zu Doppelstrangen zusammen, d.h. de Sonde in Lésung bindet
an de jeweils komplementdre, trégergebundene Nucleinsdure und markiert damit den
korresponderenden Spat. Die Lokalisation des Signals gibt eine qualitative Information Uler das
jewells exprimierte Gen. Die Intensitdt des Signals ist propationa zur geburndenen
Sondcenmenge und tragt damit die quantitative Information der Transkriptionsrate. Die
rasterférmige  Anordnung von DNA-Sequenzen, de im Idedfall das gesamte Genom
reprasentieren, ermdglicht einen globalen Uberblick tber dynamische, biologische Prozesse
durch gleichzeitiges Auslesen all er beteiligten Gene (Duggan et al. 1999, Lander 1999).

10
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1.3.2 Integrierte Sysstemkomponenten der
DNA-Array-Technologie

Fur den Einsaiz der DNA-Array-Techndogie bedarf es einer ganzen Rehe von
Einzelkomporenten, de est zu einem Gesamtsystem integriert werden missen (siehe Abb. 13).
Die Integration beginnt bei der Resource Gensequenzdaten fur kurze DNA-Molekile mit bis zu
100Bp ockr der Resource dMNA-Bibliothek fur DNA-Molekile & 100Bp sowie ausreichende
Mengen an Gewebeproben. Fir die experimentellen Arbeiten sind Gerétschaften wie
Hochdurchsatz-Thermocycler, Spotting-Robaer zur Array-Herstellung als auch Phosphar-
imager oder Laserscanner zur Signaldetektion erforderlich. Fur die bioinformatische Auswertung
eine speziell auf die DNA-Array-Tedhndogie égestimmte Software fur die Quantifizierung,
Qualitétskontrolle und Auswertung der Datenmengen absolut notwendig. Die Hauptaufgabe
vieler Anwender besteht in der Integration deser Einzelkomporenten zu einem funktionierenden
Gesamtsystem.

Das Design eines Arrays wird stark durch de biologisch-medizinische Fragestellung und de zu
Verfigung stehenden Resourcen beanfluf¥. In der Diagnostik werden Kleinere Arrays mit gut
definierten  Zielsequenzen Anwendung finden, wéahrend de Untersuchung von
Stoffwechselwegen oder die Suche nach noch untekannten Genen ("gene discovery”) grofere
Arrays bendtigen. Da mit Hilfe der DNA-Arrays die Expresson eines grof3en Gensatzes
gleichzeitig bestimmt werden kann und einige Organismen schon kamplett sequenziert sind,
koénren bereits genomweite Expressonsanalysen durchgefiihrt werden, wie an Beispiel der Hefe
Saccharomyces cerevisiae (Wodicka et al. 1997, Hauser et al. 1998). Fur noch nicht
vollsténdig sequenzierte Organismen wie die Pflanze Arabidopsis thaliana werden de dNA-
Bibliotheken eine wichtige Resource bleiben (van Hal et al. 2000). So sind mit cDNA-
Bibliotheken der Pflanze Arabidopsis thaliana Genexpressonsgudien mit bis zu 1.400Klonen
durchgefiihrt worden (Desprez et al. 1998, Ruan et al. 1998). Die Abbildung 1.3stellt ein

Schema der zu integrierenden Systemkomponrenten fir die Genexpressonsanalyse dar.

11
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Abb. 1.3  Ubersicht tiber die Systemkomporenten der DNA-Array-Tedndogie. Fur die hochparallele

Analyse der Transkription mehrerer tausend Gene ist eine Integration mehrerer Prozesse mit
vielen Systemkomporenten erforderlich. Die Integration der Einzelkomporenten fangt an
bei den Resourcen, reicht Uber die experimentelle Arbeit bis hin zur bioinformatischen

Auswertung.
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Zwel grundegende Systeme der DNA-Array-Techndogie basieren auf unterschiedlichen
Herstellungsverfahren. Fir die Oligomer-Arrays gibt es zum einen de direkte Synthese von
Oligonucleotiden auf einem Glastréger. Die bekannteste in situ-Synthesestrategie basiert auf der
Photolithographie, bei der phaolabile Schutzgruppen mit Belichtung durch eine Maske an
gezielten Positionen abgespalten werden, so dal3 dat das nadhste Nucleotid, ebenfals mit einer
Photoschutzgruppe versehen, angebunden werden kann (siehe Abb. 1.4. Diese Methode wird
sehr komplex durch de Herstellung der Photomasken, de sehr hohe Genauigkeit in Ausmal? und
Ausrichtung auf dem Tréger bei einer Dichte von 300.000Spats pro 1,28x 1,28 cm bendtigen,
wie sie zum Beispiel die Firma Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) herstellt (Lipshutz et al.
1999, Beier und Hoheisel 2000).

s Maske

TTIIIIT Deprotektion TTT Kopplung I.I.TTT
DOoO0OO0 B HOHOOOO pum TTOOO
L0 d L L4 8L ] £4 &8
mimiiicn T 1Y i cimimin T-m i

Licht

II::I Mak€ " Deprotektion EEEEE i CATAT
LT & Kopplung LT Wiederholung AGCTG
TTOOOD " TTCCO pmm TTCCG
A O L4000
i Tréager C-m it i mntiicn

Abb. 1.4: Prinzip der in situ-Synthese-Strategie zur Herstellung von Oligomer-Arrays (Lipshutz et al. 1999).
Bild obken: prinzipielle Anordnung von Lichtquelle, Maske und Array fir die in situ-Synthese.
Bild unten: Prinzip der phaolithographischen, trégergebundenen Oli gonucleotid-Synthese
mit der gezielten Abspaltung photolabiler Schutzgruppen an definierten Positionen und

anschlieffender Kopplung des nachsten Nucleotids.

Alternativ kdonren auch bereits synthetisierte DNA-Molekile durch Microdispensierung
entweder passv, d.h.durch Kontakt mit der Oberfladhe, oder aktiv, d.h. Uler ein Nicht-Kontakt-
Verfahren mit Piezoelementen oder Microventilen Ubertragen werden. Dabei kbnren minimale
Voluminavon lds zu 50Pikoliter auf den Tréger transferiert werden (van Hal et al. 2000). Dafr
benutzte Glastrager sind im algemeinen mit einer paositiv geladenen pdy-L-Lysin-Schicht
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Uberzogen, de dazu benutzt wird, de negativ geladene DNA an der Oberfléche zu hinden
(Schena et al. 1995, Shalon et al. 1996). Alternativ dazu konren de DNA-Moleklle aich mit
einer 5 -Modifikation versehen werden, de sich dann kowent an resktive Gruppen der
Trégeroberflache binden 183 (Schena et al. 1996, Rogers et al. 1999, Beier und Hoheisel
1999).

Die Microdispensierung wird ebenfalls bel der Herstellung der cDNA-Arrays eingesetzt. Dabel
werden Robaer mit parallel angeordneten Dispensiervorrichtungen verwendet (Duggan et al.
1999).

Abb. 1.5 Microdispensierung (Bsp. von Cartesian Technologies Inc., Irvine, CA, USA).
Bild links: aktive Microdispensiervorrichtung mit 8 parallelen Piezonadeln
Bild redhts. passive Microdispensiervorrichtung mit 8 parallelen Transfernadeln

Als Tréger fir langere DNA-Molekile stehen hauptsadilich Polymere wie Nylon- und
Polypropylenmembranen as auch Objekttréger aus Glas zur Auswahl. Polymermembranen
bieten zur Probenanbindung eine dreidimensionale Matrix an, de haufig wegen des Vorteil s der
mehrfachen Wiederverwendbarkeit und wegen eines besseren Signal/Hintergrund-Verhaltnisses
durch holere Ladekapazitét genutzt werden (Proudnikov et al. 1998, Beier und Hoheisel
1999).

In Expressonsgdudien ist die MRNA-Popuation des zu urtersuchenden Gewebes die éngesetzte
komplexe Sonde. Sie kann als GesamtRNA oder auch as mRNA isoliert werden. Ihre Qualit &t
ist von entscheidender Bedeutung fur die Aussagekraft des Experiments. Die Probenmarkierung
findet Gblicherweise mit Hilfe @nes Oligo-dT-Primers in einer reversen Transkription statt. In
jedem Fall entsteht dabel eine dNA-Sonde, die durch den Einbau modifizierter Nucleotide

fluoreszenz- oder radioaktivmarkiert wird. Bei der Fluoreszenzmarkierung handelt es sch

14
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zumeist um das mit den Cyaninfarbstoffen Cy3 undCy5 markierte Nucleotid dCTP, wahrend fir
die Radioaktivmarkierung gewohrli ch [a-**P]-dCTP eingesetzt wird (Duggan et al. 1999).

Fur die radioaktiv markierte Hybridisierung auf Polymermembranen wird aus ca 25 ug total
RNA bzw. 0,5-1,0 pg mRNA hergestellte dNA in 5- 20 ml Hybridisiervolumen eingesetzt.
Dies entspricht einer Sondenkorzentration von 0,005ug/50 pl. Um eine fluroeszenzmarkierte
Sonde nach der Hybridisierung auf Glastrdger noch detektieren zu kdnren, missen ca 50- 200
pg total RNA bzw. ca 2 - 5 ug mRNA markiert und in 10 - 100 pl Reaktionsvolumen
hybridisiert werden, das entspricht einer Sondenkorzentration von 2 pg/50 pl. Fir die
Fluoreszenzhybridisierung auf Glastrager bedarf es damit einer um GréRenordnungen héheren
Konzentration der markierten Sonde (siehe Kap. 2.2.8 und 2.2.9, Duggan et al. 1999, Cheung
et al. 1999).

Die qualitative Detektion der Radioaktivmarkierung kann mittels Autoradiographie durchgefihrt
werden, aber eine hochsensitive Signalquantifizierung erreicht man nur mit Bildplatten eines
Phosphaimagers. Letztere determinieren de Auflésung des Phosphaimagers, welche zur Zeit
auf 50 um limitiert ist (sSehe Kap. 2.2.10, Granjeaud et al. 1999). Die Fluoreszenzdetektion
kann wahlweise mit CCD-Kamera oder Laserscanner erfolgen, de jewells eine Auflésung von

ca 10pum pro Pixel erreichen (van Hal et al. 2000).

Bel Genexpressonsdudien werden Datenmengen von gewaltigem Ausmald generiert, deren
Speicherung, Handhabung undAuswertung eine anspruchsvoll e Herausforderung darstellen. Die
Bioinformatik ist dabei von zentraler Bedeutung und urterscheidet zwischen der Bil danalyse und
der Auswertungsooftware. Die Bildanalyse umfaldt die Signalquantifizierung und Spotzuordnurg
(Bowtell 1999). Fir eine schnelle Auswertung gofRRer Rohdatensdtze zu korrigierten und
normali sierten Expressonsdaten ist eine speziell auf die Anforderungen zugeschnittene Software
unerlddlich (Granjeaud et al. 1999, Bassett et al. 1999). Diese Art der integrierten Software
schliefit die Normalisierung, d.h. die korrekte Anpasaing zweier Datensdtze im Vergleich
zueinander und de Quadlitétskontrolle der Datensdtze a@n. Zusétzlich sollte die Software Uber
analytische Werkzeuge verfigen, de aus der Datenflut die interessanten Daten herausfiltert.
Diese Art der integrierten, softwaregestitzten Datenauswertung befindet sich erst am Anfang, so
dal3 nach wesentli che Verbesserungen auf diesem Gebiet in naher Zukurft zu erwarten sind (van
Hal et al. 2000).
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1.3.3 Anwendungsgebiete

Wie die Lange der auf dem Trager immobilisierten DNA zwischen den beiden prinzipiellen
DNA-Array-Systemen, den Oligonucleotid-Arrays und den cDNA-Arrays, unterscheidet, so gibt
es fir jedes System unterschiedliche Anwendungsgebiete, wie e folgende Abhbildurng

verdeutli cht.
Transkription Tranglation .
DNA —» RNA » Protein

Genomanalyse Funktionelle Genomanalyse

Oligomer-Array DNA-Array Protein-Array
Probe < 100 Bp Probe > 100 Bp

Mutationsanalyse Genexpressionsanalyse Genexpressionsanayse
SNP-Analyse Protein-Interaktion

Genotypisierung Proteinmodifikation
Pharmacogenomics

Abb. 1.6  Entwicklung und Anwendurng von Arrays in der Genomforschurg. Ein Array besteht aus
einer rasterférmigen Anordnung von ks zu mehreren tausend Proben in hoher Dichte auf
einem festen Trager. Dabei wird je nach Anwendurg eine Molekilklasse, z. B.
Nucleinsduren kleiner bzw. grof3er als 100 Bp oder Peptide, als Probe auf dem Trager
immobili siert.

"Oligomer-Arrays' werden hauptsadilich in der Sequenzanalytik eingesetzt. Dazu gehdren de
Mutationsanalyse, die Bestimmung von Einzelnucleotid-Polymorphismen, auch SNPs ("single
nucleotide paymorphisms') genannt, die im Rahmen von Genaotyp-Phanotyp-Korrelationen
untersucht werden, und @r Bereich "Pharmacgenomics’, in dem untersucht wird, inwieweit
Polymorphismen de individuelle Antwort auf Medikamente beanfluseen (Drmanac 1998,
Marshall 1997). Weitere Anwendungsgebiete sind de Identifizierung von Straftétern und
Blutsverwandtschaften als auch de Gewebetypisierung in der Organspenderauswahl. Auch
aulerhalb der medizinischen Wis®nschaften finden Oligomer-Arrays Anwendung in
Evolutionsgudien und Verwandtschaftsuntersuchungen zwischen Spezies (Graves 1999). So
konne an einem Array mit Sequenzen des Pathogens Mycobacterium tuberculosis eine

Genotypisierung verschiedener Spezies durchgefhrt und in Clustern représentiert werden
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(Gingeras et al. 1998). Weiterhin dehnt sich de Oligomer-Array-Techndogie in den Bereich
der Genexpressonsanalyse ais (Lockhart et al. 1996). In desem Rahmen sind z. B.
Untersuchungen an alen Genen der Hefe Saccharomyces cerevisiae und ds Bakteriums
Escherichia coli sowie ax mehreren tausend Genen der Maus und des Menschen durchgefiihrt
worden (Wodicka et al. 1997, Cho et al. 1998, Lipshutz et al. 1999).

Die "cDNA-Arrays' finden Uberwiegend Anwendung in der Analyse der Genexpresson und
damit in der Erstellung komplexer Transkriptionsprofile. Dieser Forschungsbereich umfal¥ die
Aufnahme von Genexpressonsmustern in einzelnen Geweben bei der Suche nacdh
gewebespezifischen Genen und de Analyse differentieller Genexpresson kel der Suche nach
molekularen Ursadhen von Krankheiten und Stref3zustdnden (Debouck und Goodfellow 1999).
Weiterhin ertffnet sich mit der DNA-Array-Techndogie die Mdglichket, die Arznei-
mittelwirkung in Abhéngigkeit der Dosierung zu studieren (Gray et al. 1998, Marton et al.
1998). In der Grundagenforschung findet die DNA-Array-Techndogie bel der Genexpressons-
anayse ganzer Stoffwedhselwege breite Anwendung, wenn eine dNA-Bibliothek zur
Verfigung steht. Daher beschrankt sich dese Art der Anwendung noch auf enige
Modedllorganismen. Dazu zdhlen der Mensch, bei dem Tumore analysiert und entzindurgs-
aszii erte Gene identifiziert und \alidiert wurden (DeRisi et al. 1996, Wang et al. 1999, Heller
et al. 1997). An dlen 6.200Genen der Hefe Saccharomyces cerevisiae wurden genomweite
Expressonsgudien urter anderem zur Sporulation, zur Mutationsanalyse fur die Aufklarung von
Genfunktionen und zur Analyse von Stoffwedchselwegen durchgefiihrt (Wodicka et al. 1997,
DeRis et al. 1997, Chu et al. 1998, Hauser et al. 1998). An der Taufliege Drosophila
melanogaster wurde die Entwicklung wadhrend der Metamorphcose untersucht (White et al.
1999). Auch de Pflanze Arabidopsis thaliana wurde ds Modell organismus fur Analysen der
Genexpresson mit Hilfe der DNA-Array-Techndogie verwendet. Dabel wurden sowohl
verschiedene Gewebetypen as auch aufere Einfliusse wie Licht und Dunkelheit untersucht
(Ruan et al. 1998, Desprez et al. 1998). Weiterhin kdmen Genexpressonsgudien an
Pathogenen zur ldentifizierung von Virulenzgenen als auch an Wirtszellen nach
Pathogeninfektion zur Aufklérung der Abwehrmedhanismen duchgefuhrt werden (Debouck
und Goodfellow 1999). Auf Letzteres wird in den nachsten Kapiteln néher eingegangen.

Die "Protein-Arrays’, bei denen Peptide ds Proben auf dem Tréger zur Anwendung kommen,
erlauben de Analyse der Genexpresson auf Trand ationsebene sowie das Studium molekularer
Protein-Interaktionen und Protein-Modifikationen. Die Protein-Arrays snd moch sehr jung,
werden aber in Zukunft an Bedeutung gewinnen (Walter et al. 2000).

17



Marcd Scheideler Einleitung

1.4 Befall von Pflanzen durch Pathogene

1.4.1 Krankheitserreger bei Pflanzen

Pflanzenkrankheiten vernichten jedes Jahr etwa 20 % des Ernteertrags weltweit. Die Pflanzen
werden dabel durch phytopathogene Mikroorganismen aus dem Bereich der Viren, Bakterien
und Pil ze infiziert. Bakterien bilden dabel die Hauptklasse der Pflanzenpathogene und kémen
eine sehr grof3e Zahl von Pflanzenarten befallen. Doch ist wenig bekannt tber die bakterielle
Pathogenese bei Wildpflanzen im Gegensatz zu den Getreidesorten, de schon immer eine
besondere Beadhtung fanden, da sie e@ne wesentliche Rolle bel der Erndhrung des Menschen

spielen.

Die bakteriellen Pflanzenerreger lassen sich grob in zwel Klassen eintellen. Dies snd zum einen
die relativ gut untersuchten, gram-negativen Arten wie Agrobacterium, Erwinia, Pseudomonas,
Ralstonia und Xanthomonas. Die Klasse der gram-positiven Arten schlief3t wichtige Pathogene
wie Clavibacter, Curtobacterium, Rhodococcus, Spiroplasma und Phytoplasma ein, sind aber
gegentber den gram-negativen Bakterien nu wenig urtersucht (Williams, Ketley und Salmond
1998).

Bakterien haben im Gegensatz zu Pilzen nicht die Mdglichkeit, eine intakte Epidermis,
Uberzogen mit einer Cuticula, zu penetrieren. Sie benutzen daher natiirliche Offnungen, wie
Stomata an der Blattunterseite und Wunden, als Eintrittsgellen. Haben sie ihren Wirt infiziert,
verursachen sie vielféltige Schaden. So verursachen Arten von Pseudomonas und Xanthomonas
progressve und extensive Gewebenekrosen, de sich von cr Infektionsdelle ausbreten.
Ralstonia, einige Arten von Xanthomonas, Pseudomonas und Erwinia, sowie Clavibacter und
Curtobacterium befalen bevorzugt das Gefél3system der Pflanze und indwzieren Welke, gefolgt
von Nekrosen. Einige Spezies von Erwinia und einige von Pseudomonas produzieren
pektolytische und andere zellwanddegradierende Enzyme und zerstéren Pflanzengewebe.
Agrobacterium tumefaciens und Agrobacterium rhizogenes, zwei relativ gut untersuchte
Beispiele, werden Uber phendische Substanzen, de durch verwundetes Gewebe freigesetzt
werden, angelockt und treten Uker die Wunde en. Die Infektion verursadit Hypertrophie und
eine genetische Transformation duch T-DNA. Einige andere Bakterien wie Pseudomonas
syringae pv. savastanoi und Rhodococcus fascians verursachen ebenfals Hypertrophie, aber
keine Transformation (Williams, K etley und Salmond 1998).
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Im Vergleich zur groRen Anzahl bekannter Mikroorganismen sind nu wenige in der Lage,
lebende Pflanzen zu befalen. Nur ein paar Spezialisten ist es im Verlauf der Koevolution mit
Pflanzen gelungen, eine oder wenige Spezies erfolgreich zu befalen. Daraus kann man
schliefen, dal3 Pflanzen Uber gut funktionierende und lreitgefacherte Abwehrreaktionen
verfigen, de in mehreren Stufen zeitli ch versetzt ablaufen kénren, so dald Pflanzen auf diese

Weise @ne wirksame Schutzkette gegentiber den meisten Pathogenen besitzen.

1.4.2 Wirt-Parasit-I nteraktion

Generell unterscheidet man zwischen der kompatiblen und inkompatiblen Wirt-Parasit-
Beziehung sowie der Wirt- und Nicht-Wirt-Resistenz. Viele Pflanzen konren den Befall einiger
Krankheitserreger nicht erfolgreich abwehren. Die befalenen Pflanzen sind suszeptibel
gegenuiber dem aggressven, virulenten Pathogen und werden dadurch geschadigt oder gehen
zugrunce. Diese Interaktion zwischen Wirt und Pathogen bezeichnet man als "kompatible" Wirt-
Parasit-Beziehung. Fihrt dagegen der Pathogenbefall zu nekrotischem Gewebe, so kommt es
wahrend der Infektion zum Abttten des Pathogens durch die Wirtspflanze, d.h. de Pflanze ist
gegenliber dem avirulenten Pathogen resistent und reagiert "hypersensitiv'. Diese spezifische
Resistenzreaktion zwischen Wirt und Pathogen heif3t "inkompatible” Wirt-Parasit-Beziehung
oder auch "Wirt-Resistenz'. Viele hohere Pflanzen konren von der Mehrzahl der bekannten
Mikroorganismen nicht befallen werden, weill sie keine Wirte sind. Man bezeichnet diese
Tatsache ds "Nicht-Wirt-Resistenz' (Hock und Elstner 1988, Somerville und Meyerowitz
1994) .

Pflanzen-Pathogen-Interaktion

Kompatibel Inkompatibel Nicht-Wirt
Keine Pathogenerkennurg Kein Befall
Pathogenerkennury
Schadigung& Induktion der
Untergang der Pflanze Abwehrmedanismen

Abb. 1.7  Die Pflanzen-Pathogen-Interaktion |&a3t sich in drel Klassen einteilen: die kompatible und
inkompatible Wirt-Parasit-Interaktion sowie die Nicht-Wirt-Interaktion.
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Einzelne Tellaspekte der pflanzlichen Pathogenabwehr sind duch Experimente an jeweils
verschiedenen Pflanzen entdeckt worden. Viele Regulationswege sind nah unvdlstandig
untersucht. Daher ist noch kein umfassender Uberblick Uber die Pathogenantwort einer
Pflanzenspezies moglich. Ubereinstimmende Ergebnisse an verschiedenen Pflanzen lassen
jedoch de Vermutung zu, da3 de pflanzliche Pathogenantwort und Resistenz mittels
allgemeiner, molekularer Mechanismen vermittelt wird. Diese erlauben es, im weiteren Verlauf
die Abwehrmal3rahmen allgemein und umbhéngig von der Pflanze, an der dieser Mecdhanismus
untersucht wurde, zu beschreiben, um enen Gesamteindruck Uber ale moglichen
Abwehrmalinahmen der Pflanze zu erhalten. Spezielle Verhaltensweisen verschiedener
Pflanzenspezies und kesonders herausragende Beispiele sind im Text entsprechend angemerkt
(Meinke und Tanksley 2000,Schmidt 2000).

1.5 Konstitutive Abwehr mechanismen von Pflanzen

Pflanzen konren einer Vielzahl potentieller Krankheitserreger widerstehen. Die Resistenz gegen
ein Pathogen ist nicht auf eine @nzige Abwehrreaktion zurtickzufihren, sondern liegt vor allem
in der Kombination verschiedener Abwehrreaktionen begriindet. Vor einer Infektion der Pflanze
gibt es bereits vorhandene, pr&formierte Barrieren, deren Gesamtheit unter dem Begriff
konstitutive Abwehr zusammengefaldt wird. Unter den korstitutiven Barrieren versteht man
sowohl strukturelle Hindernisse ds auch verschiedene Substanzen mit hemmender Wirkung

gegen die Ausbreitung von Pathogenen (Brunold, Riegsegger und Brandle 1996.

1.5.1 Strukturresistenz

Unter Strukturresistenz versteht man de Oberfladchenbeschaffenheiten der Wirtspflanze, mit
denen Infektionen durch Pathogene verhindert werden kdmen. Die Benetzbarkeit der Blétter hat
einen starken Einflu drauf, ob Wassrtropfen, de eventuell Pathogene enthalten, an der
Blattober- oder Blattunterseite haften beiben oder abperlen. Lipophile Uberziige, wie z.B.
Wads<hichten, setzen de Benetzbarkeit stark herab, de Tropfen perlen ab undeine mégliche
Infektionwird verhindert. So zeigen Weizenarten ohre Wadhstiberziige stéarkeren Pathogenbefall
der Blétter als slche mit Uberzug. Auch de Behaarung der Blétter kann zur Resistenz beitragen.

Haae verhindern, dal3 Tautropfen mit der Epidermis in Kontakt treten. Weiterhin kann eine
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Strukturresistenz durch die Anzahl der Stomata auf der Blattoberflache und duch ihre Struktur
hervorgerufen werden. Je weniger Stomata vorhanden sind, desto geringer ist die
Wahrscheinlichkeit des Befals. So ist z.B. das Ausma® des Befalls bei verschiedenen
Maisvarietdten gegentiber Puccinia sorghi propational zur Stomatadichte. Die Bedeutung der
Struktur der Stomata fir die Resistenz wird bei der Wirt-Parasit-Beziehung zwischen Citrusarten
und Pseudomonas citri ersichtlich. Bei der resistenten Art Citrus nobilis ist der Porus der
Stomata durch stark ausgebil dete Cuticularleisten extrem verkleinert im Gegensatz zur anfélli gen
Art Citrus grandis. Generell kann man sagen, dal3 korstitutive, strukturelle Barrieren das
Eindringen von Pathogenen stark erschweren undsomit eine Resistenz vermitteln konren (Hock
und Elstner 1988.

1.5.2 Abwehrtoxine

Pflanzeneigene Substanzen hilden eine weitere konstitutive Barriere. Pflanzen enthaten
verschiedene Stoffe, welche entweder die vom Pathogen prodwzierten, hydrolytischen Enzyme
inaktivieren konren oder eine atibiotische Wirkung besitzen (Brunold, Ruegsegger und
Bréandle 1996.

"Cyanogene Glycoside" wurden in etwa 800 Arten nachgewiesen. Fir sich gesehen sind dese
Stoffe ungiftig und werden erst nach Kontakt mit einer zweiten Komporente, einer spezifischen
Glycosidase, in Blausdure umgewandelt. Cyanogene Glycoside und s Enzym werden in
getrennten Kompartimenten in der Pflanze gelagert und illustrieren somit das Prinzip des
Zwelkomporenten-Giftes. Nach Verlust der zeluldren Kompartimentierung, z.B. nach
Verletzung oder Infektion, kanmen Substrat und Enzym zusammen, underst dann entsteht das
Gift. Die Ablagerung antimikrobieller Abwehrstoffe in inaktiver Form findet man bel vielen

anderen Verbindungen, welche in der aktiven Form die Wirtszell en schadigen komen.

"Terpenoide’ gehdren zu einer der grof¥en Substanzklassen des Sekundérstoffwechsels, in dem
durch Konjugationsreaktionen speziesgezifische Verbindungn synthetisiert werden. lhre
Aktivitét beruht auf einem membranlytischen Effekt. So hildet Saponn, enes der
meistverbreiteten Terpenoide in Pflanzen, mit dem Sterin der Zellmembran einen Komplex, der
die selektive Membranpermeabilit & zerstort. Auch Saponine kommen als Glycoside vor und

werden erst nach Hydrolyse durch spezifische 3-Glucosidasen aktiv.
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"Phenolische Verbindungen" kommen in verschiedenster Form in der Mehrzahl der Pflanzen
vor. Strukturell unterscheidet man zwischen einfachen Phenden, Cumarinen und Flavonaden,
sowie komplexen Phendl-Polymeren wie Tannine und Lignin. Viele phendlische Verbindungen
zeigen antibiotische Wirkung durch Enzyminaktivierung, indem sie an Proteine binden, dese

denaturieren undausféllen.

"Hydroxamische Sauren” kommen in Grésern inklusive Getreide vor, mit Ausnahme von Reis,
Hafer und Gerste. Sie entstehen, wenn Peptide oder Ester mit Hydroxylamin reagieren und
wirken as Komplexbildner fir Metalionen. Als Glycoside @gelagert, werden sie nac
Verletzung freigesetzt. Bel Getreide konrte fir diese Verbindungen eine Abwehrfunktion gegen
pil zliche Erreger nachgewiesen werden. Durch Hemmung der virenlbertragenden Blattlause

wirken dese Verbindungen auch gegen Viruskrankheiten.

"Antimikrobielle Samenproteine” findet man immer héufiger bel Pflanzen. Sie sollen junge
Keimlinge vor Infektion duch Pathogene schiitzen. Einige dieser Proteine gehdren zu Protein-
Familien, de bei Infektion im SprofR akkumulieren und @her PR (engl. "pathogenesis related")-
Proteine genannt werden (Brunold, Riegsegger und Bréndle 1996).

Cyanogene Glycoside
Aceton
C=N . C=N . o
i Glycosidase I Oxynitrilase
B-Glucose “Ov?CHziy—m’ HO——C~CH; + Glucose ! Hso—acﬂs
CH.
’ CHs + H—C=N
Linamarin Hydroxybutyronitril Cyan-
wasserstoff
Terpenoide

B Spirostanol : . . R
Triterpen alkaloidisches Saponin Furostanol

Phenolische Verbindungen

COOH
HO ; HO i HO
OH OH
Catechol Protocatechusidure
OH O OH
OH Whigteon
HO COOH
1S Gallussaure

Abb. 1.8 Beispiele konstitutiver Abwehrtoxine (Brunold, Rlegsegger und Bréandle 1996).
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1.6 | nduzierte Abwehr mechanismen von Pflanzen

Neben korstitutiven Abwehrbarrieren besitzen Pflanzen ein  umfangreiches Arsena
indwzierbarer Schutzmedanismen gegen Pathogene. Zu den indwzierbaren Abwehrregtionen
zahlen sowohl biochemische ds auch strukturelle Barrieren, de é@nen Erreger am Ort des
Angriffes blockieren oder abtéten. Abbildung 1.9 zeigt eine Ubersicht (iber die verschiedenen

Phasen der indwzierten Abwehrmechanismen.

ﬁ - Pathogenerkennurg
53 / l \
28
:E §
- Membranpdarisation lonenstrome  Phosphorylierungen
Shikimat-Weg Ethylen
| |
Q Salicylsdure <«— Phenylpropanoid- |
o Syntheseweg T T |
o g ! | | !
g i Wasserstoffperoxid ———i —————— i ————— S >
= | | | |
S ® o ) | | | !
»Oxidative Burst® ————l-———— |————= o Rt > |
| | | | |
! | | ! |
' | | | !
| | | ' !
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, | I I I I
v | v | v
Hypersensitive Resktion | Ligninbildung i PR-Proteinexpresson
& ' |
2 |
é i ¢ | HRGP-Expresson
e |
g 5 Phytoal exinsynthese |
g & |
& 5 v
- Kohlenhydrateinlagerung Glutathion-S-Transferase

Abb. 1.9 Die Ubersicht stellt den zeitlichen Verlauf und teilweise den kausalen Zusammenhang der
Induktion pflanzlicher Abwehrreaktionen dar und urerteilt die eingeleiteten Reaktionen in
drei Phasen: die friihe Phase nach Sekunden urd Minuten, die mittlere Phase & etwa einer
Stunde und die spdte Phase mit indwzierten Re&ktionen erst nach mehreren Stunden bis
Tagen (siehe auch Kap. 1.6ff.).
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1.6.1  FruhePhase der pflanzlichen Pathogenantwort

Am Anfang der Signdtransduktion steht die Pathogenerkennung. Dabei werden Elicitoren
erkannt, die wahrend der Pflanzen-Pathogen-Interaktion freigesetzt werden. Elicitoren sind
Oligo- und Polysaccharide, die Resistenzrektionen indwzieren, wie z. B. die Phytoalexin-
biosynthese oder die PR-Proteinakkumulation. Vergleichbar mit der Wirkungsweise von
Hormonen werden Elicitoren vonder Pflanze durch einen Rezeptor wahrgenommen undfuhren
damit zur Indukion vonAbwehrmedanismen (Hock und Elstner 1988.

1.6.1.1 Allgemeine Pathogenerkennung

Es existieren im wesentlichen zwei Klassen von Elicitoren: Pathogenrassen-unspezifische und -
spezifische. Unspezifische Elicitoren werden von velen Nichtwirts- und Wirtspflanzen erkannt
und fohren so zu der allgemeinen Pathogenerkennung. Diese ist Vorausstzung fir eine
erfolgreiche Pathogenabwehr durch resistente Nichtwirtss und Wirtspflanzen. Zu den
unspezifischen Elicitoren gehdren Oligo-und Polysaccharide der pflanzlichen und mikrobiellen
Zellwand, Enzyme, Polypeptide, Glycoproteine sowie Lipide. So setzt zum Beispiel der Abbau
des pflanzlichen Pektins durch pilzliche oder bakterielle Enzyme wie Endopdygalacturonase
Oligogalacturonsdure-Fragmente frei, die Elicitoraktivitdt haben. Freigesetzte Elicitoren
pflanzlicher Herkunft werden endogene Elicitoren genannt. Andererseits konren auch
pflanzliche, extrazelluldre Enzyme die Zellwand des Pathogens abbauen, und de entstandenen
Oligo- und Polysaccharide weisen ebenfall s Elicitoraktivitat auf. In desem Fall spricht man von
exogenen Elicitoren mikrobiell er Herkunft (Hock und Elstner 1988.

1.6.1.2 Spezfische Pathogenerkennung

Eine Schlusslfunktion der pflanzlichen Pathogenabwehr liegt in dem Vermogen der Pflanze,
das Pathogen spezifisch zu erkennen und damit eine ganze Reihe von indwzierbaren
Abwehrmechanismen moglichst rasch einzuleiten (Lamb et al. 1989. Eine spezifische
Erkennung des avirulenten Pathogens erfolgt dabei entsprechend des "Gen-fur-Gen-Modell s’
(Flor 1971).

Das Gen-fur-Gen-Modell beschreibt die Interaktion eines gezifischen Elicitors aus dem
Pathogen mit enem Akzeptor der Pflanze, der Uber noch ncht aufgeklarte
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Signaltransduktionswege zur Expresson der Resistenzmechanismen fuhrt. Dabei geht man
davon aus, dal3 mikrobielle Pathogene Avirulenzgene (avr) exprimieren, fur die die Pflanzen
komplementére Resistenzgene (R) besitzen. Durch Expresson der avr-Gene wird im Pathogen
eine hochspezifische Substanz synthetisiert, die nach dem Schltissl-Schlo3Prinzip auf einen
spezifischen Akzeptor des Wirtes palét. Die Struktur des Akzeptormolekils sll im R-Gen des
Wirtes kodiert sein. Nur wenn es zur Wedselwirkung dieser beiden Molekile kommt, kénren
spezifische Abwehrreaktionen wie zum Beispiel die Phytoalexinbildung und de Indukion cer
PR-Proteine ausgel6st werden (Flor 1971, Hock und Elstner 1988, K een 1990).

avr-Gen Lloin , R-G
P = Molekdl Akzeptor aen A
) _Ablesung" Enzyme — spezifisch © spezifisch| ¥ Ablesung" Wirt

Abb. 1.10 Das, Gen-fir-Gen-Modell“ zur Erklérung der inkompatiblen Wirt-Pathogen-Interaktion. Das
Ablesen eines Avirulenz-Gens (avr) des Pathogens flhrt zur Synthese eines gezifischen
Molekils, das mit einem Akzeptormolekil des Wirtes in Wechsewirkung tritt. Das
Akzeptormolekil ist das Produkt des Resistenz-Gens (R) des Wirtes (Hock und Elstner
1988, K een 1990).

Dieses Gen-fur-Gen-Modell von Flor aus dem Jahr 1956wurde seitdem durch eine grolie Anzahl
Wirt-Pathogen-Interaktionen bestétigt. Das erste klonierte R-Protein war die Serin/Threonin-
Proteinkinase Pto der Tomate, die fur die Erkennung von Pseudomonas syringae pv. tomato
Stdmmen, de das avrPto-Gen exprimieren, verantwortlich ist (Martin et al. 1993). Ein drektes
Binden des Avirulenzproteins des Pathogens an das korresponderende R-Protein des Wirtes
konrte fur das Pathosystem Pto-avrPto im Jahre 1996 gezeigt werden (Tang et al. 1996). Diese
spezifische Erkennung des Pathogens durch de Pflanze fihrt zu schnellen indwzierbaren

Abwehrmechanismen, de der Pflanze letztendlich die Resistenz verleihen.

Neben Elicitoren wurden auch Suppressoren gefunden, welche die Wirkung von Elicitoren
hemmen. Das , Elicitor-Suppresor-Modell“ geht davon aus, da3 es bei einer kompatiblen
Re&tion pimér zu einer Bindung zwischen einem Suppressor und dem spezifischen Akzeptor
kommt Diese Wedhselwirkung fuhrt aber nicht zur Freisetzung von endogenen Eli citoren.

Die Abbildung 1.11zeigt das Prinzip des Eli citor-Suppressor-Modell s.
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Zellwand Wirt
endogener Elicitor wird P = Pathogen
nicht freigesetzt E = Elicitor
A o S= Suppressor

S kein Signal '
R—» kein S A = spezifischer Akzeptor

X = endogener Akzeptor

Abb. 1.11 Das ,Elicitor-Suppressor-Modell* beschreibt die hemmende Wirkung von Suppressoren auf
die Wirkung wvon Elicitoren. Durch Bindung eines Suppressors an das <ezifische
Akzeptormolekiil des Wirtes kommt es nicht zur endogenen Signalweiterleitung (Hock und
Elstner 1988).

Solche Suppressoren der hypersensitiven Reaktion (HR), auch HIF ("hypersensitivity inhibiting
fador") genannt, die anstelle von Elicitoren hinden, konrten zum Beispiel bel der Wirt-Parasit-
Beziehung zwischen der Kartoffelsorte Kennebec und dem Pathogen Phytophthora infestans
nachgewiesen werden. Dabel handelt es sch ebenfalls um Oligosacdaride (Hock und Elstner
1988.

1.6.1.3 Anderungen des Membranpotentials, | onenstr 6me und

Phosphorylierungen

Das Primérsignal des Signaltransduktionsweges wird duch die Bindurg des Avirulenzproteins
des Pathogens, des Elicitors, an das korresponderende Resistenzprotein, den pflanzlichen
Rezeptor, ausgel6st. Die endogene Weiterleitung des Elicitorsignals kann in den ersten Minuten
der Pathogenantwort tiber verschiedene Mechanismen erfolgen. Einige Studien lasen erkennen,
da? eine Anderung des Plasmamembranpdentials innerhalb weniger Minuten mit der
Weiterleitung des Elicitorsignals korreliert (Dixon et al. 1999.

Diese Anderung des Plasmamembranpaentials bewirkt eine Anderung von lonenstromen. An
transgenen Pflanzen konrte an schneller Anstieg der Calciumkonzentration aufgrund eines
Elicitorsignals nachgewiesen werden. Eine ehtéhte Konzentration an zelluléren Calciumionen
indwziert die Phytoal exinsynthese und cen "Oxidative Burst” (Kurosaki et al. 1987,Dixon et al.
1994). Das Calcium-bindende Protein Calmoduin ist in einigen urtersuchten Falen ebenfall s an
der Phytoalexinsynthese beteiligt (Kurosaki et al. 1993,Vogeli et al. 199).
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Die zdlulare Caciumionenkoreentration spielt auch eine Rolle bei der Aktivierung der
Signaltransduktion mittels Phosphaylierung (Dietrich et al. 1990. So werden
Proteinphasphaylierungen duch Calcium und Ethylen vermittelt und fahren damit zur
Expresson vonPR-Proteinen undindukion vonMicrol&sionen (Raz und Fluhr 1992,Raz und
Fluhr 1993.

1.6.2 Mittlere Phase der pflanzlichen Pathogenantwort

1.6.2.1 Induktion endogener Sekundarsignale

Die Induktion der Abwehrmechanismen geht oft mit der transkriptionellen Aktivierung einer
ganzen Reihe von pflanzlichen Abwehrgenen in den ersten Stunden der Pathogenantwort einher
(Dixon et al. 1999. Die Induktion der Abwehrmedanismen erfordert die Synthese endogener
Sekundarmolekile a der Infektionsdelle, auch Stresthormone genannt. Sie schalten
Signaltransduktionskaskaden an, de zur Aktivierung der fiur die Pathogenantwort
verantwortlichen Gene fiihren. Diese endogenen Sekundérsignale dienen dazu, nach der initialen
Pathogenerkennung die pflanzliche Re&ktion zu verstdrken und leit zu fadern (Penninckx et
al. 1999. Einige sekundire Signalmolekile sind bereitsisoli ert und charakterisiert worden, urter
anderem Salicylsdure, Wassrstoffperoxid und Ethylen (Vernooij et al. 1994, Alvarez et al.
1998,Raz und Fluhr 1993.

Salicylsdure wird aus Phenylalanin Gber Zimtsadure und Benzoesdure gebildet. Dabei wird
Phenylalanin (ber den Shikimatweg synthetisiert. Durch indwzierte Synthese a1 der
Infektionsdelle &kkumuliert Salicylsaure, inhibiert damit SABP, eine Catalase, so dal3 es zu
einem drastischen Anstieg von Wasserstoff peroxid undROIs ("readive oxygen intermediates’)
kommt (Shirasu et al. 1997, Chen et al. 1995. Die Sdlicylsaure-Akkumulation bewirkt
schliefdlich als diffuses, interzelluldres Signa an der Infektionsdelle die Indukion von
Abwehrgenen wie PR-1-Gen (Chen et al. 1995, Wad 1991). Weiterhin wird Salicylsiure aich
im Rahmen der systemischen Resistenz in nicht infizierten Geweben synthetisiert, so dal? de
gleichen Resistenzmedhanismen, wie bei der lokalen Resistenz, indwziert werden (Vernooij et
al. 1999.
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Abb. 1.12 Induktion und Wirkung von Sdicylsaure as endogenes Sekundirmolekdl fir die
Signalweiterleitung und lreite Facherung der pflanzlichen Pathogenabwehr.

Der Sekunkérbotenstoff Wasserstoffperoxid wiederum stimuliert die Salicylsaure-Synthese
(Neuenschwander et al. 1995,Summermatter et al. 1995,L éon et al. 1995, Wi et al. 1997.
Zusétzlich verstarkt es multiple Abwehrmechanismen wie die oxidative Vernetzung eines
hydroxyprolinreichen Glycoproteins (HRGP), eines der am haufigsten vertretenen Proteine der
Zellwand, zur Starkung struktureller Barrieren und de Expresson der Glutathion-S-Transferase
als Oxidationschutz fur das an de Infektionsgelle und damit auch an de Lasion angrenzende
Gewebe (Bradley et al. 1992,Brison et al. 1994, Levine @ al. 1999. Weiterhin fungiert
Wassrstoff peroxid als Sekundérbotenstoff fur verschiedene Cytokine und Wadstumsfaktoren
(Lo und Cruz 1995. Und es ist wie die Sdicylsaure eenfals an der Aktivierung von
Abwehrgenen, wie das Protein PR-1, und an der Vermittlung der systematischen Resistenz
beteili gt (Chen et al. 1995, Wad 1991,Alvarez 1998.

28



Marcd Scheideler Einleitung

: iCOOH
OH
Salicylsaure
|
I
v
HZOZ
Wasser stoff per oxid
e / \ Ta
PR-1 Protein ¥ ¥ Vernetzung
utath i des Zellwand-
Glutathion- ,OXidalve  yroteing HRGP
S-Transferase Burst

Abb. 1.13 Induktion und Wirkung von Wassrstoffperoxid als endogenes Sekundérsignal fir die
Einleitung diverser Abwehrmedanismen.

Ethylen ist ein gasformiges Pflanzenhamon und mmmt eine wichtige Rolle bel der
Pflanzenentwicklung, der Fruchtreife und der Pathogenantwort ein. Die Ethylenbiosynthese
steigt sehr schnell wahrend der inkompatiblen Pflanzen-Pathogen-Interaktion als auch bei der
Anwendung von Elicitoren wie a-Aminobuyrat (a-AB), das die Ethylenproduktion fordert und
fur deseen Reaktionen Ethylen erforderlich ist, an (Ecker und Davis 1987, Lotan und Fluhr
1990. Dabel wird de Ausgangsaubstanz S-Adenosylmethionin mittels der Aminocyclopropan-
Carboxylat-Synthase, abgekiirzt ACC-Synthase, zu Aminocyclopropancarboxylat gespalten.
Durch eine ACC-Oxidase zerfdllt das Cyclopropan oxidativ zu Ethylen, Kohlendioxid,
Blausaure und Wasser. Die gebil dete Blausdure reagiert sofort weiter zu 3-Cyanoaanin undwird
damit entgiftet (Heldt 1996. Ethylen induziert sowohl Uiber freigesetztes Calcium im Cytosol a's
auch durch schnell e Polypeptidphaspharyli erungen de Genexpresson vonPR-Proteinen und de
Entstehung von Microlésionen (Raz und Fluhr 1992. Ethylen hat weiterhin Einflufd auf die
Induktiion der Genexpresson einiger I1soformen des Enzyms Glutathion-S-Transferase und von
hydroxyproli nreichen Glycoproteinen (HRGP), eines der am haufigsten vertretenen Proteine der
Zdlwand (Zhou und Goldsbrough 1993,Garcia-Muniz & al. 1998.
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Abb. 1.14 Synthese von Ethylen und seine Wirkung als Sekundérbotenstoff .

1.6.2.2 "Oxidative Burst"

Durch de Vermittlung von Salicylsdure wird de Peroxidation stimuliert. Durch eine rasche
Synthese von reektiven Sauerstoffintermediaten kommt es an der Infektionsgelle zu einer
Akkumulation von Wassrstoffperoxid (H2O;) und Superoxid-Anionen (O;). Diese
Akkumulation redktiver Sauerstoffintermediate wird "Oxidative Burst" genannt. Dieser
"Oxidative Burst” induziert ein Muster von zellularen Abwehrgenen, wie der Phytoaexin-
Akkumulation, dent aber auch aslokaler Ausléser des programmierten Zellt ods, auch Apoptose
genannt (Levine et al. 1994). Dabel konrten typische Merkmale wie Kernkondensation und

DNA-Fragmentierung beobadtet werden, de zu Microlasionen fihren (Alvarez et al. 1998).
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1.6.2.3 Transkriptionele Aktivierungen im Shikimat- und

Phenylpropanoidsyntheseweg

Der Shikimatweg ist ein essntieller Stoffwedhselweg der Pflanze, der nicht nur Vorstufen fir

die Synthese von aromatischen Aminosauren zur Verfigung stellt, sondern auch eine grofe
Vidfat von Sekundérmetabadliten (Hermann 1995). Zu desen Sekundérmetabaliten gehdren

auch einige Substanzen der pflanzli chen Pathogenabwehr.
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Abb. 1.15 Schematische Ubersicht tber den Shikimatweg und de bisher bekannten, durch

Pathogeninfektion transkriptionell aktivierten Enzyme.

31



Marcd Scheideler Einleitung

Die Biosynthese der Shikimisaure beginnt mit der Bildung von 3-Deoxy-2-dehydro-D-arabino-
heptul osonet-7-phosphat (DAHP) mit Phosphoenadpyruvat und Erythrose-4-Phosphat aus dem
Pentosephosphat-Cyclus. 1hr Kondensationsprodukt wird cyclisiert und duch de Bildung einer
Doppelbindurg entsteht Shikimat. Durch de Einfihrung eines weiteren Molekils
Phosphcenalpyruvat entsteht Chorismat. Chorismat ist ein Verzweigungspunkt fir verschiedene
Re&tionswege, die Uber die Isochorismat-Synthase zu Anthrachinon undPhyllochinon, Uler die
Anthranil at-Synthase zu Tryptophan und Uler die Chorismat-Mutase zu Phenylalanin und

Tyrosin fihren kémen.

Die Transktiption der DAHP-Synthase konrte durch pilzliche Elicitoren stimuliert werden
(McCueet al. 1989, Henstrand et al. 1992). Ebenso konrte dies fur die Isochorismat-Synthase,
die Chorismat-Mutase und de Anthranil at-Synthase gezeigt werden (van Tegelen et al. 1999,
Eberhard et al. 1996, Bohimann et al. 1995). Der Stoffwechselweg von Tryptophan konrte
durch Aminosduremangel, oxidativen undabiotischen Stref3 aktiviert werden. Dies zeigt, dald de
Enzyme des Tryptophan-Stoffwechsels nicht nur der Regulation zur Synthese aromatischer
Aminocsauren, sondern auch der Regulation zur Biosynthese von Sekundarmetaboliten for
Abwehrmechanismen urterliegen (Zhao et al. 1998).

Phenylpropanoide ist der Sammelbegriff flr eine grof3e Zahl pflanzlicher Molekile, die sich von
Phenylalanin ableiten. Phenylalanin stellt die Ausgangsverbindurg fir den Phenylpropanoid-
Syntheseweg dar, aus dem die Vorstufen einer Vielzahl von Substanzen hervorgehen, de unter
anderem fUr die pathogen-indwzierte Immunantwort gebraucht werden. Zu desen pathogen-
indwzierten Substanzen gehdrt unter anderem Salicylsdure (Vernooij et al. 1994). Die
Abspaltung von Ammoniak durch de Phenylaanin-Ammonia-Lyase (PAL) fihrt zu trans
Zimtsaure. Dieses Enzym wird durch Licht oder Infektionindwziert und duch sein Produkt Uber
eine Rickkopdung inhibiert (Michal 1999, Kuhn et al. 1984). Verschiedene phendlische
Verbindungen werden aus Zimtsaure synthetisiert. Biosynthesevorstufen des Lignins snd
Coniferyl-, Sinapyl- und p-Cumarylalkohd. Flavonade und Phytoalexine wie Tannine stammen
ebenfall s aus diesem Biosyntheseweg. Die kondensierten Tannine werden aus Flavonaden und
die hydrolysierbaren Tannine aus Gallussaure, die wiederum aus Shikimat hergestellt wird,
gebil det (Heldt 1996). Es findet eine koordinierte Induktion vonPhenylalanin-Ammonia-Lyase,
Cumarat-CoA-Ligase und Chalcon-Synthase statt, die ihr Maximum nach ca 5 - 15 Stunden
nadch Pilzbefall oder Bestrahlung erreicht (Ragg et al. 1981). Durch 2-Hydroxylierung von 4

Cumarat entsteht 2,4-Dihydroxyzimtsaure, eine Cumarinvorstufe, die fir die Synthese von
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Phytoalexinen verwendet wird (Hahlbrock und Scheel 1989). Der Phenylpropanoid-

Syntheseweg stellt damit einen wichtigen Knotenpunk

in den pathogen-indwzierten

Abwehrmechanismen dar (Michal 1999). Die Abbildung 1.16 gibt eine schematische Ubersicht
Uber den Phenylpropanoidsyntheseweg und de darin duch Pathogeninfektion transkriptionell

indwzierten Enzyme.
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Abb. 1.16 Schematische Ubersicht (iber den Phenylpropanoidsyntheseweg und de bisher bekannten,
durch Pathogeninfektion transkriptionell aktivierten Enzyme.
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1.6.3 Spéate Phase der pflanzlichen Pathogenantwort

1.6.3.1 Hypersendsitive Reaktion

Eine sehr weit verbreitete Strategie der induzierten Pathogenabwehr liegt bei der hypersensitiven
Re&tion va. Sie geht aus dem "Oxidative Burst” hervor und stellt die wichtigste indwzierte
Abwehrmalinahme dar, da sie gegen fast adle Arten von botrophen Pathogenen wirkt. Die
Wirtszellen an der Infektionsgell e sterben durch programmierten Zelltod ab, un den Erreger an
einer weiteren Ausbreitung zu hindern (Brunold, Ruegsegger und Brandle 1996. Es bil det
sich in fortgeschrittenem Stadium des "Oxidative Burst” ein Hof toten Gewebes um die
Eindringstell e des Erregers. Diese indwzierte Abwehrreaktion wird "Abwehrnekrose”, "Lasion"
oder auch "hypersensitive Re&tion" (HR fir "hypersensitive resporse’) genannt. Diese
hypersensitive Reaktion an der Angriffsgell e des Pathogens ist klar vom umgebenden, gesunden
Gewebe agegrenzt (siehe Abb. 1.T7) (Alvarezet al. 1998.

Abb. 1.17 Hypersensitive Redtion von A. thaliana als Antwort auf den Befal des avirulenten
Bakteriums Pseudomonas syringae pv. tomato (Abbil dung von Nikolaus Schlaich).

Die exakte Regulation cer Lasionen ist noch unKar, aber sie lasen erkennen, dal3 das Pathogen
erkannt und weitere Abwehrmechanismen eingeleitet wurden. So wurde éne Korrelation
zwischen hypersensitiver Reaktion und Phytoalexin-Akkumulation gefunden (Brunold,
Ruegsegger und Bréandle 1996).
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1.6.3.2 Phytoaexinsynthese

Eine weltere spezifisch indwzierte Resktion der Pflanze auf Pathogenbefall ist die Synthese von
Phytoalexinen. Zum ersten Mal wurde diese Substanzklasse im Jahre 1940 vonMiller und
Bdger beschrieben, de feststellten, dald der Erreger der Kartoffelfaule Phytophthora infestans in
Kartoffelpflanzen einige Zeit nach der Infektion de Bildung eines Stoffes indwziert, der das
Wadstum des Pathogens hemmt Sie nannten diesen Abwehrstoff Phytoalexin. Heute gehdren
zu deser Gruppe Uber 350 riedermolekulare Verbindungen mit antimikrobieller Wirkung (M ohr
und Schopfer 1992. Starke Hinweise aif eine tragende Rolle der Phytoalexine bel der
pflanzlichen Pathogenabwehr sind de zeitli che, raumliche und quantitative Ubereinstimmung
zwischen Phytoalexingehalt und Position des Pathogens im infizierten Gewebe. Phytoaexine
sind hauptsachlich in folgenden Sekundarmetabdlitenklaseen zu finden: Phendlische
Verbindungen, Terpenoide und Polyacetylene. Sie werden duch eine erhdhie Synthese der
jewellige Vorstufen gebildet. Diese Aussage wird bestétigt durch eine ehdhte Aktivitét der an
der Phytoalexin-Biosynthese beteiligten Enzyme, welche kurz nadh Infektion de novo gebil det
werden (Tsuji et al. 1992, Brunold, Riegsegger und Brandle 1996. Uber die genaue
Wirkungsweise der Phytoalexine ist aber noch immer sehr wenig bekannt.

Phenolische Verbindungen

0 O H:0C 0
OH
| [ °
o— 0>

Glyceoﬁm 1 Pisatin
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Rishitin Momilacton A
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Terpenoide
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OH
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Abb. 1.18 Phytoaexine: Glyceolli n (Glycine max), Pisatin (Pisum sativum), Rhishitin (Solanum
tuberosum), Momiladon A (Oryza sativa), Falcanrindiol (Lycopersicon esculentum),

Wyeronsaure (Vicia faba) (Brunold, Ruiegsegger und Brandle 1996.
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1.6.3.3 Induktion von PR-Protenen

Sehr oft werden von dr Pflanze neue Proteine nadh Infektion eines Pathogens gebil det. Diese
Proteine stehen doffenbar in einem Zusammenhang mit der Pathogenabwehr, undman bezeichnet
sie deshalb als PR-Proteine ("pathogenesis related"). Aminosauresquenzvergleiche von PR-
Proteinen aus verschiedenen Pflanzen erlaubten eine Klasgfizierung in Familien, wie sie in
Tabelle 1.1 aufgelistet sind (Brunold, Riegsegger und Brandle 1996.

Name der PR-Familie | Funktion Aktivitat

PR1 Unbekannt z. T. antifunga
PR2 B-1,3-Glucanase z. T. antifunga
PR3 Chiti nase/Lysozym z. T. antifunga
PR4 Unbekannt z. T. antifunga
PR5 Unbekannt z. T. antifunga
Andere PR-Proteine Proteaseinhibitoren, Peroxidase, |z. T. antifungal

Thionine, a-Amylase

Tab. 1.1 PR-Proteinfamilien z. B. beim Tabak (Brunold, Rliegsegger und Bréandle 1996.

Den meisten hisher identifizierten PR-Proteinen konrte noch keine biologische Funktion
zugeordnet werden. Zu den wenigen PR-Proteinen mit bekannter Funktion gehéren urter
anderem das PR-2-Protein 1,3[3—-Glucanase (Kauffmann et al. 1987 und ds PR-3-Protein
Chitinase (Legrand et al. 1987, zwel Hydrolasen, de spezifisch gegen das Chitin und de
Call ose pil zli cher Zellwande gerichtet sind (Mauch et al. 1989. In vitro Wadstumstests haben
gezeigt, da3 Mischungen von Chitinasen und Glucanasen eine fungitoxische Wirkung haben
konren (Zhu et al. 1994. Transgene Pflanzen, de Chitinase konstitutiv exprimieren, zeigten
eine ghthe Resistenz gegenlber pathogenen Pilzen (Brogiie d@ al. 199). Auch das PR-1-
Protein verleiht gegenliber zwei verschiedenen Pathogenen Resistenz, wenn es in transgenem
Tabak exprimiert wird (Alexander & al. 1993. Die Synthese von Peroxidasen wird
verstandlich, wenn man eine oxidative Schadigung des Pathogens durch de hypersensitive
Re&tion annimmt, jedoch einen opimalen Schutz des angrenzenden Pflanzengewebes
vorausstzt (Hock und Elstner 1988. PR-Proteine werden daher bei Untersuchungen oft als
Marker fur die pflanzliche Pathogenabwehr verwendet. Wie die meisten PR-Proteine zu einem

Schutz der Pflanze beitragen, ist noch nicht aufgeklart.
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1.6.3.4 Induzierte Genexpression der Glutathion-S-Transferasen

Glutathion-S-Transferasen katalysieren die Thioetherbildung der stark restiven SH-Gruppe des
Glutathions mit aktiven Kohlenstoffverbindungen, Carbonylgruppen sowie anderen reaktiven
Gruppen. Diese Glutathionkorjugate kénren (ber einen Glutathion-Translokator unter ATP-
Verbrauch in Vakuoden gepumpt werden. Damit werden giftige Substanzen, de die Zelle
gebil det oder aufgenommen hat (Xenohotika), unschadlich gemacht (Heldt 1996). Glutathion
S-Transferase ist somit im zelluldren Metabolismus an Detoxifizierungsreaktionen betelli gt
(Pickett und Lu 1989). Die Genexpresson deses Enzyms wird durch Ethylen und
Was=rstoff peroxid indwziert. Der genaue Medhanismus ist all erdings noch unkar (Zhou et al.
1993, Itzhaki und Woodson 1993, L evine 1994).

1.6.3.5 Lignifizierung

Eine ausgepragte strukturelle Antwort auf den Befall durch Mikroorganismen ist eine ehthe
Ligninbildung in der Zellwand der Zellen, de sich ringformig um das befalene Gewebe
befinden.
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Abb. 1.19 Strukturausschnitt des Lignins, das aus Substanzen des Phenylpropanoidsyntheseweges
gebildet wird unddie zdlulédre Zellwand mechanisch verstérkt.

Dabei wird im Shikimatweg aus Phosphoendpyruvat und Erythrose-4-phosphat Phenylalanin
und Tyrosin gebildet. Durch Desaminierung des Phenylaanins entsteht Zimtsaure und
anschliefend duch Hydroxylierung p-Cumarsaure, die auch drekt aus Tyrosin duch

Desaminierung gebildet werden kann. Aus p-Cumarsaure entstehen Ferulasaure und
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Sinapinsaure. Durch Reduktion deser Sauren entstehen de Bausteine der Ligninbiosynthese,
Coniferyl-, Sinapyl- und p-Cumarylakohd. Der Angriff von Peroxidasen und
Was=rstoff peroxid wandelt diese Alkohde zu mesomerie-stabili sierten Alkyl-Radikalen um, die
dann in vielféltiger Weise zu einem dreidimensionalen Netzwerk, dem Lignin, pdymerisieren.
Wie die Ligninbildung die Pathogenabwehr genau urterstitzt, ist immer noch unKar. Eine
maogliche Erklérung liegt darin, dal3 Lignin de Zellwand mechanisch verstérkt, so dal3 de
Durchdringung oder der enzymatische Abbau der Zellwand stark abgebremst wird. Weiterhin
wirkt Lignin hydrophob undkann so de Diffusion von pathogenindwzierten Angriff senzymen
oder Toxinen auf dem Weg zur Zellmembran stoppen. Drittens wirken unpdymerisierte
Ligninvarstufen wie z. B. Coniferyl-Alkohd giftig auf Pilze (Brunold, Rluegsegger und
Brandle 1996.

1.6.3.6 Kohlenhydrateinlagerung

Ein weiterer indwzierbarer, struktureller Abwehrmechanismus ist die Kohlenhydrateinlagerung,
vor alem von Callose und Cellulose. Diese Polyglucane werden z. B. nach Penetration eines
Pilzes zwischen Zellwand und Plasmaemma engelagert und konmen kugel- oder
papill enférmiges Aussehen annehmen. Die der Eindringstell e des Pathogens benachbarten Zellen
sind ebenfallsin der Lage, duch neu gebil dete Kohlenhydrate ihre Sekundarwéande zu vedicken.
So kann bei resistenten Bohren z. B. die Zellwand dbs funffadhe ihrer normalen Dicke ereichen
(Hock und Elstner 1988.

B-1,3-Glucan: Callose

Abb. 1.20 Die nach Infektion eingel agerten Kohlenhydrate Cellulose und Call ose (Heldt 19%).
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1.6.4  Systemische Resistenz

Die bisher erwahnten indwzierten Abwehrmechanismen werden meistens an der Angriffsdelle
des Pathogens ausgel0st und somit réumlich gezielt durch de Pflanze angewendet. Diese
"lokale Resistenz' ist bei natirlichen Infektionen héufig durch mikroskopische Lé&sionen
gekennzeichnet, erst unter Laborbedingungen mit unrettrlich holen Pathogendosen treten
makroskopische Nekrosen auf. Diese Abwehrreaktion der Pflanze 183 erkennen, dal3 das

Pathogen vonder Pflanze ekannt wurde.

Die "systemische ResistenZ' ist ein integraer und wichtiger Bestandtell der pflanzlichen
Pathogenabwehr. Dabei 16sen nekrotisierende Infektionen eine Schutzreaktion aus, die nicht nur
im unmittelbar infizierten Pflanzenteil, sondern auch in nichtinfizierten Gewebeteilen wirkt
(Gaffney et al. 1993. Die systemisch erworbene Pathogenresistenz wird duch eine
vorausgegangene Primérinfektion eingeleitet. Eine aus der Pathogenerkennung resultierende
Nekrose indwziert Salicylsaure, die éenso wie Wasserstoff peroxid das Pathogen zuerst lokal an
seiner Verbreitung hindert. Ein endogenes Signalmolekl, abgekirzt LDS (engl. "long distance
signa"), transportiert die Information einer Infektion in weiter entfernte, nichtinfizierte Gewebe.
Dort wird nun wieder die Salicylsdure-Akkumulation stimuliert, und de gleichen
Abwehrmechanismen wie bel der lokalen Resistenz werden indwziert. Als ein solches LDS
werden Wasserstoff peroxid und ROIs beschrieben, de parale zur lokalen Pathogenantwort
auch systemisch in micro-hypersensitiven Regktionen gefunden werden. Sie werden in einem
iterativen Prozef3 Uker einen léngeren Zeitraum immer wieder neu synthetisiert und erhalten
damit die systemisch erworbene Resistenz tiber einen Zeitraum von mehreren Wochen undleiten
damit auch das Signal weiter (Vernoaij et al. 19949.

Ein Paradebeispidl fur diese systemisch indwzierte Resistenz ist die Gurke, an der gezeigt wurde,
da’ de Infektionen eines unteren Blattes mit pil zlichen, bekteriellen oder viralen Pathogenen
einen breiten Schutz in den oberen Blattern gegen pilzliche, bakterielle oder virale Pathogene
auslost (Métraux et al. 1990. Der Schutz ist somit von der Natur des resistenz-induzierenden
Erregers unabhéngig. Ahnliche Beispiele von systemisch indwzierter Resistenz sind auch bei
Tabak, Tomate, Kartoffel, Bohre, Arabidopsis und Reis bekannt (Brunold, Riegsegger und
Brandle 1996. Die systemische Resistenz korreliert dabei streng mit der koordinierten
Expresson sogenannter SAR-Gene, die auch fir PR-Proteine kodieren (Ward et al. 1991,
Uknes et al. 1993. Diese Proteine scheinen also eine tragende Rolle in der Aufrechterhaltung

der Krankheitsresistenz zu spielen.
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1.7 Die M odelIpflanze Arabidopsisthaliana als
Unter suchungsobj ekt

Arabidopsis thaliana ist eine Blitenpflanze, die seit Uber 50 Jahren Anwendung als
Studienoljekt in der klasgschen Pflanzengenetik findet. Bereits 1943 sprach Laibach de
Vorzuge dieser Pflanze fur die Arbeit im Laboratorium an, undschon 1946wnurde sie von Whyte
als "botanische Drosophila' bezeichnet (L aibach 1943, Whyte 1946, M eyer owitz 1989).

Arabidopsis thaliana wird im Volksmund hufig auch as
Gansekrese bzw. Ackerschmawand bkezeichnet. Sie ist 7

eine dikotyle, zu den Kreuzblitlern (Cruciferae, \jf//:/
Brasscaceae) gehdrende, weltweit verbreitete Bliten- ?:&}”

pflanze. Damit gehort Arabidopsis thaliana, die selbst 7

keine Nutzpflanze ist, zur Familie der Cruciferae, die ds - \\ /
Quelle von Gemuisesorten wie Kohl, Rettich und = ‘.f\‘
Mearettich, von Olsorten wie Raps owie von Gewiirzen \-. (
wie verschiedenen Senfsorten von ©konanischem \\’ |
Gewicht ist (Meyerowitz und Somerville 1994). - ’9"1\ \ N
Arabidopsis thaliana besitzt viele Eigenschaften, de sie : 4

zum attraktiven Modell organismus in der Pflanzengenetik ‘

gemadt haben. Die Pflanze ist von geringer Grolé, leicht

zu kutivieren und fat eine schnelle Generationszeit von .

ca 4 - 6 Wochen. Sie l&%t sich in groRer Anzahl auf ‘ /)"s
engstem Raum anzlchten und lingt damit beste asic & (
Voraussetzungen fur die Anzucht im Gewdachshaus mit. p ¢ \‘ g

Die Befruchtung von Arabidopsis thaliana erfolgt durch d :

Selbstbestéuburg, die zu einer Samenprodukion von ks
zu 10.000Samen pro Pflanze fuhren kann, und erlaubt
damit neue homozygote Mutationen mit minimalem Abb. 1.2: Die Modellpflanze
Aufwand (Redei 1975, M eyer owitz und Pruitt 1985). Arabidopsisthaliana
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Das haploide Genom der Pflanze weist finf Chromosomen auf und ist mit ca 130 Mbp ds
kleinste bekannte Genom unter den Blitenpflanzen. Dies erleichtert die Handhebung von
genetischen Screens zur Identifizierung interessanter Gene. Im Vergleich zu anderen Pflanzen
enthdlt das Genom von Arabidopsis thaliana sehr wenige repetitive DNA-Sequenzen.
Genfamilien sind gewohrlich einfach organisiert, und de Gene haben in der Regel wenige und
kleine Introns und liegen relativ dicht nebeneinander (L eutwiler et al. 1984,Meyerowitz und
Pruitt 1985, Pruitt und Meyerowitz 1986,Goodman et al. 1995, Wambultt et al. 2000.

Im Jahr 1990 trat die Arabidopsis-Forschung in de neue Ara der Genomanalyse én. Da die
Pflanze genetischen und molekularbiologischen Methoden gegentber leicht zugénglich ist,
entstanden viele Mutanten, YAC- und BAC-Bibliotheken sowie DNA-Banken. So konrien
durch de Entwicklung einfacher und effizienter Methoden zur chemischen Mutagenese und zur
Insertionsmutagenese mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens bereits mehrere tausend
ArabidopsisMutanten hergestellt werden. Die Auswirkungen bestimmter Gene im Genom
konren damit phénotypisch undmolekularbiologisch bestimmt werden (M artinezZapater und
Salinas 1998,Chang et al. 1994. YAC- und BAC-Bibliotheken konrten erstellt werden, de ds
ein Satz tberlappender Klone ganze Chromosomen reprasentieren und de bel der Sequenzierung
und Genidentifizierung Verwendung finden (Schmidt et al. 1995,Zachgo et al. 1996,Schmidt
et al. 1997,Camill eri et al. 1998,Mo0zo et al. 1999.

Weiterhin sind EST-Sequenzierungsprojekte durchgefiihrt worden, de e@ne wichtige Resource
fur die Genomforschung darstellen. Dazu wurden verschiedene dNA-Bibliotheken von
Arabidopsis thaliana erstellt, die insgesamt Gber 40.000 cDNA-Klone umfassen und mr den
codierenden Bereich des Genoms reprasentieren. Diese Klone werden nach Ansequenzierung als
ESTs ("expressed sequence tag") bezeichnet (Rounsley et al. 1996. Durch Sequenzvergleich
der ESTs untereinander kann ein minimaer Satiz an EST-cDNA-Klonen, der einen
grofdmagli chen Sequenz- und Genbereich abdedkt, zu einer nicht-redundanten cDNA-Bibli othek
zusammengestellt werden. Eine solche nicht-reduncante dNA-Bibliothek von Arabidopsis
thaliana wurde freundicherweise von Herman Hofte an INRA in Versaill es, Frankreich, und
vom Arabidopsis Biological Resource Center der Ohio State University, USA, zur Verfigung
gestellt und im Rahmen deser Arbeit verwendet. Durch Sequenzvergleich in &ffentlichen
Datenbanken konrte e@ner signifikanten Anzahl an ESTs eine mdgliche Funktion zugeordnet
werden (Hofte g al. 1993,Newman et al. 1999.
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Im Jahre 1996 wurde die internationale "Arabidopsis Genome Initiative" (AGI) gegrindet, um
die Sequenzierung des Genoms von Arabidopsis thaliana zwischen verschiedenen Sequenzier-
projekten in den USA, Japan und ar Europdischen Union zu koadinieren (Bevan et al. 1997,
Meinke et al. 1998). Die zusammenhdngenden Sequenzen der Chromosomen 2 und 4wurden
bereits Ende des Jahres 1999 verdffentlicht (Lin et al. 1999, Mayer et al. 1999). Die
Sequenzierung des gesamten Genoms von A. thaliana, d.h. dr noch verbleilbenden
Chromosomen 1, 3 und 5,sollte bis zum Ende des Jahres 2000abgeschlossen sein.

In naher Zukunft wird Arabidopsis thaliana die easte Pflanze mit vollsténdig sequenziertem
Genom sein. Sie a@hdlt damit weitere Attribute, die sie zu einem unentbehrlichen
Modell organismus fur die Untersuchung nahezu aller Aspekte der Pflanzenbiologie, sowohl der
klasgschen Genetik als auch der Pflanzenphysiologie, Biochemie und Entwicklungsbiologie,
und insbesondere aich der modernen Molekularbiologie und Genomforschung, machen. Denn
Innovationen auf technischem Gebiet, wie die Anwendung der DNA-Array-Techndogie fur die
Untersuchung komplexer Muster der Genexpresson, werden durch eine Sequenzierung einer
cDNA-Bibliothek und ds gesamten Genoms erst moglich und damit gleichzeitig weiter
vorangetrieben (Schena et al. 1995, Marshall und Hodgson 1998, Desprez et al. 1998).

In den letzten Jahren wurde Arabidopsis thaliana auch in Wirt-Pathogen-Interaktionen als
Modell organismus gudiert (Glazebrook et al. 1994). Mit tber 150 verfligbaren Wil dtypisolaten
(Okotypen) liefert A. thaliana ausreichend Materia fur die genetische Analyse von resistenten
Phanatypen (Kunkel 1996). Mittlerweile ist ein breites Spektrum von Pflanzenpathogenen
bekannt, die aif 6konamisch wichtigen Nutzpflanzen vorkommen. Das Bakterium Pseudomonas
syringae pv. tomato ist ein solches Pflanzenpathogen und lefdlt Kreuzblitler (Cruciferae) wie
A. thaliana, aber auch de Nutzpflanze Tomate (Somerville und Meyerowitz 1994). Bel den
Untersuchungen der Wirt-Pathogen-Interaktion zwischen A. thaliana undP. syringae stand meist
die Charakterisierung und Identifizierung der Kontrollgene fur die Pathogenerkennung, die
Signaltransduktion und de Genexpresson der Abwehrantwort im Mittelpunk. Das erste
Kontrollgen, das bei A. thaliana identifiziert wurde und ebenfall s mit dem Gen-fir-Gen-Modell
beschrieben werden kann, ist RPS2 im Okotyp Columbia, das Resistenz gegeniber avrRpt2
exprimierendem P. syringae verleiht (Flor 1971, Kunkel et al. 1993). Das Protein von RP2
besitzt eine nucleotidbindende Doméne, abgekiirzt mit NBS ("'nucleotide binding site"), am N-
Terminus und eine Leucin-reiche Wiederholungssequenz, auch LRR ("leucine-rich repeat")

genannt, am C-Terminus. Die nucleotidbindende Doméne besteht aus Motiven, de a
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ATP/GTP-Bindurgsgellen verschiedener Kinasen vorkommen, so dal3 der Funktion vonRP&2
vermutlich eine Kinase&ktivitdt zugeschrieben werden kann (Mindrinos et al. 1994). Die
Leucin-reiche Doméne ist weit verbreitet bei Proteinen, de in anderen Pflanzen ebenfalls
Resistenz vermitteln kénren undwahrscheinlich in Protein-Protein-Interaktionen invaviert sind
(Rothberg et al. 1990, Kobe und Deisenhofer 1993). So verleiht das LRR-tragende N-Gen in
Nicotiana tabacum Resistenz gegeniber dem Tabakmosaikvirus (Whitham et al. 1994).
Trotzdem stell en sie neben den Resistenzgenen, de fur eine Serin/Threonin-Kinase wie das Pto-
Gen koderen, eine neue Klasse von Resistenzgenen dar, die konform mit dem Gen-fur-Gen-
Modell sind (Martin et al. 1993, Bent et al. 1994). Das legt die Vermutung nahe, dal3 keide
Resistenzgenklasen in einem Zweikomporentenmodell als unabhangige, primére Rezeptoren
fir avr-generierte Signale fungieren, de aif dem weitergeleiteten Signaltransduktionsweg
schnell konvergieren, um eine dlgemeine Resistenzantwort zu indwieren (Mindrinos et al.
1994). Diese Beobadtungen urnerstitzen de zu Anfang erhobene Hypothese, dal3
Resistenzmedanismen zwischen Arabidopsis thaliana und anderen Pflanzen korserviert sind
(siehe Kapitel 1.4.2).

Die Kombination aus gut untersuchtem Modell organismus wie Arabidopsis thaliana und reuen
Tedndogien wie die DNA-Array-Techndogie wird weitere, wichtige Erkenntnisse im Rahmen
der funktionellen Genomanalyse liefern, de aich vertikal auf andere Pflanzen, insbesondere

Nutzpflanzen, Ukertragen werden kénren.
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1.8 Aufgabenstellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die DNA-Array-Techndogie an der Modell pflanze
Arabidopsis thaliana etabliert und auf die Anayse der differentiellen Transkription von
Arabidopsis thaliana wahrend der Abwehr des avirulenten, bakteriellen Pathogens Pseudomonas
syringae pv. tomato angewendet werden.

Zur Herstellung von DNA-Arrays fur eine transkriptionelle Untersuchung der globalen
Genexpresson mulde ene nicht-redundante, 13.000KIone umfassende cDNA-Bibliothek von
Arabidopsis thaliana PCR-amplifiziert und in einem dichten, hachgeordneten Raster ("high
density array") auf einem festen Tréger immobili siert werden. Dieser Herstellungsprozef? sollte
fUr eine ausreichende Zahl an DNA-Arrays etabli ert werden.

Fur die Qualitdtsscherung der Ergebniss sollten die gewonrenen Transkriptionsprofile sowohl
einzeln wie auch im Vergleich auf technisch bedingte Variationen urtersucht und aul¥erdem

verschiedene Normali sierungsmethoden entwickelt und miteinander vergli chen werden.

Die dablierte DNA-Array-Techndogie sollte aif die Untersuchung der transkriptionell
indwzierten Pathogenantwort der Pflanze Arabidopsis thaliana angewendet werden. Dazu
wurden Blattproben von Arabidopsis thaliana, Okotyp Columbia, verwendet. Fur das Studium
der Pathogenabwehr in Arabidopsis thaliana wurde mit dem Resistenz auslésenden, avrRpt2
exprimierenden, pathogenen Bakterium Pseudomonas syringae pv. tomato geabeitet. Dazu
sollten de Blaiter von Arabidopsis thaliana mit dem avirulenten, bekteriellen Pathogen
Pseudomonas syringae pv. tomato bzw. mit Pufferkontrolle infiltriert werden. Die Resultate
sollten einen Einblick in die koordinierte differentielle Transkription pathogenindwzierter Gene
verschiedener Stoffwedhselwege gewédhren und @mit das Potential dieser Methode fur die
globale Analyse der Genregulation demonstrieren.
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|1, M aterial und M ethoden

2.1 M aterial

Folgende Chemikalien, Enzyme, Pufferlésungen, Materialien und Hilfsmittel wurden fir die

Versuche verwendet und vonden angegebenen Firmen bezogen:

2.1.1 Chemikalien

[a->%P]-dCTP

[a-*°P]-dCTP

[y-*P-ATP

[y-2P]-ATP
Adenaosin-5"-triphosphat (ATP)
Agarose, Typ |

Albumin aus Rinderserum (BSA)
Ampicilli n

Bado Agar

Bado Tryptone

Bado Y eest Extrad
Dithiothreitol (DTT)

Glycerol (86 %)
Hexamer-Nukleotidgemisch, Nr. 27-216601
2-Mercaptoethanal
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Sarcosyl NL-30
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Trizma-Hydrochlorid

tRNA

Xylencyand FF

TCA

Amersham-Pharmada-Biotech, Freiburg
Amersham-Pharmada-Biotech, Freiburg
Amersham-Pharmada-Biotech, Freiburg
Amersham-Pharmada-Biotech, Freiburg
Roche, Mannhaim

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Difco, Detroit, Mi, USA

Difco, Detroit, Mi, USA

Difco, Detroit, Mi, USA

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Amersham-Pharmada-Biotech, Freiburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
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Alle weiteren hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Serva oder

Sigma bezogen und fatten mindestens "p.a."-Qualit &t.

212 Enzyme

Alkali sche Phasphatase CIP
Tag-DNA-Polymerase
BamHI

EcoRl

Hindll |

DNA-Polymerase |, Klenow-Fragment
Proteinase K

Reverse Transcriptase RT |1
T4-DNA-Ligase
T3-RNA-Polymerase
T4-Polynucleotid-Kinase

2.1.3

Roche Diagnostics, Mannheim
Eigenproduktion (siehe Seite 11)
MBI Fermentas, Wil na, Litauen
MBI Fermentas, Wilna, Litauen
MBI Fermentas, Wilna, Litauen
Amersham-Pharmada-Biotech, Freiburg
Promega, Heidelberg

Life Techndogies, Karlsruhe

Life Techndogies, Karlsruhe
Promega, Heidelberg

New England Biolabs, Schwalbad

Anzuchtmedium und Pufferlésungen

Folgende Medien undPufferldsungen wurden fur die Anzucht von E.coli-Klonen verwendet:

Losung Menge Zusammensetzung Endkonzentration
2Y T-Medium: 1,69 Bado Tryptone (1,6 %)
1,09 Bado Y east Extrad (1,0%)
0,5¢ NaCl (0,5%)
96,99 Wassr
10x H.M.F.M: 0,769 MgSO; (7 H20) ( 4mM)
4,509 Tri-Natriumcitrat (2 - H,0) (17 mM)
9,009 (NH4)2SO4 (68 mM)
440¢g Glycerol (44 %)
Puffer mit Wasser auf 800 ml auff Ullen undautoklavieren.
18,09 KH,PO, (360mM)
47,09 K,HPO, (132mM)

Puffer mit Wasser auf 200 ml auff Ull en undautoklavieren.
Beide Losungen zu 1L 10x H.M.F.M. mischen.

2YT-F-A-Medium: 89ml
10 ml

1ml

2YT-Medium (89%)
10x H.M.F.M. (10 %)
10 mg/ml Ampicilli n-Lésung (100 pg/ml)

Medium frisch ansetzen und \erwenden.
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0,5M EDTA-Puffer: 16,99
1,99
81,29

EDTA (0,5M)
NaOH (1,9%)
Wassy

Substanzen l6sen, pH 8,0 einstellen undmit Wasser auff Gl en.

LB-Medium: 1,09
0,5g

1,09

97,59

Bado Tryptone (1,0%)
Bado Y east Extrad (0,5%)
NaCl (1,0%)
Wasser

Folgende Pufferl6sungen wurden fir die Herstellung der Tag-DNA-Polymerase verwendet:

Losung Menge Zusammensetzung Endkonzentration
Puffer A: 5ml 1M TrissHCl pH 7,9 (50mM)
5ml 1M Dextrose (50mM)
200ul 0,5M EDTA (1 mMm)
89,8ml Wasser
Lyse-Puffer: 1ml 1M TrissHCl pH 7,9 (10mM)
5ml 1M KCI (50mM)
200l 0,5M EDTA (1 mMm)
500l 0,2M PMSF (in DM SO) (1 mMm)
500l Tween (0,5%)
500l Nonidet P40 (0,5%)
92,3ml Wassr
Pralyse-Puffer: 100ml Puffer A
400mg Lysozym (4 mg/ml)

Folgende Pufferlsungen wurden fur die Herstellung der DNA-Arrays verwendet:

Ldsung Menge Zusammensetzung Endkonzentration
Denaturierungs-Puffer: 1,87¢g NaOH (0,5M)
8,159 NaCl (1,5M)
89,989 Wasser
Neutrali sierungs-Puffer: 13229 Trizma-Hydrochlorid (1 M Tris-HCI)
1949 Trizma-Base
876,8) NaCl (1,5M)

Folgende Pufferl 6sungen wurden fur die PCR-Amplifikation verwendet:

L 6sung Menge Zusammensetzung Endkonzentration

10x PCR-Puffer I: 10ml 1M Tris-HCl pH 8,3 (100mM)
50ml 1M KCI (500mM)
40 ml Wasser
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Tag-Verdunnungs-Puffer:

Folgende Pufferl 6sungen wurden fir die Gelelektrophaese verwendet:

5ml
5ml
20ul
Iml
57,5ml
250l
31,23l

1M Tris-HCI pH 8,0
1M KCI

0,5M EDTA

IMDTT

87 % Glycerol

0,2M PMSF (in DM SO)
Wasser

(50mM)
(50 mM)
(0,1mM)
(2 mM)
(50 %)
(0,5mMm)

Ldsung Menge Zusammensetzung Endkonzentration
25x TAE-Puffer: 11,89 Trizma-Base am)
3,19 Essgsaure (0,5M)
0,89 EDTA (21,5mM)
84,39 Wassr
Gell adepuffer: 25ml Glycerol (50%)
25ml Wassr
4mg Bromphenalblau (5,8uM)
Farbebad: 5ul 10mg/ml Ethidiumbromid (0,5ug/ml)
100ml Wasser
Alk. Elektrophaese-Puffer:  2,5ml 10N NaOH (50 mMm))
1ml 0,5M EDTA pH 8,0 (1 mM)
496,5m| Wassr
Alk. Gell adepuffer: 30ml 10N NaOH (300mM)
1,2ml 0,5M EDTA pH 8,0 (6 mM)
189 Ficoll (Typ 400 (18 %)
150ug Bromcresolgriin (0,15%)
250ug Xylencyand FF (0,25%)
50,4ml Wassr

Folgende Pufferl6sungen wurden fur die Hybridisierungen verwendet:

Losung Menge Zusammensetzung Endkonzentration
Church-Puffer: 49,759 1M Na-Phaosphat pH 7,2 (0,5M)
6,959 Natriumdodecylsulfat (SDS) (7 %)
0,209 0,5M EDTA (1 mMm)
43,19 Wasser
Immer Uber 25 °C aufbewahren (ansonsten Prézipitation vonSDS!)
SSarc-Puffer: 1000ml 20x SSC-Puffer
1200ml 30 % Natriumlauroylsarcosinat (SLS)
2800ml Wasser

Puffer ist bei Temperaturen ab 4 C aufwarts verwendbar.
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Waschpufer: 40,0m| 1 M Na-Phaosphat pH 7,2 (40mM)
0,5ml 20% SDS-L6sung (0,1%)
959,5ml| Wassr
Regenerations-Puffer: 5,0ml 1 M Na-Phaosphat pH 7,2 (5 mMm)
0,5ml 20% SDS-L6sung (0,1%)
994,5m| Wassr
20x SSC-Puffer: 15,369 NaCl (2,6 M)
7,739 Tri-Natriumcitrat (0,3 M)
76,919 Wassr

Folgende Pufferl 6sungen wurden fur die Herstellung von Northern Blots verwendet:

Ldsung Menge Zusammensetzung Endkonzentration
10x MOPS-Puffer: 41,859 Mops (200mM)
4,109 Na-Aceat (50mM)
3,729 EDTA (10 mM)
Der Puffer wird mit Wasser auf 1 L aufgefullt.
RNA-Gell adepuffer: 900l Formamid
100pl 10x MOPS-Puffer
10ul 10 mg/ml Ethidiumbromid
100ul Bromphenolblau-L6sung

Folgende Pufferl 6sungen wurden fir die Isolation genomischer DNA undtotal RNA verwendet:

L 6sung Menge Zusammensetzung Endkonzentration
CTAB-Puifer: 12,89 Sorbitol (140mM)
110ml 1M Tris-HCI pH 8,0 (220mM)
22ml 0,5M EDTA (22 mM)
80ml 5M NaCl (800mM)
16ml 30 % Na-Sarcosyl (1 %)
4qg CTAB (0,8%)
4 M LiCl-Puffer: 16,969 LiCl (4 M)
83,04ml Wassr
4 M Li-Acdat-Puffer: 40,809 Li-Acetat (4 M)
59,209 Wasser
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Folgende Pufferlésungen wurden fur molekularbiologische Arbeiten zur Konstruktion reuer

Vektoren verwendet:

Ldsung Menge Zusammensetzung Endkonzentration
Puffer R (Hochsazpuffer):  1ml 1M Tris-HCl pH 8,5 (10mM)
1ml 1M MgCl, (10mM)
10ml 1M KCI (100mM)
Iml 10 mg/ml BSA (0,2mg/ml)
87ml Wasser
TE-Puffer: 1ml 1M Tris-HCl pH 8,0 (10mM)
20l 0,5M EDTA (0,2mMm)
98,98n| Wassr
5x T4-DNA-Ligase-Puffer: 25ml 1M TrissHCl pH 7,6 (250mM)
5ml 1M MgCl, (50mM)
5ml 100mM ATP (5 mM)
5ml 100mM DTT (5 mM)
25ml PEG-8000 (25%)
35ml Wassr
IPTG-L6sung: 209 IPTG (20%)
80ml Wassr
X-Gal-L6sung: 29 X-Gd (2 %)
98 ml Wassr
Puffer 1: 1ml 1M TrissHCl pH 7,5 (10mM)
200ul 0,5M EDTA (1 mMm)
10ml 1M NaOH (0,2M)
2,5ml 20% SDS (0,5%)
87,3nl Wassr
Puffer 2: 24,619 Na-Acedat (3M)
75,39l Wassr
Puffer 3: 1ml 1M Tris-HCl pH 8,5 (20mM)

99 ml

Wasser
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Daruiber hinaus kamen folgende Pufferl 6sungen zum Einsatz:

Ldsung Menge Zusammensetzung Endkonzentration
LS-Puffer: 5ul OL (450D/ml Primer d(N)e)
(I mM Tris-HCI pH 8,0)
(1 mM EDTA pH 8,0)
175u ™ (250mM Tris-HCI pH 8,0)
(25mM MgCly)
(50 mM B-Mercgptoethanadl)
175ul 1M HepespH 6,6
1 M Hepes-Puffer: 23,839 HEPES (1 M)
76,179 Wasser
2.1.4 Materialien
Agarplatten 12x 8 cm Nunc, Wiesbaden
Agarplatten 22x 22 cm Nunc, Wiesbaden

Autoradiographiefilm Hyperfilm-MP
Phosphascreen

Phospharscreen-K asstten
HybondN*-Membran, 12x 8 cm
Pal B-Membran, 12x 8 cm
Whatman 3MM -Papier
Mikrotiterplatte, 96er
Mikrotiterplatte, 384er
Mikrotiterplatte, 96er
Mikrotiterplatte, 384er
PCR-Mikrotiterplatte, 96er
PCR-Mikrotiterplatte, 384er
PCR-Purification-Kit

Falcon, 50ml und 15ml
Eppendafgefaie, 1,5ml und 2,0ml
Oligonucleotide

Omnitray-Schalen, 12x 8 cm
RNA-Clean

Whatman Glasfiberfilter

Whatman 3MM Papier

APBiotedh, Freiburg

Moleaular Dynamics, Sunnyvale CA, USA
Moleaular Dynamics, Sunniyvale CA, USA
Amersham-Pharmada-Biotech, Freiburg
Pall, Dreieich

Bender undHobein, Bruchsal

Genetix, Christchurch, UK

Genetix, Christchurch, UK

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Biozym, Hess Oldendaf

MJ Reseach, Watham MA, USA

Qiagen, Hilden

Bedon Dickinson, Heidelberg
Eppendaf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Interactiva, Ulm

Nunc, Wiesbaden

AGS, Heidelberg

Bender undHobein, Bruchsal

Bender undHobein, Bruchsal
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2.15 Gerateund Hilfsmittel

96-Proben-Gelmaske
Biomek 2000

Gelelektrophaesesystem RAGE

Heizblock

PCR-Platten Verschlul3Kebefolien
Phospha/Fluorolmager Storm 860

Photometer Ultrospec2000
Robaer "Biogridder"
Rotationsofen

Scintill ationzéhler LS1801
Sparc-V-Computer
Stratalinker 2400UV-Gerét
Thermocycler PTC-200
Thermomixer 5436
Vaauum Concentrator
Videosystem Geldoc 1000
Zentrifuge, Sorval RC2-B
Zentrifuge "Megafuge 1.0R"
Zentrifuge "Biofuge pico"

2.1.6 Software

AlS-Array Vision 4.0Rev 1.7
Matlab Version 5
Biogrid Version 1.32

MadgeBio Ltd, Nottingham, UK

Bedkman Coulter, Unterschleissheim-Lohhat
al-Biotech GmbH, Martinsried

Grant Instruments, Cambridge, UK

ABgene, Hamburg

APBiotech, Freiburg

APBiotech, Freiburg

BioRobatics, Cambridge, UK

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen

Bedkman Coulter, Unterschleissheim-Lohhot
Sun Microsystems, Langen

Stratagene, Heidelberg

MJ Reseach, Watham MA, USA
Eppendaf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Badhofer, Reutlingen

Biorad, Munchen

Duport Instruments, Bad Homburg

Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau

Imaging Reseach Inc., Toronto, Canada
The Math Works Inc., Natick, USA
BioRobatics, Cambridge, UK
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2.1.7 DiePflanze Arabidopsisthaliana

Fur die Versuche wurde Gewebe der Pflanze Arabidopsis thaliana verwendet. Arabidopsis

thaliana ist systematisch fol gendermal3en einzuordnen:

System: Eukaryota
Abteilung: Soermatophyta
Unterabteil ung: Magnoliophyta (Angiospermae)
Klass: Magnoliatae (Dicotyledoneae)
Unterklas=: Dilleniidae
Uberordnung: Violanae
Ordnung: Capparales

Familie: Brassicaceae (Cruciferae)

Gattung: Arabidopsis thaliana

2.1.8 cDNA-Bibliothek von Arabidopsis thaliana

Die im Rahmen deser Arbeit verwendete Resource aur Herstellung von DNA-Arrays war eine
cDNA-Bibliothek von Arabidopsis thaliana (siehe aich Kap. 1.3.2,Abb. 1.3. Diese cDNA-
Bibliothek bestand aus vier cDNA-Subhibliotheken mit insgesamt 13.800 cDNA-Klonen, de
freundicherweise von Herman Hofte, , Institut National de la Recherche Agriculture® (INRA,
Versaill es, Frankreich) und vanm ,, Arabidopsis Biological Resource Center” (ABRC, Ohio State
University, USA) zur Verfligung gestellt wurden.

Subbibliothek |Hersteller Typ. Klonnamen
VB/VC/VD |H. Hofte, INRA, Versaill es VBVAC11
APRL2 T. Newman, Michigan State University, Michigan 230N18T7
APRL1 Novagen, Madison, Wisconsin G11H12T7
AT-NHC N.H. Chua, Rockefell er University, New York E4F9T7

Tab.21: Herkunft der cDNA-Klon-Subbibliotheken mit typischen ID-Nummern. Die Namen der
Subhibliotheken wurden willkirlich gewahlt und stammen entweder vom Herkunftsort
(V = Versailles), vom Vektor (A = Vektorname, siehe auch Tab. 22) oder vom Herstell er
(AT-NHC = Arabidopsis thaliana — N.H. Chua).

Die Herstellung der cDNA-Bibliotheken erfolgte durch Anzucht von Arabidopsis thaliana-

Samlingen urter verschiedenen Bedingungen. Die aus verschiedenen Geweben isolierte mMRNA
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wurde in einer reversen Transkription in cDNA umgeschrieben, in den jewelli gen Vektor ligiert
undin E. coli-Bakterien transformiert (siehe auch Kap. 1.2.1,Héfte @ al. 1993,Newman et al.
1994). Die Lange der einklonierten cDNA-Fragmente im Vektor der E. coli-Klone variierte von
500 hs2.500Bp. Der Durchschnitt lag bei 1.000Bp.

Subbibliothek APRL2 APRL1 AT-NHC VB/VC/VD
Vektor AShlox-1 AZipLox1 pBluescript pHD-1
I nsertionsstelle Sa |- Not | EcoRlI - Hindll | EcoRI - EcoRl Notl - Notl

Tab. 22:  Die zu einer cDNA-Gesamtbibli othek zusammengesetzten Subbibliotheken mit dem jeweils

verwendeten Vektor und der Restriktionschnittstelle, in die das cDNA-Fragment einkloniert
wurde (Hofte @ al. 1993,Newman et al. 199).

Bel den cDNA-Klonen dieser Gesamtbibliothek handelte es sch um ansequenzierte EST-Klone
(meist mit T7-Primer), d.h.ein codierender Sequenzabschnitt ist bekannt undin der Datenbank
TIGR (Rockville, MD, USA) per Internetzugriff abrufbar (http://www.tigr.org/tdb/agi/). Damit
war es moglich, duch Sequenzvergleich einen nicht-redundanten Satz an cDNA-Klonen
zusammenzustellen. Jeder cDNA-Klon lag in einem eigenen Anzuchtvolumen von 200 pl,
separiert von den anderen cDNA-Klonen, va. Sie befanden sich in Mikrotiterplatten mit je 96
separaten Probenkammern, d.h. fur die Aufbewahrung dieser cDNA-Gesamtbibliothek waren
145Mikrotiterplatten im 96er-Format erforderlich.

2.2 Methoden

2.2.1  Anzucht und Replikation der cDNA-KIlon-Bibliothek

Die separate Anzucht der 13.800individuellen E. coli-Klone der cDNA-Bibliothek erfolgte
durch Animpfen der Klone in 2YT-F-Medium in 145Mikrotiterplatten im 96er-Format oder in
36 Mikrotiterplatten im 384er-Format. Dem Medium wurden 100ug/ml Ampicilli n zugesetzt, da
die E. coli-Klone @ne Ampicilli nresistenz als Selektionsmarker besal3en. Nach Animpfen des
Mediums wurden die Bakterienkulturen bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Nach erfolgreicher
Anzucht wurden die Mikrotiterplatten bei - 80 °C eingefroren (M aniatis et al. 1982.
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Zu Anfang befand sich de dNA-Bibliothek von Arabidopsis thaliana im 96er
Mikrotiterplatten-Format. Fir die Replikation der cDNA-Gesamtbibli othek sowohl von 96 als
auch von 384 in 384 Mikrotiterplatten kam der Robaer des Typs "Biogridder" (BioRobdtics,
Cambridge, UK) zum Einsatz (siehe Kap. 2.2.3.). Fir eine partielle Replikation der cDNA-
Bibliothek wurden manuell bedienbare Metallreplikatoren, jewells kompatibel zur benutzten
96er oder 384er Mikrotiterplatte, verwendet. Dabel wurden jeweils Nadeln mit einem

Durchmesser von 0,7mm eingesetzt.

2.2.2 PCR-Amplifikation von genomischen und cDNA-Sequenzen

Da die dDNA-Klon-Bibliothek aus verschiedenen Subhibliotheken besteht und jede mit einem
eigenen Vektorsystem erstellt wurde, erfolgte die PCR-Amplifikation in Abhangigkeit des
verwendeten Vektors mit verschiedenen Primerpaarkombinationen. Die Tabelle 2.2 zeigt eine
Ubersicht tiber die zu jeder Bibliothek bzw. jedem Vektor verwendoaren Primerpaare.

Subbibliothek APRL2 APRL1 AT-NHC VB/VC/VD
Vektor pShlox-1 pZL1 pBluescript pHD-1
I nsertionsstelle Sal | - Not | EcoRl - Hindll| EcoRl - EcoRl Notl - Notl
Primer paar EST for - rev EST for - rev EST for - rev
T7-SF6 T7-SP6 T7-T3 T7-T3
Sport5 - Sport3 HD1for - HD1rev
Tab. 23:  Diefir jede Subbibliothek verwendbaren Primerpaare zur PCR-Amplifikation der cDNA-
Inserts.

Die fur die PCR-Amplifikation der cDNA-Insertionen ndwendige Menge a Tag-DNA-
Polymerase konrte durch Indultion der Expresgon in einem rekombinanten E. coli-Klon, der
das pTag-Plasmid tragt, mit anschlief3ender Aufreinigung erhalten werden (siehe Kap. 2.2.21).

Die PCR-Amplifikation der cDNA-Insertionen aus dem Vektor der E. coli-Klone wurde im
Thermocycler PTC-200 (MJ Reseach) durchgefiihrt. Als Reaktionsgefal3e dienten 96er bzw.
384er-PCR-Platten (MJ Reseach) aus hitzebestandigem Polypropylen, de es erlaubten, 96 kzw.
384 PCR-Re&ktionen paralel durchzufuhren. Die PCR-Platten wurden fir die PCR-
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Amplifikation mit einer Klebefolie versiegdt, die sich anschlieffend wieder abziehen lief3. Die
Thermocycler waren mit einer Deckelheizung ausgestattet, so dal? auf eine Uberschichtung der
PCR-Ansédtze mit Minera 6l verzichtet werden konrte.

2221 Herstelung der Tag-DNA-Polymerase

Die Herstellung der Tag-DNA-Polymerase efolgte mit Hilfe a@nes E. coli-Klons mit pTag-
Plasmid, der das Tag-Gen tragt und urter der Kontroll e des Tag-Promoters exprimiert. 500 ml-
LB-Medium mit Ampicilli n (80 mg/l) wurden mit 250 pl einer Ubernadhtkultur dieses E. coli-
Klons angeimpft. Die Inkubation der Kultur erfolgte bei 37 °C mit 200Upm, bis bei einer ODgg
von 0.8nad ca. 11 Stunden duch Zugabe von IPTG mit 125mg/l die Indukion der Tag-DNA-
Polymerase-Synthese a@ngeleitet wurde. 12 Stunden nach der Indukiion wurden die Zellen duch
Zentrifugation (15 min, 4000Upm, 4 °C) abgeerntet undin 50 ml Puffer A (1 ml pro 10 ml
Kultur) gewaschen. Die Zellen wurden duch Zentrifugation (15 min, 4000 Upm, 4 C)
abgetrennt, in 25 ml Prélyse-Puffer resuspendiert und for 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubert. Nach Zugabe des Lyse-Puffer im gleichen Volumenverhdltnis lysierten de Zelen fur
eine Stunce bel 75 °C. Der Lyse-Mix wurde zentrifugiert (20 min, 10.000Upm, 4 °C) und s
klare Lysat in einen sauberen Erlenmeyerkolben tberfuhrt. Die Ausfallung der Tag-DNA-
Polymerase gelang durch langsame Zugabe von 15 g gemdrsertem Ammoniumsulfat-Pulver
(30 g pro 100ml Lysat) unter Ruhren bei Raumtemperatur und anschlief3ender Inkubetion kel
4 °C uber Nadt. Das Protein wurde zentrifugiert (20 min, 10.000Upm, 4 °C), in 10ml Puffer A
(2 ml pro 5ml Lysat) resuspendiert undfir 2 x 12 Stunden in Tag-Verdiinnungs-Puffer bel 4 °C
didysiert. Das diaysierte und aufgereinigte Protein wurde im gleichen Volumen Tag-

Verdinnungs-Puffer aufgenommen und & - 70 °C gelagert (Pluthero 1993).
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2.2.2.2 PCR-Amplifikation in 96er Mikrotiterplatten

Die PCR-Amplifikation in 96er-Mikrotiterplatten wurde mit je 100 pl Reaktionsvolumen

durchgefiihrt. Die folgenden Tabellen geben de Nucleotidsequenz der verwendeten Primer und

die Zusammensetzung der PCR-Ansétze an.

Primer Nucleotidsequenz
1. SF-FW ATT TAG GTGACA CTATAG
1. T3-FW AAT TAA CCC TCA CTA AAG
2. TT-RV TAA TACGACTCA CTATAG
Tab. 24:  Nukleotidsequenz der Primer fur die 96er-PCR.

Reagenzien Konz. | Vol.-Einheit | 1 x100pl | 100 x 100pl | Endkonz.
ddH,0 pl 804 8040 -
d(A,G,C,T)TP-Mix je25mM ul 0,8 80 0,2 mM
10x PCR-Puffer | 10x ul 10 1000 1x
MgCl, 37,5 mM ul 6 600 2,25mM
Tag-DNA-Polymerase 1 U/l pl 2 200 -
Primer 1 100uM ul 04 40 0,4 uM
Primer 2 100uM ul 04 40 0,4 uM

Gesamtvolumen ul 100 10000

Tab. 25:

Zusammensetzung der 100l PCR-Ansétze fur 96er Mikrotiterplatten

Jeder 100 ul PCR-Ansatz wurde mit 0,2 pl der jeweiligen E. coli-cDNA-Klon-Kultur angeimpft.

Das dabel verwendete PCR-Programm zeigt die folgende Tabell e:

96er M TP: SP6-T7 Primerpaar
Schritt |Reé&ktionsbedingungen

1 94°C 04:00 min Denaturierung
2 94°C 00:30 min Denaturierung
3 51°C 00:45min Anlagerung
4 72°C 0200 min Verlangerung
5 Schritt 2-4, 36 mal wdh. Temperaturzyklen
6 72°C 10:00 min
7 4°C 10:00 min
8 Ende Dedeltemperatur konstant 105°C

Tab. 26:

Temperaturzyklen fir PCRin 9%er Mikrotiterplatten fir SP6/T3-T7 Primerpaa

Nadh erfolgreicher PCR-Amplifikation wurden de 100 pl PCR-Produkt aus den 96er Mikro-

titerplatten mit Hilfe des Robaer Biomek 2000 (Beckman), der freundicherweise vom
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Resourcenzentrum des Deutschen Humanen Genomprojektes (RZPD) zur Verfigung gestellt

wurde, in 384 Mikrotiterplatten transferiert.

2.2.2.3 PCR-Amplifikation in 384er Mikrotiterplatten

Die PCR-Amplifikation in 384r-Mikrotiterplatten wurde mit je 25 pl Reaktionsvolumen

durchgefuihrt. Die folgenden Tabellen geben de Nucleotidsequenz der verwendeten Primer und

die Zusammensetzung der PCR-Ansétze an.
Primer Nucleotidsequenz
1. EST-FW CCCAGT CACGACGTT GTAAAA CG
2.EST-RV AGC GGA TAA CAATTT CACACA GG
Tab. 2.7:  Nucleotidsequenz der Primer flr die 384er-PCR.

Reagenzien Konz. | Vol.-Einheit 1 x25pl 400 x 25l | Endkonz.
ddH,O ul 152 6080 -
d(A,G,C,T)TP-Mix je25mMm ul 0,2 80 0,2mM
10x PCR-Puffer | 10x ul 25 1000 1x
MgCl, 37.5 mM ul 15 600 2,25mM
Glycerin 995 % pl 5 2000 10%
Tag-DNA-Polymerase 1 U/l pl 04 160 -
Primer 1 100puM ul 0,1 40 0,4 uM
Primer 2 100puM ul 01 40 0,4 uM

Gesamtvolumen ul 25 10000

Tab. 28:

Zusammensetzung der 25 pl PCR-Ansétze fur 384er Mikrotiterplatten.

Jeder 25 pl PCR-Ansatz wurde mit 0,2 ul der jeweili gen E. coli-cDNA-Klon-Kultur angeimpft.

Das dabel verwendete PCR-Programm zeigt die folgende Tabell e:

384er M TP: EST-Primer paar

Schritt

1

O~NO O WN

Red&ktionsbedingungen
92°C 03:00min
92°C 00:20 min
60°C 00:45min
72°C 0200 min

Schritt 2-4, 36 mal wdh.
72°C 10:00 min
4°C 10:00 min
Ende

Dedeltemperatur konstant 85 °C

Denaturierung
Denaturierung
Anlagerung
Verléngerung
Temperaturzyklen

Tab. 29:

Temperaturzyklen fir PCRin 384er Mikrotiterplatten flr das EST-Primerpaa.

58



Marcd Scheideler Material und Methoden

2.2.2.4 PCR-Amplifikation heterologer Kontrollsequenzen

Die PCR-Amplifikation der heterologen Kontroll sequenzen erfolgte von genomischer DNA der
Hefe Saccharomyces cerevisiae mit Hilfe ORF-spezifischer Primer und voncDNA des a- und 3-
Globins des Kaninchens (Life Techndogies, Karlsruhe). Die PCR-Amplifikation wurde in 96er-
Mikrotiterplatten mit je 100 pl Reaktionsvolumen duchgefuhrt. Die folgenden Tabellen zeigen

die Nucleotidsequenz der verwendeten Primer und de Zusammensetzung der PCR-Ansdtze.

Primer

Nucleotidsequenz

a-globin (rabbit) SP6
a-globin (rabbit) T7

ATT TAGGTGACA CTA TAG-TCT CCCGCT GAC AAG ACCAA
TAA TACGAC TCA CTA TAG - AGC AGG CAG TGG GACAGGA

B-globin (rabbit)_SP6
B-globin (rabbit) T7

ATT TAG GTG ACA CTA TAG - GTG GGG CAA GGT GAA TGT G
TAA TACGAC TCA CTA TAG - TAG CCA GAA GTCAGA TGC TCA AG

YGRO5W (yeast_B4) SP6
YGRO5W (yeast_B4) T7

ATT TAG GTG ACA CTATAG- AAGTCA AAA GGG AGT CGG TTG
TAA TACGACTCA CTATAG-CTACCT TTT GAT GTGAACGTT TACT

YHRO66W (yeast_B5)_SP6
YHRO66W (yeast_B5) T7

ATT TAG GTG ACA CTA TAG - GCCAAG AGA AGA CAA AAG AAA A
TAATACGACTCA CTATAG-TTATTCGACCTCACT AAATAAGTCAC

YHR139C (yeast_B6)_SP6
YHR139C (yeast B6) T7

ATTTAGGTGACA CTATAG-AAATTCACATCAGTGCTAGCAT
TAATACGACTCACTATAG-TTATTGTTG ACT AACAGG GAA GATTT

YJL170C (yeast_B10)_SP6
YJL170C (yeast B10) T7

ATT TAG GTG ACA CTA TAG- AAAAAA TACTGT TGC CAA TGC AA
TAA TACGACTCA CTATAG-CTAACG CCTTTTCTT ACATAGGAG A

YJRO53W (yeast_B11) SP6
YJRO53W (yeast B11) T7

ATTTAGGTGACA CTATAG-TCAATT AGGCCTCTCACGTTAA
TAATACGACTCA CTATAG-CTAATCTTT TGT CGA ATT GAT TACCA

YJR094C (yeast_C2)_SP6
YJR094C (yeast_C2) T7

ATT TAG GTG ACA CTA TAG - CAA GCG GAT ATG CAT GGA AAA

TAA TACGAC TCA CTATAG-TTA AGA ATA GGT TTT ACT AAACTT GTAG

YNL204C (yeast_C9) SP6
YNL204C (yeast C9) T7

ATTTAGGTGACA CTATAG-CGT TTGTTT GAA AAT AGT AAA GAT
TAA TACGAC TCA CTATAG-CTA ATT GAATTC TGG AGG GAG AAT G

Tab. 2.10:  Nucleotidsequenz der Primer fur die heterologen Kontrollsequenzen.

Die Zusammensetzung der 100 pl PCR-Ansdze fur die PCR-Amplifikation heterologer
Kontroll sequenzen erfolgte gemald der Tabelle 2.5. Jeder 100 pl PCR-Ansatz wurde mit 10 rg
DNA angeimpft. Das dabei verwendete PCR-Programm zeigt die folgende Tabell e

96er M TP: Primer paar e heterologer Kontrollsequenzen
Schritt |Reé&ktionsbedingungen
1 95°C 03:00 min Denaturierung
2 95°C 02:00 min Denaturierung
3 50°C 00:50 min Anlagerung
4 72°C 03:30min Verlangerung
5 Schritt 2-4, 34 mal wdh. Temperaturzyklen
6 72°C 10:00 min
7 4°C 10:00 min
8 Ende Dedkeltemperatur konstant 105°C

Tab. 2.11: Temperaturzyklen fur PCR-Amplifikation der heterologen Kontroll sequenzen.
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2.2.2.5 Nachwesder PCR-Produkte mittels Gelektrophorese

Fur den Nachweis der PCR-Produkte wurde die Gelelektrophaese engesetzt. Dabel kam das
Diagonal-Gel el ektrophaesesystem (MadgeBio Ltd., Nottingham, UK) zum Einsatz, das mit 96
Proben pro Gel der Grée 8 x 12 cm einen holen Probendurchsatz gewahrleistete. Als Gelmatrix
diente Agarose in einer Konzentration von 1,5%. Vom 100yl PCR-Ansatz wurden je 5 ul abge-
nommen, mit je 3 yl Gelladepuffer gemischt und in die Geltasche pipettiert. Die Auftrennung
erfolgte in Ix TAE-Puffer pH 8,2 kei 8 V/cm fur 45 Minuten. Der Nachweis der PCR-Produkte
wurde Uber die Anférbungin einem Farbebad mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid erbracht. Weiterhin kam das Gelelektrophaesesystem RAGE (Rapid Agarose
Gel Eledrophaesis) von al-Biotech GmbH (Minchen) zum Einsatz, um sowohl geringere
Mengen an PCR-Produkt fir den Nadweis einzusetzen als auch de Nadweisprozedur zu
beschleunigen. Hierzu wurden 2 pl eines 25 pl PCR-Ansatzes verwendet, um ein PCR-Produkt
in Form einer schafen und gut sichtbaren Bande nachzuweisen. Be  diesem
Gelelektrophaesesystem konrte ebenfalls ein Durchsatz bis zu 96 Proben pro Gel erreicht
werden. Dabei erfolgte die Auftrennung in 1x TAE-Puffer pH 8,2 kei 20 V/cm fir 12 Minuten.

2.2.3  Produktion genomischer Arabidopsis-Arrays

2.2.3.1 Der Roboter "Biogridder”

Zum punktgenauen Auftragen der PCR-Produlte in einem Raster hoher Dichte ds auch zum
Replizieren der cDNA-Bibliothek wurde der Robaer "Biogridder" (BioRobaics Ltd.,
Cambridge, UK) verwendet (siehe Abb. 2.). Dieser Robater arbeitet beim Probentransfer nach
dem Nadelkopfprinzip mit 96er und 384r Nadelkdpfen, de zu den jewelli gen Mikrotiterplatten
kompatibel sind. Fir den Transfer der PCR-Proben aus 96er Mikrotiterplatten wurden
Nadelkopfe mit 0,7 mm Nadeldicke undfir PCR-Proben aus 384er Mikrotiterplatten Nadelkopfe
mit einem Nadeldurchmesser von 0,4mm verwendet. Die minimale Schrittgrof3e der Motoren
betrug 200 um. Die zum Spotten der PCR-Produke notwendigen Einstellungen fur die
Probenquelle (Art des Probenmaterias, Mikrotiterplattenformat und Hersteller, Konsistenz des
Inhalts, Fullhéhe und verwendeter Nadelkopf), die Membranen (Anzahl, Grof3e, Spotdichte,
Raster, Transferwiederholungen, Hoéhe der Membran) als auch die Wasch- und Trockenzeiten fur
den Nadelkopf sindin der Abbildung 2.2wiein der Software "Biogrid" angewahlt dargestellt.
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Abb.2.2  A) Robder "Biogridder" mit Steuerungseinheit der Firma BioRobotics, Cambridge UK fir
die Herstellung von DNA-Arrays. B) Nadelkopf Ubertrégt 384 Proben paralel auf einen
festen Trager. C) Druckkopf des Roboters mit 384 Nadeln fiir den Probentransfer.

Uarsion 1.32

GRIDDING [J REFLICATING [
Source Plate Destination

E-coli @ veast @ DNA Mumber of Filters
96 well @ 384 well [ Filter 22cn square @ 8x12 cn [
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Humber of plates Spotting Densitu
Start at [ Multiple strike 2000 pwell O] =
Control plate Double offset [
Renowe lids one at a time Agar height III o0

Mediun O Agar O User program offsets [

Agar Height [&0] Hash

Dunk [0 Higale W Of fsetd
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Hash 1 time [0 HMHash 2 tine a0

Tool : 96 pin O 2g4 pin [ Druer time [4 |

Bar code read B consecutive B Hash after everu plate [ spot @

Hew Ualue:

Copyright BioRobotics Ltd 1999

Abb. 2.2  Software BioGrid fir die Herstellung von DNA-Arrays auf Polymermembranen mit dem
Robaer , Biogridder“. Definiert wurde das Format der Quellplatten mit den PCR-Produkten,
das Format des Arrays als auch die Waschschritte fir den Nadelkopf.
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2.2.3.2 Spotraster und Orientierung im genomischen Arabidopsis-Array

Das Spaotmuster ist durch ein Raster mit zwei Ebenen definiert. Die aste Ebene bestimmt das
Spotmuster innerhalb der Quadranten, fir die @n 4x 4 -Muster gewahlt wurde, bei dem auf einer
Kantenlange von 4,5mm 4 Spats lagen. Die mit dem Biogridder typischerweise produwzierten
Spots hatten einen Durchmesser von ca. 0,7 mm. Damit war ein ausreichender Abstand vonSpot
zu Spot gewahrleistet, um jeden Spot eindeutig von seinen Nadhbarspots abzugrenzen. Innerhalb
dieses 4 x 4 -Musters wurde jedes PCR-Produk im Duplikat as Primér- und Sekundérspot
aufgebracht, um bei der Signalauswertung Artefakte auszuschlief3en. Die zweite Ebene definiert
die Position des Quadranten, in dem sich das Signal befindet, undist analog zu einer 384er
Mikrotiterplatte numeriert (A, B, ...,Pund 1, 2, ..., 2 Dieses Raster mit zwei Ebeneniist in der
Abbildung 2.3 schematisch dargestellt.

=

g0 2 E2 -0 R o4 - I oldlm Y aw

Abb. 2.3  Spoatraster mit zwel Ebenen: die erste Ebene beschreibt die Position des Signals innerhalb
des Quadranten und definiert gleichzetig die PCR-Platte, aus der das PCR-Prodikt an
dieser Position kommt, wéahrend die zweite Ebene die Position des Quadranten innerhalb
des Feldes definiert; daraus ergibt sich in diesem Beispid fiir das Signal das PCR-Produkt
aus PCR-Platte 2 in der Position F12.

Die aste Ebene bezeichnet gleichzeitig die PCR-Mikrotiterplatte, aus der das entsprechende
PCR-Produkt an deser Stelle ssammt Die zweite Ebene zeigt die Position an, in der sich das
PCR-Produkt in der PCR-Mikrotiterplatte befindet.
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Damit konrten in desem Raster hoher Dichte insgesamt 6.144 Spats bzw. 3.072PCR-Produke
untergebracht werden. Da insgesamt 13.800PCR-Produl¢e in ein Array passen sollten, wurden
funf Felder dieser Art prodwziert. Dies entspricht einer Kapazitét von 30.720Spots bzw. 15.360
mogli chen Positionen fir PCR-Proben, de im Duplikat aufgebracht werden. Die Abbildung 2.4

zeigt die Orientierung im genomischen Arabidopsis-Array.

1.FELD 2. PLATTE

Arabidopsis-Array Spotraster: 1. Ebene
: r Feld 1 Feld 2
. . 2 5 2 9 12 9 10
1 1 3 6 4 8 13 11
6 7 5 13 14 10 12
14 '3 7 8 11 14

. q

2 : Feld 3 Feld 4 Feld 5

16 19 16 17 23 23 24 30 34 30 31
15 18 20 22 25 27 26 29 32 35 33
20 21 17 19 27 28 24 35 36 31 34
15 18 21 22 26 25 28 29 33 32 36

3 l
: 3. QUADRANT
\_/ Spotraster: 2. Ebene

4
A
B
5
. D
E

FELD PLATTE  QUADRANT

1 2 c21

Abb. 2.4  Orientierung und Positionierung der Spots im Raster des genomischen Arabidopsis-Array.
1.Feld:  definiert das Feld, indem sich das Spotduplikat befindet.
2. Platte:  bestimmt die Position und Orientierung der gespotteten PCR-Platten im 384er-
Format.
3. Quadrant: definiert die Position des individuellen PCR-Prodikts innerhalb der PCR-Platte.
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2.2.3.3 Herstelung von DNA-Arrays auf Nylonmembranen

Fur die Herstellung der DNA-Arrays auf Nylon wurden Biodyne B Membranen der Firma Pall
eingesetzt. Dazu kamen Omnitray-Schalen mit einer Auflageflache von 13 x 8 cm as
robaerkompatible Membrantrager zum Einsatz. Diese wurden mit mehreren Lagen 3VIM
Whatman Papier, die zuvor in Denaturierungspuffer getrankt worden waren, luftblasenfrel
ausgelegt. Die Nylonmembranen wurden fir mindestens 20 Minuten in Denaturierungspuffer
aquili briert und in den vorbereiteten Omnitray-Schalen exakt redhtwinklig positioniert. Die
Membran liefd man soweit antrocknen, his die Oberflade tropffrei war und einen matten Glanz
erhielt. Die zu spattenden, PCR-Produkt enthaltenden Mikrotiterplatten wurden aufgetaut und
abzentrifugiert (2 min, 1000 Upm, RT). Der Robaer fur die Herstellung der DNA-Arrays
"Biogridder" wurde mit den mit Membranen beladenen Omnitray-Schalen und a@n aufgetauten
PCR-Mikrotiterplatten bestiickt, die Spot-Parameter eingestellt (sehe 2.2.3.) und de
Herstellung der DNA-Arrays gestartet. AnschliefRend reutraisierten de Membranen auf mit
Neutrali sierungspuffer getranktem 3MM Whatman Papier undtrockneten tber Nadt.

2.2.34 Hestellung von DNA-Arrays auf Polypropylenmembranen

Zur Herstellung der DNA-Arrays auf Polypropylen denten Membranen der GrofRe 13 x 8 cm,
die mit einem Linkersystem mit Dendrimerstruktur mit funktionellen Aminogruppen analog zu
Beier und Hoheisal (1999) versehen waren.

Die derivatisierten Polypropylenmembranen wurden fir 5 Minuten in 50ml 1,2 Dichlorethan, 22
pl N-Methylimidazol (NMI) und mit einer Endkorezentration von 7,2mM N-(3-Dimethyl-
aminopropyl)-N"-ethyl-carbodimid (EDC) als wasserbindendem Substrat in Omnitray-Schalen
bei Raumtemperatur inkubert.

Nacd Abgieflsen der Aktivierungsldsung wurde die Herstellung der DNA-Arrays am Biogridder
mit den Parametern gemal Kapitel 2.2.3.1 duchgefiihrt. Nach dem Spotten trockneten de
Polypropylenmembranen zwel Stunden lang bei 65 °C.
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2.2.3.5 DNA-Fixierung auf Membranen

Um die hergestellten DNA-Arrays moglichst haufig wiederverwenden zu konren, wurde die
DNA an der Membran zusétzlich fixiert. Hierzu wurden de verschiedenen Membrantypen auf
80 °C fur 30 bs 120 Minuten erhitzt und einer UV-Bestrahlung bel A = 254 rm von 0,01 s
0,12Jcm? mit Hilfe des UV Crosdinker Stratalinker 2400 (Stratagene) ausgesetzt.

2.2.3.6 Bestimmung der Menge an membrangebundenem PCR-Produkt

Fur die Bestimmung der Menge an membrangeburndener DNA wurde en DNA-Array
hergestellt, der 6 PCR-Produke (A bis F) enthielt. Diese PCR-Produlkte hatten folgende
Konzentrationen, wie sie tiblicherweise bel der in Kapitel 2.2.2 verwendeten PCR-Amplifikation
auftraten:

PCR-Produkt Konzentration PCR-Produkt Konzentration
A 1,6 ug/100 pl D 0,8 ug/100 pl
B 1,4 ng/100 pl E 1,8 pg/100 pl
C 0,8 ng/100 pl F 1,0 pg/100 pul

Tab. 2.12: Konzentration der verwendeten PCR-Produkte fir die DNA-Array-Herstellung zur
Bestimmung der Menge an membrangebundenem PCR-Produkt.

Diese PCR-Produkte wurden zum einen mittels Pipette in drei bekannten Volumina aufgetragen,
zum anderen mit dem Robaer in drei noch zu ermittelnden Volumina. Dabei wurden drel
verschiedene Pinduchmesser, die zur Verfigung standen, gewdhlt und der Volumentransfer
durch 0 ks 19 Transferwiederholungen auf den gleichen Spat variiert. Die dabel verwendeten
Parameter sindin Tab 2.13wiedergegeben.
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Spotherstellung Roboter Pipette

Spotspalte 1 2 3 4 5 6
Pindurchmesser 2mm | 0,7 mm| 0,4 mm - - -
Spotvolumen ? ? ? 1pl 0,5 ul 0,25 pl
Volumentransfer | 1x 10x 20 x 1x 1x 1x

Tab. 2.13: Parameter zur Herstellung des DNA-Arrays fur die Bestimmung des Spotvolumens und
damit der Menge an gespottetem PCR-Prodikt. Mit der Pipette wurden die sechs PCR-
Produkte in definierten Spotvolumina aufgetragen, um bei den verwendeten Nadelkdpfen
unterschiedlicher Pingrée die Ubertragenen Spaltvolumina zu bestimmen.

Eine Hybridisierung mit dem **P-markierten Oligonucleotid T7 (siehe Kapitel 2.2.9 madhte die
Spots schtbar. Die hintergrundkarigierten Signalintensitéten (siehe Kapitel 2.2.1Q der mit
Pipette hergestellten Spots wurden zur Erstellung einer Eichgeraden verwendet. Fir die
Auswertung wurden ale 6 PCR-Produlte separat behandelt, d.h.fir jedes PCR-Produk wurde
eine agene Eichgerade aifgestellt. An diesen Eichgeraden konrten Uber die Signalintensitdten
der Ubrigen Spots die Spatvolumina emittelt werden. Mit dem gespatteten Volumen konrte tGber
die Konzentration der PCR-Produktlésung somit die Menge an gespottetem PCR-Produkt in

Abhangigkeit von dem gewahlten Pindurchmesser unddem Volumentransfer ermittelt werden.

Bekanntes Spotvolumen Transfervolumenbestimmung
1pl 0.5 pl 0.25ul 2mm  0.7mm 0.4 mm
e &0 &0 B O
180000 180000
—_ & Pipettenspot —Linear (Pipettenspot) —_ o Pipettenspot —Linear (Pipettenspot)
O 150000 p O 150000 4
[a) % a] -
E - - E ,/'//
;E‘ 120000 ///// E 120000 4 - -
= - = —
c 90000 - c 90000 4 -
g //l g g //V'/
= 60000 _ = 60000 - -
© // © s
; 30000 //’// ; 30000
n s n -
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Spotvolumen [ul] Spotvolumen [pl]
Abb. 2.5 Bestimmung des Transfervolumens der verschiedenen Pingréfen Uber eine Eichgerade, die

mit den Spots bekannter Volumina erstellt wurde.
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224  Herstellung von Northern Blots

Fur die Herstellung eines Northern Blot wurden alle verwendeten Gerdte wie Gelkammer,
Schlitten und Kamm, die mit dem RNA-haltigen Gel in Berihrung kommen und ncht einem
mehrstiindgem Backen bel 150 C unterzogen werden konrten, mit 0,5 % SDS gereinigt und
mit DEPC-behandeltem Wasser sowie mit Ethand gut gespiit. Danach wurden sie fir
10 Minuten in 3% H,0, inkubiert und mit DEPC-behandeltem Wasser gut gespllt.

Ein Formadehyd-Gel wurde aus 2,1 g Agarose (1,4 %), 120 ml Wasser, 15 ml 10x MOPS
Puffer und 15ml 37%-iger Formaldehydldsung gegossen. 15 pug tota RNA wurden mit 2 pg
RNA-Gelladepuffer versetzt, 5 Minuten bei 65 °C denaturiert und auf Eis gestellt. Die
Groéenauftrennung erfolgte in vargekiihitem 1x MOPSPuffer mit 6 V/cm 5 Stunden lang bei
4 °C.

Fur den Northern Blot lag das Formaldehyd-Gel |uftblasenfrei auf mehreren Lagen 3VIM-
Whatman Papier, deren Enden Uber einen Block in 10 x SSC als Laufpuffer eintauchten. Auf
weitere Lagen 3MM-Whatman Papier folgte @n Stapel Papiertiicher, der fir eine verbesserte
Kapill arwirkung mit einer Glasplatte bedeckt und keschwert wurde. Dieser Blot wurde Uber
Nadt durchgefihrt. Danach wurde die Membran kurz in 5x SSC gewaschen, getrocknet und de
RNA mittels UV-Bestrahlung (0,12 pJ/cm?) kovalent an die Membran gebunden.

2.2.5 Herstelung neuer Vektorkonstrukte fir die

in vitro Transkription

2.25.1 Herstelung des doppelstrangigen DNA -Fragments poly (A-T)so

Die Herstellung des doppelstrangigen DNA-Fragments poy (A-T)sp gelang mittels
Hybridiserung zweier komplementdrer, von der Firma Interadiva synthetisierter
Oligonucleotide zu einem Doppelstrang (siehe Abb. 2.§. Hierzu wurden in einem 100 pl-Ansatz
20 pl Oligomer AATTC-(A)sg-A (100 uM), 20 pl Oligomer AGCTT-(T)s50-G (100uM), 27 pl
MgCl, (37,5mM), 2,5ul TrissHCI (1 M, pH 8,2) und 30,5ul Wasser 30 Minuten auf 95 °C
erhitzt undin einer Thermobax Uber Nadt langsam auf Raumtemperatur abgekuhit.
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Abb. 2.6 Doppelstrangiges DNA-Fragment poly (A-T)so mit 5" -liberhéngenden Enden, passend fur die
Ligation an die EcoRI- und Hindlll- Restriktionsschnittstellen des Vektors pBluescript 11

K+,

2.25.2 Heterologe Sequenzen zum Genom von Arabidopsisthaliana

Fur die in vitro Transkription wurden Sequenzen gebraucht, die orthogonal zum Genom von

Arabidopsis thaliana sind. Dazu wurde zum einen de mRNA von a- und B-Globin des

Kaninchens (Life Techndogies, Karlsruhe) eingesetzt. Zum anderen wurde im Genom der Hefe

Saccharomyces cerevisiae nach Genen gesucht, die keine homologe Sequenz in Arabidopsis
haben sollten. Hierzu wurde unter den Stichworten "Sporulation” und "Mating" in der MIPS
Hefe-Datenbank ("Munich Information Center for Protein Sequences”, Minchen/Martinsried)

nadh Genen gesucht. Diese wurden mit Primern, de spezifisch fir das offene Leseraster der

Hefegene waren, aus genomischer Hefe-DNA mittels PCR amplifiziert (siehe Kap. 2.2.2.3.

Diese PCR-Produlkte wurden neben genomischer Arabidopsis- und Hefe-DNA gespottet und mit

genomischer Arabidopsis-DNA, die mittels Random Hexamer Priming mit 3P markiert worden

war, hybridisiert. Die Sequenzen, de spéter eine Verwendung als externe Kontrollen fanden,
sindin der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Nr Genname Funktion PCR-Produktlange
1 rabbit a-globin 311bp
2 rabbit B-globin 471bp
3 |YGRO59N B4 | sporulation-specific septin 1539 bp
4 |YHRO66N| BS5 protein with patential in mating 1362 bp
5 | YHR13C B6 sporulation specific protein involved in spore wall formation 981bp
6 |YyJi7oc B10 protein expressed only in cells of mating type a 552bp
7 |YJRO53W| B11 protein involved in efficiency of mating 1725 bp
8 | YJrRO94C c2 transcription fador required for sporulation 1083 bp
9 | YNL204C c9 sporulation specific zinc finger protein involved in sporulation activation 903 bp

Tab. 2.14:  Kontrollsequenzen: zu Arabidopsis thaliana heterologe Sequenzen fir eine vom zu
untersuchenden Organismus unabhéngige Normalisierung beim Vergleich komplexer
Transkriptionsprofile.
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2.25.3 Restriktionsverdau

Fur die Linearisierung des Vektors pBluescript 11 SK+ wurde én Restriktionsverdau mit den
Restriktionsendonicleasen EcoRIl und Hindlll angesetzt. Dabei wurden 50 pg pBluescript |1
K+ in 240l Was=er und 30pl Puffer R (Hochsalzpuffer, MBI Fermentas) mit 15 pl EcoRl
(10 U/ pl, MBI Fermentas) und 15ul Hindll1 (10 U/ pl, MBI Fermentas) vier Stunden lang bel
37 °C hydrolysiert. 20 minitiges Erhitzen auf 65 °C inaktivierte die Restriktionsendonucleasen.
Fur die Prgparation des modifizierten Vektors pBluescript 1l SK+, der das pdy (A-T)se
Fragment trug, sowie der in desen Vektor zu Klonierenden PCR-Produkte von Genen der Hefe
Saccharomyces cerevisiae wurde @n Restriktionsverdau mit EcoRl und BamHI durchgefuirt.
Hierzu wurden 40ug DNA in 238,5ul Wasser, 30ul EcoRI-Puffer (MBI, Fermentas) und 1,5ul
BSA (20 mg/ml) mit 15 pl EcoRI (10 U/ul) und 15ul BamHI (10 U/ul) 4 Stunden lang bei
37 °C hydrolysiert.

Die neu erstellten Vektorkonstrukte, bei denen in pBluescript 1| SK+ das paly (A-T)se-Fragment
und jeweils ein PCR-Prodult eines Gens der Hefe Saccharomyces cerevisiae inseriert war,
wurden mit der Restriktionsendonuclease Hindll | linearisiert, wodurch gleichzeitig das Ende des
zu transkribierenden Stiicks fr die spétere in vitro Transkription festgelegt wurde, die mit diesen
Konstrukten durchgefiihrt wurde (siehe 2.2.5.7. Hierzu wurden 10 ug DNA in 43,5ul Wasser
mit 5 pl Puffer R, 0,5ul BSA (10 mg/ml) und 1l Hindlll (10 U/ul) 2 Stunden lang bel 37 °C

verdaut.

Je @n Aliquat von 5ul dieser Restriktionsansétze wurde mit 5 pl Gell adepuffer versetzt und auf
ein 0,8 %-iges Agarosegel in Ix TAE-Puffer aufgetragen und fir eine Stunde mit 6 V/cm
aufgetrennt. Die Farbung der DNA erfolgte 10 Minuten lang in Ethidiumbromid-Lésung.

Die Aufreinigung nach dem Restriktionsverdau des Vektors mit EcoRI/Hindlll als auch von
Vektor und PCR-Produkten mit EcoRI/BamHI erfolgte jeweil s mit dem "PCR Purificaion Kit"
der Firma Qiagen (Hilden). Hierzu wurden 100 pul DNA-Préparation (10 pg) mit 10 pl
Natriumaceat (3 M, pH 5,0) und 500ul PB-Puffer versetzt, auf eine Trennsaule aufgetragen und
zentrifugiert (60 s, 13.000Upm, RT). Es wurde mit 750 pl PE-Puffer gewaschen undzweimal
zentrifugiert (60's, 13.000Upm, RT). Nach Uberfiihrung der Saule in ein neues Eppendorfgefal
wurde die DNA mit 2 x 30 pl Tris-HCI (10 mM, pH 8,5) resuspendiert und duch Zentrifugation
(60s, 13.000Upm, RT) eluiert.
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2.25.4 Dephosphorylierung

Der jewells aus dem Doppelrestriktionsverdau mit EcoRI/Hindlll und EcoRI/BamHI erhaltene
Vektor wurde mit alkali scher Phosphatase dephaspharyliert. Dazu wurden jeweil s 50 ug DNA in
300 pl Wasser mit 30 pl CIP-Puffer (10x) und 1l akalischer Phosphatase (1 U/ul) versetzt
und eine Stunce lang bel 37 °C inkuliert. Ein 10 mindtiges Erhitzen auf 75 °C beendete die
Re&ktion. Zur voll stdndigen Inaktivierung der Phosphatase wurden je 8,25ul EDTA (0,5M, pH
8,0), SDS (20 %) und Proteinase K (2 mg/ml) zugegeben und 30Minuten lang bei 56 °C
inkubiert. Nach Extraktion mit gleichen Volumina von Phend (300pl) und Chloroform/
Isoamylalkohd (24:1, 300ul) wurde die DNA mit 2 Volumina Ethand (600ul) und 0,1
Volumen Natriumacetat (3 M, pH 5,3, 30 pl) versetzt, fir 15 Minuten auf Eis gefdlt,
zentrifugiert (10 min, 12.00@, RT) undin 500ul TE-Puffer aufgenommen.

2255 Ligation

Zum einen wurde das doppelstrangige DNA-Fragment poy (A-T)so in die EcoRI-HindllI-
Schnittstelle, zum anderen de PCR-Produkie von Genen der Hefe Saccharomyces cerevisiae in
die EcoRI-BamHI-Schnittstell e des VVektors pBluescript |1 SK+ ligiert. Hierzu wurden jeweilsim
Verhdtnis 3:1 1,5ul DNA-Fragment (150fmol) und 1pl Vektor (50 fmol) mit 6 pl Wasser, 1 pl
T4-DNA-Ligase-Puffer (10x), 0,5pul T4-DNA-Ligase (200 U) Uiber Nacht bel 16 °C ligiert. Bel
der Ligation vonPCR-Produkten von Genen der Hefe Saccharomyces cerevisiae in de EcoRI-
BamHI-Schnittstell e des Vektors pBluescript 11 SK+ wurden das zu ligierende Fragment und der
Vektor im gleichen Verhdltnis eingesetzt undwie oben beschrieben verfahren.

2.25.6 Transformation

Jeweils 1 pl Ligationsansatz wurden zu 40 pl frisch aufgetauten, elektroparationskompetenten
Zellen (XL1-Blue der Firma Stratagene, Heidelberg) in einer vorgekiihlten Elektroparations-
kivette gegeben und eine Minute lang auf Eis inkubert. Die Elektropaation wurde mit 14
kV/cm durchgefuhrt und der Elektroparationsansatz sofort mit 1 ml 2Y T-Medium gemischt, 45
Minuten bei 37 °C in Eppendafgefal inkubiert und auf 2YT-Platten (50 pg/ml Ampicilli n)
ausgestrichen, de mit 40 ul X-Gal (2 %) und 4pul IPTG (20 %) vorbehandelt waren. Die Platten
inkuberten bel 37 °C 12 bis 20 Stunden lang, bis die Bakterienkolonien eine Grofevonca 1- 2
mm erreicht hatten undeine Blau/wei3-Selektion durchgefihrt werden konrte.
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2.25.7 Plasmidpraparation

Die transformierten E. coli-Klone wurden in 2 ml 2Y T-A-Medium tbergeimpft und Uker Nadht
bei 37 °C inkuhert. Die Zellen erhielt man duch Zentrifugation (30 s, 4.000Upm, RT). Der
Uberstand wurde bis auf 100 pl verworfen und ds Pellet mit dem Restiiberstand im
Thermoschiittler gevortext (10 min, 1400Upm, RT). Nach Zugabe von 300 pul Puffer 1 mit
Vortexen fir 5 Sekunden sowie 150 ul Puffer 2 mit 5 Sekunden Vortexen wurde der Ansatz
zweimal invertiert und zentrifugiert (10 min, 13.000Upm, RT). Der Uberstand wurde zu 1 ml
bei - 20 °C vorgekuihltem Ethanal gegeben, gemischt undzentrifugiert (2 min, 13.000Upm, RT).
Nadh Abdekantieren des Ethands wurde das DNA-Pellet fir 2 Minuten an der Vakuumpumpe
von restlichem Ethand befreit. Durch Zugabe von 20l Puffer 3 wurde die isolierte Plasmid-
DNA resuspendiert undauf Eis bzw. bei - 20 °C gelagert.

2258 Invitro Transkription

Die in vitro Transkription wurde mit den neu erstellten Vektorkonstrukten, bei denen in
pBluescript || SK+ das pay (A-T)se-Fragment undjeweil s ein PCR-Produkt eines Gens der Hefe
Saccharomyces cerevisiae inseriert war und de mit Hindlll linearisiert waren, durchgefiihrt
(siehe Kap. 2.2.5.1 b5 2.2.5.6 undKap. 3.4.3.2. Hierzu wurden sie mit jeweils 1 Volumen
Phenad und Chloroform/lsoamylalkohd (24:1) aufgereinigt, mit 2 Volumina Ethand und 0,1
Volumen Natriumacetat (3 M, pH 5,3) 20 Minuten lang bei - 20 °C ausgefdllt, zentrifugiert (10
min, 13.000Upm, RT) und das Pellet in 100ul DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen.

Fur in vitro Transkription wurden dazu 5 pug Vektor-DNA in 35 pyl Wasser mit 20 pl
Transkriptions-Puffer (5x), 30 ul (A,C,G,U)TP-Mix (jeweils 25 mM) und 15 pl T3-RNA-
Polymerase (200 U/pl) versetzt und 4Stunden lang bei 37 °C inkuhiert. Zum Verdau der DNA-
Vorlage wurde der Re&tionsansatz mit 5 pl DNase (1 U/ug DNA) 15 Minuten lang bel 37 °C
inkubert. Nadh einer Aufreinigung mit 1 VVolumen Phenal/Chloroform/Isoamylakohd (25:24:1)
und Ausfallung mit 1 Volumen Isopropand und 0,1Volumen Natriumacdat (3 M, pH 5,3
5 Minuten lang auf Eis wurde die RNA durch Zentrifugation (10 min, 13.000Upm, RT)
abgetrennt, in 1004l DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen und k& - 70 °C gelagert.
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2.2.6  Gewebeproben der Pflanze Arabidopsisthaliana

Freundicherweise wurden Gewebeproben der Pflanze Arabidopsis thaliana von Wurzel,
Spros<, Blite und Stamm im Rahmen des 'Plant Plasma Membrane Database'-Projektes von Dr.
Klaus Pame, MPI fur Zichtungsforschung in Koéln, Blattgewebe von Dr. Michel Rossgnadl,
INRA in Montpdllier (Frankreich), und Callusgewebe von Dr. Paul Dupree, University of
Cambridge in Cambridge (England), zur Verfigung gestellt.

Die verschiedenen Gewebeproben wurden von dr Pflanze Arabidopsis thaliana Okotyp
Columbia ehaten. Dabei erfolgte die Anzucht der Sdmlinge in mit Torfkompost gefillten
Plastikschalen der GrofRe 30 x 30x 7 cm, diein 1,51 Nahrlésung pro Woche stehen. Die Schalen
werden fir die ersten 56 Tage mit einer Glas9latte bedeckt. Alle Kulturanzuchten wurden in
einer computergesteuerten Phytokammer bei 20 °C Tag und Nadt, 8 Stunden Neon- und
WeiRlicht pro Tag mit einer Fluenz von 150pE/m?s und ke einer relativen Luftfeuchtigkeit von
70 % durchgefuhrt. Die Gewebeproben wurden 50 Tage nach Aussaa geerntet, eingefroren und
bei - 70 °C gelagert (Santoni et al. 1998, Santoni et al. 1999).

Call usgewebe wurde aus Flussgkultur gewonren. Dazu wurden sterile Samen auf MS-Platten
bei 4 °C fur 2 Tage, danach fir 10 - 14 Tage bei 25 °C und 12 Stunden Licht am Tag zum
Keimen gebracht. Dann wurden de Wurzeln entfernt, in Scheiben geschnitten undauf Callus-
Induktiionsmedium gebracdht. Nach 3 - 4 Wochen bei schwachem Licht, 12 Stunden pro Tag, und
25 “C sind Keine Calli gewachsen. Nach zwei weiteren Kultivierungen fur 3-4 Wochen kann de
Anzucht in Flissgkeit erfolgen. Dazu wurde Callus in 250 ml-Flaschen in 50 ml Gamborg's
Medium angeimpft. Bei 110 Upm, 25 T in Licht einer Osram 77/36 W Lampe flr 12 Stunden
am Tag kann das Medium nadch einer Woche entfernt und eine Spatelspitze zu einer frischen
Flasche mit Medium geimpft werden (Wee et al. 1998, Sherrier et al. 1999).

Die Anzucht der Gewebeproben und de genaue Zusammensetzung der Medien sind auch im
Internet auf der Homepage des 'Plant Plasma Membrane Database'-Pojektes dokumentiert
(http://sphinx.rug.ac.be:8080).

Fur die Untersuchung der Pathogenabwehr von Arabidopsis thaliana wurden mit dem
avirulenten Bakterium Pseudomonas syringae pv. tomato infiltrierte Blatter freundicherweise
von Dr. Nikolaus Schlaich, RWTH Aaden, zur Verfigung gestellt. Die Anzucht der

72



Marcd Scheideler Material und Methoden

Arabidopsis-Samlinge efolgte fur 6 Wochen in klimakontrolli erten Wadstumskammern mit
einem Tag/Nacht-Rhythmus von 8,315,5 Stunden, bel einer Temperatur von 21 T bei Tag und
19,5 T bei Nadht, mit einer Lichtintensitét von 150pE/m®s und kel einer Luftfeuchtigkeit von
60 % (siehe Abb. 2.7A). Arabidopsis-Pflanzen wurden fur die Infiltration des Pathogens zuvor
mit Leitungswasser bespriiht und so fir eine Stunde a@ner erhéhten Luftfeuchtigkelt ausgesetzt,
die @ne Offnung der Stomata an der Blattunterseite zur Folge hat (siehe Abb. 2.7B). Fir die
Infiltration cer Blétter wurde éne 10 mM MgCly-Lésung mit 5 x 10° cfu/ml des avirulenten
Bakteriums Pseudomonas syringae pv. tomato, das das Avirulenzgen avrRpt2 exprimiert (Pst
avrRpt2), verwendet. Die Bakterien stammten aus dem Labor von Dr. Barbara Kunkd,
Washington University, St. Louis, USA. Als Infiltrationskontroll e diente 10 mM MgCl,-L6sung
ohre Pathogen. Die Infiltration der Blétter erfolgte durch die Benetzung beider Halften der
Blattunterseite mit der Infiltrationslésung mit einer Plastikspritze ohrne Nadel (siehe Abb. 2.7C
undD). Dabel werden ca 10pl Infiltrationsldsung pro Blatthélfte verbraucht (Dong et al. 1991).

Abb. 2.7 Anzucht von Arabidopsis thaliana und Infiltration mit Pseudomonas syringae pv. tomato
(Pst avrRpt2).

A) Pflanzenanzucht in Schalen B) Vorbereitung fir Infiltration
C) Infiltration der linken Blattunterseite D) Infiltration der rechten Blattunterseite
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2.2.7 Isolation von genomischer DNA aus Pflanzen

Fur die Isolation von genomischer DNA wurden 2 x 2,5 g Pflanzengewebe in flissgem
Stickstoff zu feinem Pulver gemdrsert, in je 25 ml CTAB-Puffer aufgenommen und 20Minuten
lang bel 65 °C inkukiert. Mit 10 ml Chloroform, 20 Minuten lang bel Raumtemperatur auf einem
Rolltisch gemischt und zentrifugiert (5 min, 3.000 Upm, RT), wurden de Nucleinsduren
zweimal extrahiert. Die obere, wéldrige Phase wurde mit 17 ml Isopropand gut gemischt,
10 Minuten auf Eis ausgefdlt und duch Zentrifugation (5 min, 3.000Upm, RT) abgetrennt. Das
Pellet wurde in 4 ml 0,1x TE-Puffer aufgenommen und de RNA durch 4 ml Lithiumacetat
(4 M), 10 Minuten lang auf Eis inkuhert, prézipitiert und duch Zentrifugation (10 min,
3.000 Upm, RT) abgetrennt. Aus dem Uberstand wurde danach mit 16 ml Ethand, fur 20
Minuten auf Eisinkubiert, die DNA ausgeféllt, zentrifugiert (5 min, 3.000Upm, RT) undin 1 ml
0,1x TE-Puffer aufgenommen. Durch Zugabe von 1 pl RNase (15 pg/ml) und 15 mindtiger
Inkubation bei 37 °C verdaute noch varhandene RNA. 100 pl Natriumacedat wurden zugegeben,
die Re&tionsmischung auf zwei Eppendafgefélle aufgeteilt, mit je 0,5 ml Phend,
Phend/Chloroform und Chloroform extrahiert, zentrifugiert (15 s, 12.000 g, RT) und
anschlief3end mit 2 Volumina (ca 900 ul) Ethanol die DNA 5 Minuten lang auf Eis ausgeféllt
und zentrifugiert (5 min, 12.000g, RT). Das DNA-Pell et lagerte nach Aufnahme in 100ul 0,1x
TE-Puffer bei -70 °C.

2.2.8 Isolation von Gesamt-RNA aus Pflanzen

Fur die Isolation von Gesamt-RNA (auch total RNA genannt) aus tiefgefrorenem Gewebe von
Arabidopsis thaliana wurden fir den Gewebeaufschluf3 mit Morser und Homogenisator 500 mg
Gewebe angesetzt. Fur die Lyse wurde RNA-Clean (AGS, Heidelberg) eingesetzt. Die
Separation von a@ganischer und wasgsiger Phase afolgte durch Zugabe von Chloroform. Die
farblose, wasgige Phase enthélt die RNA. Sie wurde @dekantiert und duch Zugabe von
Isopropand die RNA préazipitiert. Das RNA-Pellet wurde mit Ethand gewaschen, in RNase-
frelem Wasser resuspendiert und mittels einer LiCl-Prazipitation weiter aufgereinigt. Nacd
wiederholtem Waschen mit Ethand und Resuspension in RNase-freiem Wassr konnte aus
Pflanzengewebe total RNA gewonren werden. Die genaue Vorschrift zur Isolierung von RNA
aus Pflanzengewebe ist in Abbildung 2.8 schematisch dargestellt.
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Gewebeaufschlul
Marsern von500 mg Gewebe in fliissigem Stickstoff
Homogenisierung in 10ml RNA-Clean bis zur Lyse
Reinigung des Lysat durch Zentrifugation (10 min, 12.000 g, 4°C)

v

Phasensepar ation
Phasenseparation mit 1 ml (1/10Vol.) Chloroform, 15s Schiitteln,
Inkubation (5 min. auf Eis) und Zentrifugation (15 min, 12.000g, 4 °C)

v

RNA-Pr &zipitation
Prézipitation der oberen, walrigen Phase mit 6 ml (1 Vol.) Isopropand mit guter
Durchmischung, Inkubetion (15 min, 4°C) und Zentrifugation (15 min, 12.000g, 4 °C)

v

Waschen der RNA und Resuspension
Zweimali ges Waschen des Pellet mit 5 ml 70 % Ethanad und kré&ftigem Vortexen,
Zentrifugation (8 min, 7.500g, 4 °C) und Resuspensionin 100- 200 ul RNase-freiem Wassr

v

LiCl-Prazipitation
Prézipitationmit 1 Vol. 4M LiCl-Puffer (mind. 1 hbei - 20°C)
Durch Zentrifugation (30 min, 13.M0 Upm, 4 °C) erfolgt die LiCl-Abtrennung

v

Waschen der RNA und Resuspension
Zweimali ges Waschen des Pell et wie oben beschrieben
Resuspension in 100 - 200 pul RNase-freiem Wasser, mehrmaliges Spllen in der
Pipettenspitze undInkubation (15 min, 60°C). Lagerung bei - 80 °C.

Abb. 2.8 Ubersicht tiber Teilschritte zur Isolierung von RNA aus Pflanzengewebe. Zur Freisetzung
der RNA werden Zellwand und Zellmembran duch Scherkréfte aufgeschlossen. Die
freigesetzte RNA, die sich in der wél¥igen Phase awreichert, wird abgetrennt, mit
Isopropand ausgefdlt, mit 70 % Ethanol gewaschen, nochmals mit einer LiCl-Prézipitation
aufgereinigt und in RNase-freiem Wasser resuspendiert und gelagert.
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2.2.9 Herstellung von DNA-Sonden fir Hybridisierungen

Fir die Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden wurde das Isotop *P verwendet. Dabei

kamen drel verschiedene Markierungsmethoden zur Anwendung:

1) Markierung von DNA-Oligonucleotiden durch 5 -OH-Phospharyli erung
2) Markierung von DNA-Sonden durch 'Randam Hexamer Priming'
3) Markierung von cDNA durch reverse Transkription VOonRNA

Bei der Verwendung von fluoreszenzmarkierten Sonden kamen Oligonucleotide zum Einsatz, an
deren 5°-OH-Ende vom Hersteller (Interactiva, Ulm) der Fluoreszenzfarbstoff Cy5 gekoppelt

war.

2.29.1 Markierung von DNA-Oligonucleotiden durch 5-OH-
Phosphorylierung

Oli gonucleotide wurden durch Phospharylierung der 5"-OH-Position mit [y->*P] ATP radioaktiv
markiert. Hierzu inkubierten 20 pmol Oligonucleotid mit 1 pl T4 PNK-Puffer (10x), 1 pl [y->°P]
ATP (10 pCi/pl) und 1pl T4 Polynucleotid-Kinase (10 U/ pl) in einem Volumen von 10pl eine
Stunce lang bei 37 °C. Der Ansatz wurde direkt fur die Hybridisierung eingesetzt (M aniatis et
al. 1989.

2.2.9.2 Markierung von DNA-Sonden durch '"Random Hexamer Priming'

DNA-Molekiile gréRer als 100 Bp wurden durch Replikation urter Einbau von[a->*P] dCTP fiir
die Hybridisierung auf DNA-Arrays und urier Einbau von [a->P] dCTP fir die Hybridisierung
auf Northern Blots radioaktiv markiert. Als Startpunk der Replikation dente dabei en
Hexamer-Primergemisch mit allen 4.096 moglichen Hexamersequenzen. Hierzu wurden
20- 500 rg DNA in 15ul Wasser fur 5 min bei 96 °C denaturiert, auf Eis gekiihlit undmit einem
Gemisch aus 18 pl LS-Mischung (700 rM Hexamer-Primergemisch pDN6), 1,5 pul BSA
(10 mg/ml), 1 pl d(A,G,T)TP-Mix (je 0.5 mM), 1 pl [a-**P] dCTP (10 uCi/pl) und 1,5l
Klenow-Fragment (5 U/ul) mindestens zwel Stunden lang bel 37 °C inkuhiert. Zur Abtrennung
nicht eingebauter Radionucleotide wurden der Losung 4 pul Wasser, 2 ul tRNA (10 mg/ml), 4 pl
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EDTA (0,5M), 10 ul Natriumacetat (3 M) und 60ul Isopropand zugesetzt. Nach 15 mindtiger
Prézipitation bei - 70 °C und Zentrifugation (15 min, 13.000Upm, RT) konnte das Pédllet in

100l Wasser aufgenommen werden (Maniatiset al. 1989.

2.2.9.3 Markierung von cDNA durch reverse Transkription von RNA

RNA-Proben wurden durch reverse Transkription in eine DNA-Sonde umgeschrieben unddabei
unter Einbau von [a-**P] dCTP radioaktiv markiert. Als Startpunk der cDNA-Erststrang-
Synthese diente dabel ein dT1g-Oligomer. Hierzu wurden 10pl total RNA (2,5 pg/pul) mit 1 pul
Oligo(dT)15 (500 ry/ul) 10 Minuten lang bei 70 °C inkukiert und danach bei 43 °C &quili briert.
Unter Zugabe von 6 ul RT-Puffer (5x), 3 ul DTT (0,1 M), 3 ul d(A,G,T)TP-Mix (je 10 mM),
3 pl [0-*P] dCTP (10 pCi/ul) und 2pl Superscript RT 11 (200 U/pl) erfolgte die reverse
Transkription innerhalb einer Stunde bel 43 °C. Eine RNA-Hydrolyse gelang duch 30 mindtige
Inkubation mit 1 pl SDS (1 %), 1 ul EDTA (0,5M) und 3pl NaOH (3 M) bel 65 °C undweitere
15 Minuten bei Raumtemperatur. Zur Neutralisation wurden 10l Tris-HCI pH 8,3 und 3ul 2N
HCI zugegeben. Fir die Bestimmung der Einbaurate mit Glasfiberfiltern (siehe 2.2.5.4 wurde
ein Aliqua von 4 pl abgenommen. Der Rest der cDNA-Suspension wurde unter Zugabe von
5 ul Na-Aceat pH 5,3 (3 M), 5ul tRNA (10mg/ml) und 60ul Isopropand 30 Minuten lang bel
- 20 °C ausgefdllt und das cDNA-Péll et durch Zentrifugation (30 min, 13.000Upm, RT) erhalten
(Nguyen et al. 1995.

2.2.9.4 Bestimmung der Einbaurate von Radionucliden

Fur die Bestimmung der Einbaurate von eingesetzten Radionucleotiden wurde die cDNA-
Aktivitdt mit der Radioaktivitét nicht inkorporierter Radionucleotide ins Verhdltnis gesetzt.
Dafir stehen folgende zwei Methoden zur Auswahl:

a) Prazipitation von Nucleinsduren mit TCA

Das abgenommene Aliqua der markierten cDNA-Suspension (siehe Kap. 2.2.9.3 wurde auf
zwel Glasfiberfilter zu je 2 pl der cDNA-Suspension rech RNA-Hydrolyse und Neutrali sation
gespottet und getrocknet. Ein Filter unterlag der dreimaligen Inkubetion fur finf Minuten mit
10 % eiskaltem TCA, gefolgt von einem Waschschritt von zwei Minuten mit 95 % Ethand. Der
Filter wurde a der Luft getrocknet und mit dem unbehandelten Glasfiberfilter in
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Szintill ationsl6sung gelegt undim Szintillationszéhler vermessen. Die Einbaurate aredhnete sich
nad folgender Formel:

Szintill ationscounts gewaschener Filter

Einbaurate [%] = — : x 100
Szintill ationscounts ungewaschener Filter

Abb. 2.9 Formel zur Berechnurg der prozentualen Einbaurate (Methode a).

b) Vergleich der Aktivitat von cDNA-Pdllet und Uberstand

Nach Prazipitation der cDNA und Uberfiihrung des Uberstandesin ein neues Eppendarfgefal
kénren Uberstand undcDNA-Pell et getrennt im Szintill ationszéhler vermessen werden. Die
Einbaurate konrte nach folgender Formel ermittelt werden:

Szintill ationscounts cDNA -Pell et

Einbaurate [%] = — - x 100
Szintill ationscounts cDNA-Pell et + Uberstand

Abb. 2.10 Formel zur Berechnurg der prozentualen Einbaurate (Methode b ).

2.2.9.5 Langenbestimmung radioaktiv markierter, einzelstrangiger cDNA

Die Lange der radioaktiv markierten, einzelstrangigen cDNA wurde durch eine dkalische Gel-
elektrophaese bestimmt. Hierzu wurde en 1,4% iges alkali sches Agarosegel mit 2,1 g Agarose
in 150ml Wasser mit 7504l NaOH (10 N) und 300ul EDTA (0,5M, pH 8,0) gegossen undfur
mindestens 30 Minuten in vargekihltem, alkalischem Elektrophaese-Puffer aquili briert. Die zu
analysierende dNA wurde ds 5 ul Aliqgua vom aufgereinigten cDNA-Erststrang-Synthese-
Ansatz abgenommen, mit 5 ul Wasser und 2yl akalischem Gelladepuffer versetzt und kel
1 V/cm 16 Stunden lang bel 4 °C elektrophaetisch aufgetrennt. Als Langenstandard dente mit
Sau3A verdaute A-DNA, die zuvor durch 5°-OH-Phaspharylierung radioaktiv markiert worden
war (siehe 2.2.8.). Das Gel mit den radioaktiven Proben wurde fir mehrere Stunden zwischen
3MM Whatman Papier gelegt, Uberschichtet mit einem Stapel Papiertiicher und keschwert,
getrocknet, in Folie gewickelt undauf einem Phaspharscreen tber Nadht exponert (siehe 2.2.9.3
und 2.2.9.%.
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2.2.10 Hybridisierungen

Die Hybridisierung auf DNA-Membranen der Grofe 13 x 8 cm erfolgte in Glasflaschen der
Lange 150 mm (fir max. zwel Membranen) und 300mm (fur max. funf Membranen). Fir die
Hybridisierung lagen de Filter in den Hybridisierflaschen an der Gefél3wand. Die Dedkel waren
fir den Druckausgleich mit einem kleinen Loch versehen. Die Hybridisierréhren wurden
wahrend der Vorhybridisierung, der eigentlichen Hybridisierung und der Waschschritte in einem
Rotationsofen permanent horizontal gedreht, um trotz eines kleinen Volumens (10 ml fur kleine
und 20 ml fur grof¥e Glasflaschen) eine homogene Benetzung der Membranen mit der
Sondenldsung zu ermdgli chen.

Bel der Hybridisierung von DNA-Sonden auf DNA-Arrays ist die Hybridisierungstemperatur
entscheidend von e Lange der zu hybridisierenden DNA-Sonden abhéngig. Daher wurde die
Hybridisierung prinzipiell nach kurzen DNA-Oligonucleotiden undDNA-Sonden ab einer Lange
von 100Bp urterschieden.

2.2.10.1 Hybridiserung von DNA-Oligonucleotiden

Die DNA-Membranen wurden in 10ml vorgekiihitem (4 °C) SSarc-Puffer bei 10 °C &quili briert.
Nadh Zugabe der markierten Oligonucleotid-Sonde wurde tiber Nacht (mind. 10Std.) bei 10 °C
hybridisiert. Die Hybridisierlésung wurde danach abdekantiert und de Membranen mit 10 ml
vorgekiihitem SSarc-Puffer 10 Minuten lang bei 10 °C gewaschen.

2.2.10.2 Hybridiserung von DNA-Sonden ab einer Lange von 100 Bp

Die DNA-Membranen wurden in 20ml Church-Puffer &quili briert und rach Zugabe von 200pl
tRNA (10 mg/ml) fur 0,5 ks 2 Stunden bel 65 °C vorhybridisiert. Nadh Zugabe der fur funf
Minuten bei 95 °C denaturierten DNA-Sonde wurde Uber Nadht (mind. 10 Std.) bei 65 °C
hybridisiert. Die Membranen wurden mit vortemperiertem (65 °C) Waschpufer kurz gespdit und

dann mit 20 ml vortemperiertem Waschpufer 15 Minuten lang bei 65 °C gewaschen.

2.2.10.3 Exposition der DNA-Arr ays

Fur die Exposition der hybridisierten DNA-Arrays wurden Phospharscreens verwendet, die die
Strahlungsenergie wahrend der Expasition im Kristall gitter einfangen. Dazu wurden de DNA-

79



Marcd Scheideler Material und Methoden

Membranen einzeln in dinre Folie luftblasenfrel verpadkt, auf einen Phaspharscreen gelegt und
in einer lichtdichten Kasstte bel Raumtemperatur exponert. Nach einer Expositionszeit von
zwel bzw. drel Tagen wurde der Phaosphascreen am Phosphaimager eingelesen. Bevor ein
Phosphaimager zur Verfigung stand, wurden radioaktiv hybridisierte DNA-Arrays und
Northern Blots auf Autoradiographie-Filmen exponert. Hierzu wurden de Membranen in dinre
Folie luftblasenfrei verpadkt, auf einen Hyperfilm-MP-Film und in einer Autoradiographie-
kasstte mit Verstarkerfolie gelegt. Die Expaosition erfolgte Uber Nadit bei - 70 °C. Die

Entwicklung erfolgte manuell .

2.2.10.4 Bilderstellung am Phosphor-/Fluoroimager Storm 860

Fur die Bilderstellung wurden de Phaspharscreens nach der Expasition an dem Phospharimager
Storm 860 (Moleallar Dynamics, APBiotedch, Freiburg) eingelesen. Hierzu wurde der
Phospharscreen mit einer Absorptionswell enlange von 635nm angeregt. Dadurch erfolgte die
Emisson cer in Form von Gitterenergie gespeicherten Information des radioaktiv hybridisierten
DNA-Arrays as blaues Licht, das bel etwa A = 390 nm detektiert wurde. Die Detektion erfolgte

bei der hochsten Auflésung von 50um pro Kantenlénge eénes Pixels, und @s 9 erhaltene Bild
wurde ds 16-bit-Datel abgespeichert (siehe Abb. 2.1).

..

. .

L
0. s e
o

Abb. 2.11 Typisches Bild einer komplexen, auf den genomischen Arabidopsis-Array hybridisierten,
radioaktiv markierten cONA-Probe.
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Fur die Bilderstellung von Fluoreszenzhybridisierungen wurde der DNA-Array direkt am
Fluoroimager Storm 860 eingel esen. Dabel wurde mit der auch fur den Fluoreszenzfarbstoff Cy5
geeigneten Absorptionswell enlénge von 635 m angeregt und de Emisson ab einer Well enlange
von 650 nm detektiert. Die Detektion erfolgte bei der hochsten Aufldsung von 50 um pro
Kantenlange anes Pixels, und as D erhaltene Bild wurde ds 16-hit-Datei abgespeichert.

2.2.10.5 Regeneration der DNA-Arrays

Die Regeneration der DNA-Arrays erfolgte durch dreimaliges Waschen mit Regenerations-
puffer. Dazu wurden zweimal 100 ml siedender Regenerationspuffer tber die DNA-Membranen
gegossen, kuz geschwenkt und de Losung abdekantiert. In weiteren 200 ml siedendem
Regenerationspuffer wurden de DNA-Membranen inkubiert, bis die Waschlosung Raum-
temperatur erreichte. Fir kurze Wartezeiten zwischen zwei Hybridisierungen lagerten de
Membranen in Hybridisierungspuffer bei Raumtemperatur. Fir Aufbewahrungszeiten von
Wochen hbis Monaten wurden de Membranen nadh mehrmaligem  Waschen mit
Niedrigsalzpuffer getrocknet und kei 4 °C gelagert.

2.2.11 Spot- und Hintergrunddetektion zur Erstellung eines

komplexen Transkriptionsprofils

Fur die Erstellung eines komplexen Transkriptionsprofils mufe die an Phosphaimager
erzeugte, visuelle Information in Form von Grauwerten durch Quantifizierung in einen Datensatz
mit Signalintensitéten konwertiert werden. Dazu wurde mit Hilfe des Modus "Array Vision
(High Density Grids)" des Softwarepakets " Array Imaging Station” (AlS, Imaging Research Inc.,
Toronto, Canada) ein Datensatz erzeugt, der Position, Signali ntensitét und lokalen Hintergrund
eines jeden Spats beinhaltete. Dazu wurde das Hybridisierungsbild in de Software eéngelesen
und ein idedles Raster mit zwei Ebenen erstellt, das dem wirklich gespotten Array entsprach.
Die dabel eingestellten Parameter sindin folgender Tabell e 2.15ersichtlich:
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Rasterkonfiguration Zeilen Spalten Zeilen Spalten
Spotdurchmesser 0,7 mm
1. Ebene 4 4 2. Ebene 80 24
Intervall 1,0 mm 1,0 mm Intervall 4,5 mm 4,5 mm
PCR-Platten in Feld 1 1-7 Quadrant in Feld 1 1-24 1A-P
Feld 2 8-14 Feld 2 1-24 2A-P
Feld 3 15-21 Feld 3 1-24 3A-P
Feld 4 22 - 28 Feld 4 1-24 4A - P
Feld 5 29 - 36 Feld 5 1-24 5A - P
Tab. 2.15: Einstellungen der Rasterkonfiguration fur den genomischen Arabidopsis-Array

(seheKap. 2.2.32).

Dabel wurde das Raster so definiert, dal3 de Verknipfung der Spotposition mit der PCR-
Quél platte ehalten bieb (siehe auch 2.2.3.3. Diesesidedl erstellte Raster wurde Gber das Bild
gelegt und konmne dort visuell an das wirklich gespottete Raster angepaldt werden. Diese

Anpasaung erfolgte sowohl manuell wie aich automatisch. Fir die Mesaung des lokalen

Hintergrundes wurde um jeden Quadranten ein Doppelrahmen definiert, der einen Abstand zum
Quadranten von 5Pixeln (250 um) und eine Dicke von 1Pixel hatte. In der Abbildung 2.12ist
eine Ubersicht tiber die Auswertung mit der Software AIS dargestellt.

Abb. 2.12

Software AIS fir die Bildanalyse:
Rasteranpassung und
Spoatdetektion a's V oraussetzung
fur die Quantifizierung der
Spatsignale.
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Die Software AIS flihrte nach Rasterkonfiguration und Anpasaung eine mehrere Minuten
dauernde Signalquantifizierung durch. Das Ergebnis wurde in einer Tabelle dargestellt, in der
jede Spatpasition mit ihrer zugehdrigen absoluten Signali ntensitét (DxA fur "Density x Area” as
Integration des Signals Uber die Fléache, gemessen in MDC: "Molecular Dynamic Counts"), dem
lokalen Hintergrund (Bkgd fir "Background") und der hintergrundkarigierten Signalintensiét
(sDxA fir "subracted DxA") aufgefiihrt wurde. Wie in Abbildung 2.13zu sehen ist, kannman in
dieser Software bereits Spatintensitdten in einfachster Form miteinander vergleichen.

Pimay | Seconday | DxA-MDC Bkod Dt ]
EERTIED 231330943 AR USRI -~ Image View - Ch 1 - E:\YR338_1_B_1-5_21_SCHLAICH1P33 GEL o]
{343 3965.3543 2619179 1346175 =
130 18583.6224 2619179| 15964543
1312 491186.7960 2619179 | 488567617
1292 14197.4505 2619173|  11578.271
e 132028063 2619173| 10583717 5B
135 16610.9414 2619173| 14191762
=Y 16398.3476 2619179| 13779168
135 16966.4368 2619179| 14343857
 3a 3677.8452 2619179 1058.666
131b 4B5167.5534 2619179 | 463548.374
134b 31181323 2619179 494.953
(23 113718458 2619179 8752.666
{33 15973.7781 2619179| 13364599
132 117905895 2619179 9171.410
136b 3I506.9163 2619179 887.737
SF-12 (30 165406146 1929002 14611542
134 4555.8484 1929.072 2626776
30b 958.4520 1328072 7659380
1312 460641332 1929072 | 46165127
129 165130722 1929072 14584.000
1323 7535.9211 1929.072 5605.849
135 11535.3858 1929.072 9608314
|35 7267.8243 1828072 5338753
135 9327.8891 1929072 7398817 5M
1362 127085239 1929072 10779.452
131 37057.9008 1929072 | 35128.829
134 40054884 1328072 207733
125 210289114 1929072 | 1909.639 b
133 7637.219 1929072 5708148
132 5837.9917 1929.072 £908.920 -
3 116336330 1923.072 9770567 | 4] | v

a) Datentabelle mit Ergebnis der Quantifizierung undPhosphorimager-Bild, dem das ideell e Raster
Ukerlagert und angepalit wurde.

Primary " Seconday | D#&-MDC Blkgd Dl
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Primary " Secondary Owd-MDC Elkgd R
5F-11 ' 3a 431186, 7360 2619179 488567 B17
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b) Datentabell e mit Ergebnis der Quantifizierung, Phosphorimager-Bild in der Vergrofierung mit
Uberlagertem Raster und Beispiel eines Vergleichs von Primér- und Sekundérspot.

Abb. 2.13 Datentabelle mit Ergebnis der Quantifzierung von Signal und Hintergrund mit
zugehorigem Phasphaimager-Bild fur die Erstellung eines Transkriptionsprofil s.
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2.2.12 Vergleich und Analyse komplexer Transkriptionsprofile

Der Vergleich und de Analyse komplexer Transkriptionsprofil e wurde mit der Software Matlab
(The Math Works Inc., Natick, USA) durchgeftihrt, die von Tim Bei3barth undKurt Fell enberg,
Abtellung "Theoretische Bioinformatik" von Dr. Martin Vingron (DKFZ, Heidelberg), speziell
auf die Anforderungen zur Visuaisierung und Auswertung komplexer Transkriptionsprofile
programmiert wurde. Matlab behandelt den Datensatz eines komplexen Transkriptionsprofil s,
das aus der Bildanalyse kommt, als Matrix, in der jeweil s die Position, de Signalintensitdt und
der Hintergrund eines Elements des DNA-Arrays in einer Zelle stehen (siehe Kap. 2.2.11,Abb.
2.13. Diese Eingangsmatrix wurde mit einer separaten Matrix verknipft, die die dNA-Klon
Identitéten undEST-Identit&ten jedes Spots enthélt.

2.2.12.1 Normalisierung komplexer Transkriptionsprofile

Um nadh dem Einlesen von zwei Datenmatrizen und der Verbindung mit der Namensmatrix
zwel komplexe Transkriptionsprofile miteinander vergleichen zu kénren, mufden beide
Datensdtze aufeinander normiert werden. Dazu wurde von Matlab zum einen der lokale
Hintergrund abgezogen (siehe Kap. 2.2.1). Zum anderen wurde fur den Vergleich zweier
Hybridiserungen, de aifgrund verschieden effizienter Sondenmarkierungsraten oder
Expasitionszeiten am Phospharimager unterschiedli che Signali ntensitéten aufweisen kdnren, ein
konstanter Normali sierungsfaktor bestimmt. Dieser multi pli kative Faktor adaptiert die Steigung
beider Datensdtze auf den Wert 1, indem der Median fur die Intensitétsunterschiede der Gene
auf 1 namiert wird ("Adjust Values'). Die Gene bzw. Spats, die zur Bestimmung des Faktors
der differentiellen Transkription verwendet wurden, konrten nach urterschiedlichen Kriterien

undin Abhéngigkeit vom Design des DNA-Arrays zusammengestellt werden (siehe Kap. 3.9.
2.2.12.2 Datenanalyse mit bildanalytischen und statistischen M ethoden

Zur Visuadisierung des Vergleichs zweier Hybridisierungen wurde der Scatterplot gewdahlt. Im
Scaterplot wird de Intensitét jedes Gens in Experiment 1 seiner Intensitét in Experiment 2
gegenubergestellt. Dabei werden die Intensitdten in einer logarithmischen Skala angegeben, wie
esin Abbildung 2.15 drgestellt i st. Dabel liegt das Interesse auf dem relativen Signalverhdtnis

der Genein verschiedenen Proben, nicht in ihren absoluten Signalunterschieden.
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P

Unverénderte Gene in

Probe 1 und Probe 2
Hochregulierte
Genein Probe 2 /

—_—

Hochreguli erte
Genein Probe 1

Log Signalintensitét in Probe 2

Log Signalintensitét in Probe 1

Abb. 2.14 Prinzip des Scatterplots fir den Vergleich von zwei Transkriptionsprofilen. Die Gene auf der
Diagonalen zeigen gleiche Signalintensitét in beiden Proben. Differentiell regulierte Gene
weichen von deser Diagonalen ab. Der Abstand zur Diagonalen gibt dabei die Stérke der
differentiellen Regulation wieder.

Fur die Analyse der komplexen Variationen zwischen Transkriptionsprofilen standen mehrere

bil danalytische, interaktive Funktionen zur Verfiigung (siehe Abb. 2.16.

Zur bessren Ubersicht konrten definierte Spotkategorien wie leere Hintergrundspots und
Kontrollgene angezeigt und eingeférbt oder ausgeblendet werden ("Display of Categories’).
Auch eine Zoomfunktion wurde daftr implementiert ("Zoom'"). Diagrammbereiche, die aiffgrund
schwacdher Signalintensitdten nur schwer reprodwzierbare Signalverhdltnisse bildeten, konrten
vor der Datenselektion markiert und extrahiert werden (" Cutoff"). Auch Gene, die in Primér- und
Sekundirspot eine wahlbare Standardabweichung Uberschritten, konrien von der weiteren

Datenanalyse ausgeschlossen werden.

Differentiell transkribierte Gene konrten in Abhangigkeit ihres Intensitétsverhaltnisses zwischen
Probe 1 und Probe 2 gefiltert, sortiert und exportiert werden ("Select by Factor™). Weiterhin
bestand de Mdglichkeit, in einem selbstdefinierten Diagrammbereich Gene von Interese zu
selektieren und die entsprechenden Daten zu exportieren ("Select” und "Export Values'). Es
bestand auch die M6glichkeit, durch Eingabe aner Liste von Genen oder einzelner cDNA-Klon

Identitdten gezielt nach Genen vonlinteresse zu suchen ("Import List" und"Find Gene").
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Bel der Suche nach einzelnen Genen, de sich durch stark differentielle Regulation hervorheben,
erlaubt die statistische Datenanalyse @ne erste schnell e und effektive Datenfilt erung.

File Edit Took Window Help |

cotrelation coefiicient: 0.99044 Selected: 0
T T — T T ——— T T — T

ljust Walues

Background Cutoff

Cleanup

Select by Factor

Log Signalintensitat Probe 2
=
T

Find Gene

wr_38_m14

Export Wariables

Impart List

List

Sawe File

s RO MG 2 UL % 200
x

x
2 Ll n | . M|
o 1 2 3

10 10 10
yr_37_mi4 Log Signalintensitat Probe 1

Redraw

T

Print

Background Values Adjusted: Local yr_af mid - &1.76, yr_st_mid - 6&. 67

Genes greater 00 were ussd in slope adjustment

Slope was adjustet so that Most Genes hawe factor 1. Values of yr_38 mld were divided by 1.39
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FDIFFS impemsnted by Tim Beissharth

__JRectangle Select

@ seecupeseis |
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oz |
s Vo e |

Make your selection using the buttons on the right or use the mouse to Select/Deselect gemes or Zoom within the
plot. Select/Eoom In with Left mouse button. Deselect/Eoom Dut with right mouse button. middle button for —
extended gene info

_| axis Mode linear

i

Abb. 2.15 Software Matlab bietet die Mdglichkeit der Visualisierung und statistischen Datenanalyse fir
den Vergleich von zwei Transkriptionsprofilen.

2.2.12.3 Datenanalyse im biologisch-funktionellen Zusammenhang

Bel der Analyse kompletter Stoff wechselwege gentigt die Filterung stark differentiell regulierter
Gene dlein nicht. Die ldentifizierung dieser Gene durch eine erste statistische Auswertung
definierte die Stoffwechselwege von Interesse fir weitere Analysen. Fir die zweite Phase der
Datenanalyse wurden Listen von Genen generiert. Das Auswahlkriterium dafir war die
Zugehdrigkeit des Gens zu dem Stoffwedhselweg von Interesse und damit die Genfunktion.
Diese Verkniiprung vom Gen undseiner Funktion konrte durch Datenbankrecherchein "EMBL"
und "SwissProt" mit Hilfe der EST-Sequenzen fir 44 % aller 13.800 cDNA-Klone erreicht
werden. Aus den anndierten cDNA-Klonen konrten Genlisten fir ganze Stoffwechselwege
zusammengestellt werden. Diese Genlisten konrten dann anhand der Funktion "Import List" in
verschiedenen Vergleichen von kanplexen Transkriptionsprofilen selektiert und de Daten

exportiert werden. Diese Datensétze konnten durch vergleichende Analysen ausgewertet werden.
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2.2.13 Fehlerbetrachtung

Gruncséizlich urterscheidet man zwischen systematischen und zufélligen Fehlern. Alle
Fehlerarten kémen absolut (Ax), relativ (Ax/x) oder prozentual (Ax/x ¢ 100 angegeben werden.
Bevorzugt wird jedoch de prozentuale Darstellung, weil sie die grofde Aussagekraft Uber die
Qualitéat der Daten besitzt.

Systematische Fehler konren hervorgerufen werden duch das Mel3verfahren wie Scannen der
Phosphascreens und Quantifizierung der Signalintensitéten, vernadlassgte Einflisse wie
Druck und Luftfeuchtigkeit oder durch Verunreinigung der verwendeten Substanzen. Wird eine
Mesaung unter gleichen Bedingungen wiederholt, so tritt ein systematischer Fehler in
gleichbleibender Grole und mit gleichem Vorzeichen auf. Kénren systematische Fehler nicht
vermieden oder klein gehalten werden, so sind sie im Mel3ergebnis durch eine entsprechende
Korrektur zu berticksichtigen. Systematische Fehler sind jedoch nicht Gegenstand einer
Fehlerberedhnung.

Zufélli ge Fehler entstehen durch ungenaues Messen undAblesen undstatistisch wirkende &uléere
Einflise wie z. B. Temperaturschwankungen. Zufélige Fehler haben enen statistischen
Charakter mit beiderlei Vorzeichen. Wird de Mesaung mehrmals durchgefiihrt, so streuen de
Mef3werte um einen Mittelwert. Dieser Mittelwert ist mit dem wahren Wert im allgemeinen nicht

identisch, ndhert sich desem aber mit zunehmender Zahl von Mesaungen immer weiter an.

Wird eine Grofle x immer wieder unter vollig deichen Bedingungen gemessen, so liegen de
Mel3werte in einem bestimmten Bereich undder am haufigsten vorkommende Mef3wert etwa in
der Mitte dieses Bereiches (sofern nur zufélli ge Fehler auftreten). Wird de Haufigkeit n, mit der
die enzelnen Mef3werte aiftreten, Uber dem Meldwert x aufgetragen, so ergibt sich eine
Vertellungskurve, die bei einer groen Anzahl von Mesaungen in eine Glockenkurve, die
Gaulische Normalverteilung, tUbergeht. Das Maximum dieser Kurve, also der haufigste Wert, ist
der wahrscheinli chste Wert undentspricht dem arithmetischen Mittel X :

n
— 1 X . einzelner Mef3wert
X = n | Xi n : Anzahl der Messungen
=1
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Die GauRsche Normalverteilungskurve zeigt, wie weit sich de MeRwerte vom Mittelwert x

entfernen konren.

Als mittleren Fehler der Einzelmessaung bezeichnet man die durchschnittli che Abweichung der

MeRwerte vom Mittelwert x, auch Standar dabweichung s genannt:

: arithmetisches Mittel

S = _Z X - X 2 X : einzelner MeRwert
—7 2 (x-X)

: Anzahl der Messaungen

Mit X + s wird in der GauRverteilung der Bereich zwischen den Wendepunkien der
Vertelungskurve efaldt. Bel der Fehlerbetrachtung ist zu berticksichtigen, dal3 eine
VergrolRerung der Zahl der Mesaungen zwar zu einer Verbessrung des Mittelwertes x, nicht
aber zu einer Verkleinerung des mittleren Fehlers der Einzelmesaung s fuhrt, weil mit der Zahl

der Mesaungen de Genauigkeit der einzelnen Mesaungen nicht steigen kann.

Aus dem arithmetischen Mittel x und der Standardabweichung s ergibt sich dann der relative
Fehler, der auch as prozentualer Fehler m angegeben werden kann.

S
m =

100 g

X X : arithmetisches Mittel

Die Bestimmung der Signadintensitdten und de regulatorische Veranderung der
Transkriptionsrate der untersuchten Gene erfolgte in der Regel durch Mittelung der Datensétze
von de unabhéngig voneinander durchgefihrten Versuchen. Die im Ergebnistell angegebenen
Daten sind de jeweiligen Mittelwerte. Zur bessren Ubersicht ist bei den abgebil deten
Diagrammen auf Fehlerbalken verzichtet worden.
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[1l. Ergebnisse

3.1 DNA-Arrays

3.1.1 PCR-Amplifikation von 13.800 cDNA-Klonen

Die PCR-Amplifikation der 13.800 cDNA-Klone der Gesamtbibliothek wurde in einem
Hochdurchsatz-Verfahren durchgefihrt. Dabel konrten entsprechend dem 96er und 3&ler
Mikrotiterplattenformat zunadhst 96, spater durch Nadristung der Thermocycler auch 384
cDNA-Insertionen parallel pro Thermocycler amplifiziert werden. Dazu wurden universelle
Primer ausgewdhlt, die in verschiedenen Kombinationen alle dNA-Subhibli otheken abdeckten
und zusétzlich de T7-Sequenz beinhateten oder mitamplifizierten (siehe Kap. 2.2.2.2 und
2.2.2.3. Das Prinzip der PCR-Amplifikation mit universelen Primerpaaen, de
Gelelektrophaese und de Ausbeute sind in Abbildung 3.1 dokumentiert.

| spera | |17

Universelles

Primer paar (—D

multiple
PCR-Cyclen

PCR-Produkt

PCRKontrollen:  13.800
PCRProduke : 13.000

Ausheute - 94 %

Abb. 3.1 Prinzip der PCR-Amplifikation mittels universeller Primerpaare, die a1 Sequenzen beider
Vektorenden hybridisieren und damit die PCR-Amplifikation verschiedener Insertionen
mehrerer tausend cDNA-Klone erlauben. Der Nadwels einer erfolgreichen PCR-
Amplifikation erfolgte mittels Detektion einer eindeutigen PCR-Prodiktbande im
Diagonalgel (MadgeBio Ltd., Nottingham, UK). Die Ausbeute ergab sich aus dem
Quoatienten von PCR-Produktbanden und ausgef tihrten PCR-Amplifikationen.
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Der Nachweis der PCR-Produkte wurde mittels der Diagona-Gelelektrophaese ebradt. Bel
13.800 kotrollierten PCR-Amplifikationen konrten 13.000 PCR-Produke nadhgewiesen
werden, das entspricht einer Ausbeute von 94%.

3.1.2 Optimierung der DNA-Array-Herstellung

Im Rahmen deser Arbeit konnten insgesamt 66 genomische Arabidopsis-Arrays hergestellt
werden. Die 13.000PCR-Produkte aus dem ersten Durchgang der PCR-Amplifikation mufen
zunadst aus den 96er in 384r Mikrotiterplatten transferiert werden. Fir dieses Umpipettieren
kam der Robaer "Biomek 2000 (Bedkman Coulter, Unterschleissheim-Lohhof) zum Einsatz.
Aus den 384r Mikrotiterplatten konrte mit Hilfe des Robaers "Biogridder” (BioRobdics,
Cambridge, UK) der genomische Arabidopsis-Array produwziert werden. Dazu wurden alle PCR-
Produke im 4 x 4 -Raster auf funf von sechs Felder einer Membran der Grofe 22 x 22 cm
gespottet. Damit war die Produkion der genomischen Arabidopsis-Arrays aus technischen
Grunden auf 4 Membranen pro Lauf limiti ert.

Eine Umstellung der DNA-Array-Herstellung von einer 22 x 22 cm grofden auf 5 kleine
Membranen mit den Ausmalen 8 x 12 cm steigerte die Zahl der DNA-Arrays pro
Produkionslauf von 4 auf maximal 24. Nadh desem neuen Verfahren konrten aus dem ersten
PCR-Durchgang mit je 96 paradlelen PCR-Re&tionen pro Thermocycler insgesamt 30
genomische Arabidopsis-Arrays hergestellt werden.

Mit der herstellerbedingten Weiterentwicklung der Thermocycler fur die paralele PCR-
Amplifikation von 96 auf 384 PCR-Proben fiel das Umpipettieren von %er in 384
Mikrotiterplatten komplett weg. Damit entstammten weitere 36 DNA-Arrays zwei PCR-
Durchlaufen mit je 384 paral elen PCR-Re&ktionen pro Thermocycler.

Die Produktiionsumstellung der PCR-Produkie wie der DNA-Arrays brachte enige Vorteile mit
sich. Da die Membranen in feuchtem Zustand gespottet wurden, konrte aif den kleinen
Membranen eine gleichmaliige Befeuchtung erreicht werden as auf der 22 x 22 cm Membran.
Dies fuhrte zu gleichméaliig gut abgegrenzten Spats. Der Gebrauch von nu noch 8 x 384er PCR-
Platten fir die Produkion eines Membranfeldes, auch as Subarray bezeichnet, konrte den

Produktionslauf verkirzen. Dies fuhrte dazu, dal3 aus den Platten weniger Probe evaporieren
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konnte. Die Vortelle der PCR-Amplifikation mit hoéherem Durchsatz und dx geénderten
Arabidopsis-Array-Herstellung sind nach einmal in Tabell e 3.1 zusammengestellt.

bisherige Bedingungen Verbesserungen
PCR-Amplifikation: | « 100 pl Resktionsansitze * 25 pl Reaktionsansétze
* 96 PCR-Proben parall el * 384 PCR-Proben parall el
* Probentransfer von 96er * kein Probentransfer
in 38er MTP « weniger Kreuzkontaminationen

< weniger Pipettierfehler
» mehr PCR-Produkte unter identischen
Bedingungen bei htherer Ausbeute

Arabidopsis-Array: *1Membranzu 22 x 2 cm « 5 Membranen zu 13 x 8cm
* 6 Felder pro Membran ¢ 1 Feld pro Membran
* 5 Felder werden bendtigt * 5 Felder werden bendtigt
1 2
S
* Membran muf3in einem Arbeits- * Subarrays kdnnen unabhéngig voneinander
schritt mit Array belegt werden produziert werden

* max. 4 Membranen pro Durchlauf * max. 24 Membranen pro Durchlauf

* bei Fehlproduktion umétig viele « bei Fehlproduktion weniger PCR-Produkte
PCR-Produkte verbraucht verbraucht
* Membranen pro Phosphorscreen: 1 | « Membransets pro Phosphorscreen: 3

schritt mit Array belegt werden « Probenverdunstung geringer

* Spots exakter und definierter

Tab. 31: Vor- und Nadtele unter bisherigen und nun verbesserten Bedingungen fir die
Hochdurchsatz-PCR-Amplifikation und Herstellung der genomischen Arabidopsis-Arrays.

3.1.3 Fixierung der DNA auf Nylonmembranen

Die Fixierung der DNA auf der Nylonmembran Biodyne B der Firma Pall wurde zuerst nach
Empfehlung des Herstell ers mit Backen bel 80 °C fur 30 Minuten durchgefihrt. Da diese Art der
Fixierung aufgrund nu schwacher Hybridisierungssgnale unzureichend war, wurde die
Fixierung der DNA durch Badken bei 80 °C fir verschiedene Zeitintervalle, duch UV-
Bestrahlung bei einer Wellenldnge von 254 m bei variierter Fluenz und de Kombination beider
Fixierungsarten urtersucht. Dazu wurden identische DNA-Arrays hergestellt, in Streifen

geschnitten und d jewell s angegebenen Fixierung unterzogen. Durch Hybridisierung mit dem
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durch 5-OH-Phospharylierung **P-markierten Oligonwcleotid T7 konrie die Menge an
eburdener DNA sichtbar gemacht werden (siehe Abb. 3.9.

Backen UV-Bestrahlung Backen &
bei 80 °C bei 254 nm UV-Bestrahlung
DNA-Array| = - : Be ol
UV [Jem?] - - - - 001 003 005 Q07 009 011| 0025 005 0.075 0.10
4 4
80°C[min] | 30 60 90 120 - - - - - - 120 90 60 30
4 ;

Abb. 3.2  Fixierung der DNA auf der Nylonmembran Biodyne B der Firma Pall durch Backen bei
80 °C und UV-Bestrahlung bei 254 . DNA-Arrays wurden in Streifen geschnitten und
nach den angegebenen Kombinationen fixiert. Eine Hybridisierung mit dem radioaktiv
markierten Oligonucleotid T7 madte die Menge an gebundener DNA sichtbar.

Eine quantitative Auswertung der Hybridisierungssgnale efolgte mit dem Mittelwert der
hintergrundkarigierten Signali ntensitéten, de auf dem gleichen Array-Streifen urter identischen
Bedingungen fixiert waren. Mit dem Badken bei 80 °C fur 120 Minuten und ar UV-Bestrahlung
bei 254 rm mit einer Fluenz von 0,025Jcm? konrte éne Vernetzung zwischen Nucleinséure
und Membran mit einer Signalverstarkung um den Faktor 3 erreicht werden, wenn man sie mit
der vom Hersteller empfohlenen Fixierung mit 30 Minuten Badken bei 80 °C vergleicht (siehe
Abb. 3.3. Stérkere UV-Bestrahlungen fuhrten zu einer Signalverschledhterung und deuten damit
auf DNA-Schadigungen hin, de die Hybridisierung lkeeintradtigen (siehe Kap. 4.2.).

Backen UV-Bestrahlung Backen &
bel 80°C bel 254nm UV-Bestrahluna
2000
@ Hintergrund | Signal
1500 +
:é 1000 +
) 500 + I I I I
0 -
UV [J/iem ] - - - - 0.01 0.03 0.05 0.07 0.09 0.11 0.025 0.050 0.075 0.10
80°C [min] 30 60 90 120 - - - - - - 120 90 60 30

Abb. 3.3 Die im Bakendiagramm dargestellten Signalintensitéten ergeben sich aus dem Mittelwert
aler hintergrundkorrigierten Signalintensitéten, die unter identischen Bedingungen fixiert
wurden. Die relative Standardabweichung der einzelnen Hybridisierungssgnale betragt ca
20 %.
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Diein den folgenden Kapiteln dargestellten Ergebnisse sind mit DNA-Arrays erzielt worden, bei
denen de DNA jewell s durch 2-stiindges Badken bei 80 °C und UV-Bestrahlung mit A = 254

nm bei einer Fluenz von 0,025¥cn? fixiert wurden.

3.1.4 Vergleich der Fluoreszenzhybridisierung auf Nylon- und

Polypropylenmembran

Fur die Fluoreszenzhybridisierung wurde das Oligonucleotid T7 verwendet, dessen 5 -Ende mit
dem Farbstoff Cy5 gekoppelt war. Die DNA-Arrays auf Nylon- und Polypropylenmembran
wurden aus der identischen PCR-Charge im gleichen Lauf hergestellt und rach der in Kapitel
3.1.1 ermittelten, verbesserten Methode fixiert. Die Hybridisierung erfolgte fur jewells eine
Stunce bel 10 °C, das Einlesen am Fluoroimager erfolgte fur Nylon und Polypropylenmembran
im gleichen Scan, um fir den Vergleich moglichst viele Parameter identisch zu halten. Wie in
Abbildurg 3.4 und 3.5zu sehen ist, konrten in mindestens 15 aufeinanderfolgenden
Hybridiserungen mit anschliefender Regeneration der Membranen  auswertbare
Signalintensitdten sowohl auf Nylon- als auch auf Polypropylenmembranen detektiert werden.
Damit konrte zum einen gezeigt werden, dal3 auf der Polypropylenmembran in etwa die gleiche
Bindungskapazitét vorhanden war und zum anderen, dal3 de DNA genauso stabil fixiert werden
konnte wie auf der Nylonmembran. Wie im Hybridisierungsbild schon visuell gut zu erkennen
ist, zeigte die Polypropylenmembran gegeniber der Nylonmembran einen geringeren
Hintergrund. Dieses Ergebnis bestétigte sich insbesondere nach der quantitativen Auswertung
der absoluten Signal- und Hintergrund ntensitéten (siehe Abb. 3.4 und 3.6

Um die Reduzierung des Hintergrundes durch de Verwendung der Polypropylenmembran zu
verdeutlichen, wurde das Signal/Hintergrund-Verhdltnis beider Membranen berechnet und in
Abbildung 3.6 miteinander vergli chen.

Dabel zeigte sich, dal3 de Polypropylenmembran bei alen Hybridisierungen ein besseres
Signal/Hintergrund-Verhéltnis aufwies. Diese Verbesserung lag bis auf zwei Ausnahmenin allen
Hybridisierungen bei Faktor 2. Dieses Ergebnis bedeutet, dald sich de Polypropylenmembran
besser als die Nylonmembran fur Fluoreszenzhybridisierungen eignet, da sich schwache Signale

besser vom Hintergrund abheben.
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<0000 Fluoreszenzhybridisier ung auf Nylonmembran
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Signdintensitét
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Abb. 3.4 Bild der 5. Hybridisierung auf DNA-Arrays mit quantitativer Auswertung von gemittelten
Signalintensitdten und Hintergrundwerten von 15 aufeinanderfolgenden, fluoreszenz-
markierten Hybridisierungen auf Nylonmembran mit anschlief3ender Regeneration.

Fluor eszenzhybridisierung auf Polypropylenmembran -
50000 .
=fli—Signal —a— Hintergrund

40000 -
;E
% 30000 +
E e
T 20000 A .
(=2
[)

10000 +

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 -
Hybridisierung

Abb. 3.5 Bild der 5. Hybridisierung auf DNA-Arrays mit quantitativer Auswertung von gemittelten
Signalintensitdten und Hintergrundwerten von 15 aufeinanderfolgenden, fluoreszenz-
markierten Hybridisierungen auf Polypropylenmembran mit anschlief3ender Regeneration.

Signal / Hintergrund-Verhéltnis zwischen Nylon- und Polypropylenmembran

—@— Signal / Hintergrund Polypropylen

—O— Signal / Hintergrund Nylon

S/ H -Verhéltnis
o))
Il

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Hybridisierung

Abb. 3.6  Signa/HintergrundVerhdtnis zwischen Nylon- und Polypropylenmembran bei 15
aufeinanderfolgenden Hybridisierungen. Im Mittd ist dabei das S/H-Verhdtnis der
Polypropylenmembran um den Faktor 2 besser als bei der Nylonmembran.
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3.1.5 Vergleich radioaktiv- und fluoreszenzmarkierter

Hybridisierung auf Membranen

Im Vergleich der Fluoreszenz- und Radioaktivhybridisierung auf Nylon- und Polypropylen-
membran kam wiederum das Oligonwleotid T7, am 5-OH-Ende entweder mit Cy5
fluoreszenzmakriert oder **P radioaktivmarkiert, zum Einsatz. Wie in Abbildurg 3.7 ceutlich
wird, erreichte die Uber alle Spots gemittelte Signalintensitdt auf der Polypropylenmembran bei
Fluoreszenzhybridisierung etwa 92 % und bei der Radioaktivhybridisierung 100 % der
Signalstérke der Nylonmembran. Dies dokumentiert, da? beide Membrantypen de gleiche
Beladungskapazitat besitzen.

Das Signal/Hintergrund-Verhdtnis variiert bel der Fluoreszenzdetektion aufgrund der
unterschiedlichen Autofluoreszenz des Tragermaterials sark mit der Wahl der Membran (siehe
Kap. 3.1.4. Bei der Radioaktivdetektion gibt es zwischen beiden Membranen keinen
Unterschied im Signal/HintergrundVerhdlitnis. Im Vergleich zwischen Radioaktiv- und
Fluoreszenzdetektion ergibt sich jedoch ein um den Faktor 10 bessres Signal/Hintergrund
Verhdltnis fur die Radioaktivhybridisierung, wie in Abhbildung 3.7 zu sehen ist.

Sonde T7-Cy5 T7-*P
Membran Nylon Polypropylen Nylon Polypropylen
25000
22570
20675
200001
:§
‘D
§ 150007
E
g
_U!
@ 10000 1 9245
5131
5000
O Signal
Il Hintergrund o l 569 14 A2 45
S/H-Verhdtnis 24:1 4:1 40:1 39:1

Abb. 3.7 Vergleich der Hybridisierung mit fluoreszenz- (Cy5) und radioaktivmarkierter (*°P)
Oligonucleotidsonde T7 auf Nylon- und Polypropylenmembran. Die Signalintensitéten sind
Uber alle Spots des Arrays gemittelt. Die Beladungskapazitét der verschiedenen Membranen
ist vergleichbar anhand der sehr dhnlichen Signali ntensitéten. Im Vergleich von Radioaktiv-
zu Fluoreszenzdetektion ergibt sich allerdings ein um den Faktor 10 besseres S/H-Verhdtnis
fr die Radioaktivhybridisierung, so dal3 dese fir al e weiteren Versuche eingesetzt wurde.
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3.1.6 Einflul3 der Expositionszeit

Um den Einflul® cer Expasitionszeit, die typischerweise zwei bis drei Tage betrug, bestimmen zu
konren, wurde én Arabidopsis-Array mit einer komplexen, **P-markierten, einzelstrangigen
cDNA-Probe ais Calus-Gewebe hybridisiert, fir jewels zwei und de Tage auf einem
Phospharscreen exporiert, am Phasphaimager eingelesenen und de Spotdetektion mit Hilfe der
AlS-Auswertesoftware durchgefiihrt (sehe Kap. 2.2.9 Is 2.2.1]). Der Vergleich beder
Transkriptionsprofile fand im Scaterplot statt. Das Ergebnisist in Abbildung 3.8 dokumentiert.
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Abb. 3.8 Bestimmung des Einfluses der Expositionszeit auf die Vergleichbarkeit komplexer
Transkriptionsprofile durch Vergleich einer 2- und 3Tages-Exposition eines genomischen
Arabidopsis-Arrays im Scaterplot. Dabei zegen sich expositionsbedingte Variationen vor
allem im Bereich geringer Signalintensitéten, da dort ein absoluter Variationswert prozentual
starker ins Gewicht falt as bel starken Signalintensitdten. Daher wurde dieser Bereich von
weiteren Analysen ausgeschlossen (siehe Kap. 2.212.2).

Die Steigung der Transkriptionsprofile liegt exakt auf der Diagonalen, d.h. de Software konnte
durch de Normalisierung de Steigung beider Datensétze auf den Wert 1 adaptieren und somit
den Effekt durch urterschiedliche Expasitionszeiten eliminieren. Damit entspricht die Zunahme
der Signalintensitdt von der 2-Tage-Exposition zur 3-Tage-Exposition fir den gesamten
dynamischen Detektionsbereich einem konstanten muilti pli kativen Faktor.
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3.1.7 Bestimmung der Menge an membrangebundenem
PCR-Produkt

Untersucht wurde die Menge a gespottetem PCR-Produkt in Abhangigkeit von cen

verwendeten Pinduchmessern. In Abbildung 3.9 ist der hybridisierte DNA-Array sowie die
verwendeten Parameter dargestellt.

Spotherstellung Roboter Pipette
Spotspalte 1 2 3

AN

5 6

Pindur chmesser 2mm | 0,7 mm| 0,4 mm

[EEN
- 1

Spotvolumen ? ? ? 0,5ul 0,25 pl
Volumentransfer 1x 10 x 20 x 1x 1x 1x
3 6
PCR-Produkt | e o ue
1
% 85 oe 0w Of
B . ® O @ =
o8 8 B
. @ o
- e U@ O
' @) @ &0
i .
- S0 &0
B Ve ®0 60
F e o0o® o@

Abb. 3.9 DNA-Array zur Bestimmung des Spotvolumens bei Pins unterschiedlicher Grofe (,?“ in
Tabelle). Dazu wurden sechs verschiedene PCR-Produkte fir eine Eichgerade in bekannten
Konzentrationen gespottet, um die Menge der durch die verschiedenen Pins gespotteten
PCR-Produkte zu mesen (siehe Kap. 2.2.36). In den rot umrandeten Bereichen wurden die
Signalintensitéaten, in den bau umrandeten Flachen der Hintergrund gemessen urd von der
Signalintensitét subtrahiert. Uber die Signale in den Spalten 4 bis 6 konrten Eichgeraden
aufgestellt werden, anhand derer die Konzentration und damit auch de Menge an
membrangebundenem PCR-Produkt bestimmt werden konrte.

Die Signale auch der dinren Pins unterschieden sich eindeutig vom Hintergrund undwaren

daher gut auswertbar. Beim Vergleich der Pins 0,7 mm und 0,4mm zeigte sich, dal3 de Spoats
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der 0,7 mm Pins mit der Hélfte der Volumentransfers eine vergleichbare Signalintensitét zu den
Spots der 0,4 mm Pins aufwiesen. Gleichzeitig waren de Spotgrofien sehr dhnlich.

Eine quantitative Auswertung der Signalintensitéten und de Bestimmung der gespotteten
Volumina mittels einer Eichgeraden (siehe Kapitel 2.2.3.9 fuhrte zu den Ergebnissen, dein der
Tabelle 3.2 zusammengefaldt sind.

Transfer Spotvolumen Vol./Transfer & Pin | PCR-Produkt / Spot
Pin  Transfer | Mittelwert |abs. Fehler| rel. Fehler Mittelwert Intervall
20mm 1x 698l 91ul 13% 698l 50-122ng
0,7mm 10x 244l 52ul 21% 24l 20- 48ng
04mm 20x 161ul 39ul 24% 8 ul 1,0- 29ng

Tab. 32:  Uber Eichgeraden ermittelte Werte fir das gespottete Volumen in Abhéngigkeit des
Pindurchmessers und der Transferwiederholungen (siehe Kap. 22.3.6). Daraus ergibt sich
anhand kekannter PCR-Produktkonzentrationen de Menge an PCR-Produkt pro Spot. Fir
die Herstellung von DNA-Arrays wurde der 384er Nadelkopf mit PingréfRen von 0,7mm bei
20 Transferwiederholungen verwendet, um 5 — 10 g pro Spot zu erhalten.

Man erkennt, dal3 mit geringerem Pindurchmesser auch die Ubertragenen Volumina pro Transfer
als auch insgesamt und damit auch de Mengen der PCR-Produke pro Spat abnehmen. Der
Nadelkopf mit einem Pinduchmesser von 2,0mm erwies sch als zu grof3, um ein Raster mit
26.000Spats auf einer moglichst kleinen Fladhe zu spotten. Da die Nadelkopfe mit je 0,7 mm
Durchmesser fast so kleine Spots prodwzierten wie die Pins mit 0,4 mm Durchmesser, ba sich
dieser Pinduchmesser fur die Produktion der genomischen Arabidopsis-Arrays an. Da bei der
Verwendung des 0,7 mm Nadelkopfes ein 20facher Volumentransfer in einem vertretbaren
Zeitrahmen lag, konrten pro Spot des genomischen Arabidopsis-Arraysin etwa5 bhis10ng DNA

aufgetragen werden.

3.2 Qualitatsscherung komplexer Transkriptionsprofile

Die Voraussetzung fur den Vergleich komplexer Transkriptionsprofile ist die Qualitétsscherung
jedes einzelnen Datensatzes, der ein Transkriptionsprofil ergibt. Diese Qualitéskontrolle efolgte
durch Uberprifung der Ausgangsmaterialien wie das Vorhandensein definierter Spots auf dem
DNA-Array, die undegradierte RNA-Probe, die markierte dNA-Sonde und rach der
Hybridisierung die Vergleichbarkeit von Primér- und Sekundéarspot eines jeden PCR-Produks,
das a's Spotdupikat auf dem Array vorhanden ist.
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3.21 Kontrolleder Array-Herstellung mittels Oligonucleotid-
Hybridisierung

Durch de PCR-Amplifikation der cDNA-Bibliothek mit universellen Primerpaaren existierte
damit in jedem PCR-Produk die universelle Sequenz des Primers T7. Damit konrte im
Arabidopsis-Array jeder Spot durch die Hybridisierung mit nur einer Sonde ener optischen

Quialit atskontroll e unterzogen werden.

Die Abbildung 3.10demonstriert eine solche Kontroll hybridisierung mit dem Oligonucleotid T7.
Die Signalintensitdten der Spots heben sich deutlich vom Hintergrund ab und weisen damit
ausreichend PCR-Prodult fur weitere Hybridisierungen nach. Weiterhin sind de Spotsin einem
geordneten Raster hoher Dichte gespottet und Kar voneinander abgegrenzt. Damit ist der
Spotdurchgang durch  den  Robaer ordnungsgemdd  duchgefihrt  worden. Als
Orientierungspunke dienen de gut zu erkennenden leeren Spots in jedem Quadranten des
Arrays. Diese sind auf jedem der funf Felder in einer anderen Position und Orientierung
vorhanden. Aufgrund dessen kann man desen Subarray eindeutig als Feld 2 identifizieren (siehe

2252 gmw& —
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Abb. 3.10 Die Hybridisierung des Oligonuclectides T7 auf Subarray 2 des Arabidopsis-Arrays zeigt in
der optischen Qualitétskontrolle eine gleichméaliige PCR-Produktkonzentration fir die grofe
Mehrheit der auf die Membran aufgebrachten Proben. Die , Wasserfledken* auf dem Array
stammen nicht von der DNA-Array-Herstellung, sondern vom Waschen der Membran.
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3.2.2 Kontrolleder RNA-Qualitat

Um die Qualitét der isolierten Gesamt-RNA zu urtersuchen, wurde die Gesamt-RNA in eéinem
denaturierenden Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geféarbt.
Die Abbildung 3.11 zeigt ein Gel mit Ethidiumbromid-geférbter RNA. Gut zu erkennen sind de
scharfen ribosomalen Banden, de keine Degradation in Form von riedermolekularem Schmier

erkennen lassen.

1 2 3
Abb. 3.11 Qualitdtskontrolle der RNA durch gelelektro-

phaetische Auftrennung denaturierter Gesamt-RNA
aus Blattgewebe in verschiedenen Konzentrationen.
Die ribosomalen RNA-Banden sind olne nieder-
-l

RNA schlief3en lassen konrte, eindeutig erkennber.

molekulare Intensitdtsverteilung, die auf degradierte “
L

Spur: 1) 5ug
2) 10pug
3) 15ug

ET

3.23 Kontrolleder cDNA-Lange der Sonde

Die RNA wurde fur die Sondenmarkierung revers transkribiert. Die daraus hervorgehende
cDNA wurde gelelektropharetisch aufgetrennt und de radioaktiv markierte dNA-Soncde durch
Expaosition auf einem Phospharscreen detektiert. Die Abbildung 3.12 zeigt ein Gel zur
Grofenbestimmung von drei unabhangig voneinander hergestellten cDNA-Sonden von
Blattgewebe. Die gelelektrophaetische Auftrennung dokumentiert die Synthese a@nzelstréngiger,
3p.markierter cDNA-Sonden aus der reversen Transkription der mRNA, wie siein Kap. 2.2.9.3
beschrieben ist. Die Lange der Sondenmolekiile variiert dabel von 500 ls zu 2000Basenpaaren.

Abb. 3.12 Gelelektrophoretische Auftrennurg **P-markierter ¥ 1 2 3
cDNA-Sonden. Man erkennt eine kortinuierliche

cDNA-Léangenverteilung von 500 — 2200 Bp.
2027 bpP =

1534 bpP

Spur: M) A-DNA, verdaut mit EcoRI/Hind 1
947 bp P

1) cDNA-Erststrangsynthese 1
2) cDNA-Erststrangsynthese 2
3) CcDNA-Erststrangsynthese 3

100



Marcd Scheideler Ergebnisse

3.24 Kontrolleder Einbaurate

Zur Bestimmung der Einbaurate von Radionucliden standen zwel Methoden zur Auswahl, die
Prézipitation vonNucleinsiauren mit TCA und de Trennung von cDNA-Pellet und Uberstand.
Mit beiden Methoden wurden vergleichbare Einbauraten gemessen. Die Einbaurate betrug bel
der cDNA-Erststrangsynthese von RNA 50 - 90 %, bei der Markierung von DNA-Fragmenten
durch 'Randam Hexamer Priming 70-90 % und kei der Markierung von Oligonucleotiden durch

5"-OH-Phaspharyli erung tibli cherweise 90 %.

3.25 Vergleich von Primar- und Sekundar spot

Der nach der Hybridisierung erstellte Datensatz eines komplexen Transkriptionsprofils konrte
durch den Vergleich von Primér- und Sekundérspot eines jeden PCR-ProduMs, das als
Spotdudikat auf dem Array vorhanden ist, urtersucht werden. Die Abbildung 3.13stellt einen
Vergleich von Primér- und Sekundirspot dar. Am Korrelationskoeffizienten von 0,98904als
auch an der Vertellung der Spats kann man erkennen, dal3 de Variation zwischen Primar- und
Sekundérspot sehr gering ist. Dies deutet auf ausreichend hote Stringenz bei der Hybridisierung
hin.

correlation coefficient: 0.98904
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Abb. 3.13 Scatterplot mit Vergleich von Primér- und Sekundirspot mit der identischen Sequenz.
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3.3 Qualitatsscherung beim Vergleich komplexer

Transkriptionsprofile

Fur die Qualitétsscherung keim Vergleich komplexer Transkriptionsprofile wurde zunachst die
Reprodwzierbarkeit der Ergebnisse untersucht. Damit wurden Signalvariationen mit tednischen
und method schen Ursachen von der biologischen Variation urterschieden, de esin Form der

differentiellen Transkription der Gene zu messen galt.

Dazu wurden Experimente mit ali qudierten RNA-Proben durchgefiihrt, die dle aus der gleichen
Gewebeprobe und RNA-Extraktion stammen. Der Vergleich vonzwel Hybridisierungen mit der
gleichen Probeist in Abbildung 3.14dargestellt.
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Abb. 3.14 Vergleich zweier komplexer Transkriptionsprofil e der identischen Probe im Scatterplot, die
in voneinander unabhéngigen Experimenten von der gleichen Probe erstellt wurden. Man
erkennt, dai3 die Gene, die stérker von der Diagonal en abweichen, im Quadranten links unten
bei schwadher Signalintensitét zu finden sind.

Man erkennt, dal3 de grofRe Mehrheit der Spots mit einer noch zu bestimmenden Variation un
die Diagonale streut. Dies bedeutet, dal? in beiden identischen Experimenten die Signale mit nur
geringer Variationsbreite differieren. Der Korrelationskoeffizient von 0,98393 &stétigt dies.
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Mit diesen Datensdtzen wurde zum einen de Detektionsgrenze der differentiellen Transkription
bestimmt, zum anderen de Reproduzierbarkeit der Hybridisierungen anhand der Variation der
Signalintensitdten bei identischen Experimenten urtersucht und der prozentuale Fehler aler
Verhdtnisse ermittelt.

3.3.1 Limit der detektierbaren differentiellen Transkription

Die Detektionsgrenze der differentiell en Transkription wird definiert durch einen Schwell enwert,
der auf einer statistischen Auswertung beruht und zwischen methodscher und hbologischer
Variation urterscheidet. Unterhalb deses Schwell enwerts fihren technische und method sche
Ursadhen zur Streuurg, oberhalb des Grenzwertes kann de biologisch relevante Variation, d.h.
die differentiell e Transkription, detektiert werden.

Zur Bestimmung des Detektionsgrenze der differentiellen Transkription wurde &n
Variationsintervall definiert, das 99,5 % aler Signalintensitatsverhdtnisse enschliefen soll.
Dieses Variationsintervall schlof3 in drei Vergleichen mit jewells identischen Proben alle
Signalintensitdtsverhédltnise en, de im Mittel zwischen einem Differenzfaktor von - 1,80 bs
+ 1,80 lagen. Damit liegt das Limit der detektierbaren dfferentiellen Transkription kel Faktor

+ 1,80.

3.3.2 Reproduzierbarket von Hybridisierungen

Fir die Bestimmung der Reprodwzierbarkeit von Hybridiserungen wurde ais dem
arithmetischen Mittel der Signdintensitdten, de zu enem Spot gehbren, und dr
Standardabweichung, die den mittleren Fehler einer Einzelmesaung definiert, der prozentuae
Fehler der Intensitétsfaktoren ermittelt (siehe Kap. 2.2.13. Diese prozentuale Variation ketragt
Uber al e Spats gemittelt 25 %.
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3.3.3 Vergleich zwischen der Hybridisierung auf DNA-Array und
Northern Blot

Um die Resultate der differentiellen Genregulation uner Einsatz der DNA-Array-Techndogie
zu validieren, wurden sie mit den Ergebnissen der bisherigen Standardmethode, dem Northern
Blot, verglichen. Dazu wurden fur die DNA-Array-Hybridisierungen RNA-Proben von Bléttern
als Sonde engesetzt, die anem typischen Tag/Nadit-Rhythmus von 816-Stunden urterlagen.
Dabel wurde die Tagesprobe nach 4 Stunden Belichtung, die Nadtprobe nach 8 Stunden
Dunkelheit von der Pflanze dgenommen undeingefroren. Fur den Northern Blot wurden zwei
spezifische  dNA-Sonden  ausgewdhlt, die Kkleine Untereinheit des Enzyms
Ribul osebisphasphat-Carboxylase/Oxygenase  (RubisCO: Klon-ID 174M11T7, Array-Pos.
12C06) fir die differentielle Regulation, da RubisCO das Schltisslenzym des lichtindwzierten
Calvincyclus ist. Der Elongationsfaktor EF-1a (Klon-ID 232A19T7, Array-Pos. 20D10) diente
als kongtitutiv exprimierte Kontrolle. Die Abbildung 3.15 dokumentiert die Hybridisierungen auf
Northern Blot und DNA-Array undzeigt die Ergebniss der Intensitétsverhdltnisseim Vergleich.

Bilddaten Northern Blot DNA-Array Vergleich
Sonde Nacht Tag Nacht Tag
; % - é )
RubisCO Y =
' 0 @P4i e | =
& » )4 - %
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, - - " 5 2
EF-1 ' w =>‘=>. »y
: y Log inntensitét l\iacht

Quartifizierung und Intensitatsverhaltnis Tag/ Nacht
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o r N W A O O N
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SI-Verhdltnis Tag/ Nacht

EF-1 1,2 15
EF-1 R ubisCO
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Abb. 3.15 Vergleich der Ergebnise aus Northern Blot- und DNA-Array-Hybridisierung. Beide
Techniken zeigen ein konstantes RNA-Niveau fir EF-1 bei Nadit und Tag. Fir RubisCO
ergibt sich ebenfalls mit beiden Methoden ein Anstieg der RNA-Menge von Nadt auf Tag
um den Faktor 5 bzw. 6. Die Quantifizierung fir die DNA-Array-Daten ist im Scatterplot
(oben) undfir den Vergleich mit dem Northern Blot im Diagramm (unten) dargestellt.
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Man erkennt im Northern Blot eine konstitutive Transkription fir EF-1 undeine differentielle
Transkription zwischen Tag- und Nadtprobe. Zum gleichen qualitativen Ergebnis kommt men
bei der DNA-Array-Hybridisierung, fur die zum einen de entsprechenden Spotausschnitte
unabhéngig voneinander gezeigt sind, zum anderen der Scaterplot mit allen Spotsim Vergleich.
Fur die kleine Untereinheit von RubisCO zeigt sich dagegen eine wesentlich stérkere

Transkriptionin der Tagesprobe gegentber der Nachtprobe bei beiden Methoden.

Dieses quditative Ergebnis wird duch de Quantifizierung noch bestdtigt. Der Faktor der
differentiellen Transkription fir EF-1 betragt 1,2 im Northern Blot und 1,5im DNA-Array, der
Faktor fir RubisCO liegt bei 6 bzw. 5. Das Diagramm, das die e@mittelten Daten aus Northern
Blot und DNA-Array noch einmal graphisch vergleicht, zeigt eine gute Korrelation der Daten

aus beiden Methoden mit einem prozentualen Fehler von etwa 20 %.

3.34 Zusammenfassnde Ubersicht zum genomischen

Arabidopsis-Arr ay

In Tabelle 3.3 sind nach einmal die Ergebnisse der Herstellung und der Reproduzierbarkeit der

Anwendung des genomischen Arabidopsis-Arrays zusammengestellt.

Genomischer Arabidopsis-Arr ay
¢ max. Spotanzahl :30.720
1 * Subarrays 5
 Subarray-Elemente : (4x4)x 384
‘ « Tragermaterial : Nylon-/Polypropylenmembran
2 * gespottete PCR-Produkte : 13.000
¢ PCR-Produkt-Lange : 500 - 2.500 bp
3 « DNA / Spot : 5-10ng
i * Wiederverwendbarkeit : 15x
4 * Probenmaterial : 25pgtota RNA
5 « Reproduzierbarkeit der Hybridisierung
Kor.-Koeffizient Primar-/Sekundérspot : ca0,9
53 Kor.-K oeffizient Probe Exp. 1/Exp. 2 : ca0,98
‘ 995 % aller relativen Faktoren zwischen ~ :  -1,80 wnd +1,80
mittlere Std.-Abweichung aler Verhdltnisse : 25%

Tab. 33:  Zusammenfassende Ubersicht zum genomischen Arabidopsis- Array.
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3.4 Diverse Arten von Ankerpunkten fur die Bestimmung
der differentiellen Transkription beim Vergleich

komplexer Transkriptionsprofile

Fur den Vergleich komplexer Transkriptionsprofile ist eine Normali sierung notwendig, wie sie
in Kapitel 2.2.12.1 leschrieben ist. Dazu wurde jeder Datensatz durch Abzug des lokaen
Hintergrunds korrigiert und de Steigung der Transkriptionsprofile Uber eine statistische
Auswahl von Genen auf 1 normiert. Die Bestimmung des Faktors der differentiellen
Transkription konrte mit verschiedenen Ankerpunken duchgefihrt werden. Fur solche
Ankerpunkte bietet sich zum einen eine Genauswahl an (siehe Abb. 3.16A). Zum anderen gibt
es die Moglichkeit, nur einige Spoats auf dem DNA-Array als Ankerpunke zu definieren, de
einen sehr hohen Korrelationskoeffizienten ergeben. Diese Spots kdnren entweder von
konstitutiv exprimierten Genen stammen, de im Vergleich verschiedener Transkriptionsprofile
eine sehr ahnliche Signaintensitdét und dmit Transkription aufweisen. Oder man het
Kontrollspots mit  Arabidopsis-orthogonalen Sequenzen auf den DNA-Array gespattet, die, in
exakt gleicher Menge den zu vergleichenden Hybridiserproben schon va der
Sondenmarkierung  zugesetzt, im Vergleich von zwe  Transkriptionsprofilen ein
Signali ntensitatsverhéltnis von 1 ergeben (siehe Abb. 3.16B). Diese werden im folgenden als
heterologe K ontroll sequenzen bezeichnet.
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Log Signalintensitét in Probe 1 Log Signalintensitét in Probe 1
# Mehrheit der Gene @ Kkonstitutiv exprimierte Gene bzw.
heterologe Kontroll sequenzen

Abb. 3.16 Auswahl verschiedener Ankerpunkte fiir die Normalisierung komplexer
Transkriptionsprofile.
A) statistische Auswahl von Genen B) kongtitutiv exprimierte Gene bzw.

heterologe Kontroll sequenzen
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34.1 Statistische Auswahl von Genen als Ankerpunkt

Fur die Bestimmung des Faktors der differentiellen Transkription beim Vergleich komplexer
Transkriptionsprofile im Scaterplot konrte ane statistische Auswahl von Genen as Ankerpunk
verwendet werden. Diese Genauswahl wurde bel jedem Vergleich automatisch neu bestimmt.
Dazu wurden Gene hoher Signali ntensitat ausgewahlt, um den linearen K orrel ationskoeffizienten
zu berechnen. Durch Hinzunahme von Genen geringerer Signalintensitét ndhert sich der Wert
des Korrelationskoeffizienten weiter an den Wert 1 an, bis der Wendepunk erreicht wird, an
dem durch Hinzunahme von Genen nach geringerer Signdintensitét der lineare
Korrelationskoeffizient anfangt zu falen. Dies ist der Schwellenwert, der die Genauswahl
bestimmt undin gleicher Weise fir die Normierung angewendet wurde. Abbildung 3.17zeigt ein
Beispiel, bei dem die Blauférbung die ausgewéhlten Gene darstellt. Der Schwell enwert, der diese

Auswahl an Genen limiti ert, liegt an der Grenze zwischen Blau- und Schwarzfarbung.

10
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Log Signalintensitdt Tag
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Log Signalintensitdt Nacht

Abb. 3.17 Die datigtische Auswahl von Genen fir die Bestimmung des Differenzfaktors der
Transkriptionist in blau dargestellt. Die Gene mit niedriger Signalintensitét werden aufgrund
der starken Variationim Differenzfaktor fir die Normalisierung zweier Transkriptionsprofil e
ausgenommen.
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3.4.2 Konstitutiv transkribierte Gene von Arabidopsisthaliana

Um den Faktor der differentiellen Transkription im Vergleich komplexer Transkriptionsprofile
zu finden, konrien auch einige ausgewahlte, korstitutiv exprimierte Gene verwendet werden.
Diese Gene sollten auf einem konstanten Niveau korstitutiv exprimiert werden, unabhangig von
den Bedingungen des Experiments. Dazu wurden mittels eines iterativen Verfahrens im
Vergleich komplexer Transkriptionsprofil e verschiedene Gewebe - Blatt, Blite, Wurzel, Sprosse,
Cdlus und Stamm - miteinander verglichen undGene selektiert, dieim Faktor der differentiellen
Transkription mit maximal einer Ausnahme den Wert 2 nicht Uberschritten. Diese selektierten
Gene wurden daraufhin in den Ubrigen Geweben Uberprift und weiter selektiert. Tabelle 3.4
zeigt die abschlielRende Ubersicht tiber 29 Gene mit nur teil weise bekannter Anndation, de bel
den genannten Geweben als konstitutiv exprimierte Gene auf konstantem Niveau gefunden
werden konrten und @mit potentielle Ankerpunkte fir die Bestimmung des Faktors der
differentiell en Transkription darstell en.

N, Arrookaiio Ka_ID EST 1D T
1 acti ] kdeg 162 TT P 15774 [TCEe0l
2 alpke-6 twhalin, TITAG J6MIST? [P leass  [TCalsT
3 kgt facer Falghe, ER 1 algha A1 16417T7 P 12640 [TCI38G2
4 ghyire richprotein A% 1E112T7 P_11256
5 higree HlAisbe 194 17 P 18127 [TCosE:
6  higoee IOE oz 1BEITT? [P lsseT  |TClE:E:2
7 histooe IB solog 169HET? P 39 [TCo5Ls
&  HMAM gme prodoct [Petmi korida] 151GIT7 [P_11561
9 peptide methiorine arFodde redirtase IWENTT [P_0Is4

10 plasmamembrae inrinsic protedn. 10 IO013TT [P0
11 polnbiguidubgll JWELITT [P Ises  [TCag4n
12 pobnbiguid ubg3 149T4T7 P 11154  [TCE
13 PS-Hpreorso [Miotime symestris] 10MBT? [P 11510
14 e (OS2 protein #olog 1RI6T? P_W06E  [TCoas
15 - 108T18T7 P 1570 |TCI0™G
16 - 1ZKIST? [P 115 |TCllao:2
17 - 15315T7 P 11544
15 - 161C5T7 P_12046
19 - 171F4T7 P_13eE0  |TC46312
0 - 176E4T? [P 14765
21 - 18IFI0TF [P 15173
22 - 192K18T? [P 15644 [TCoR6s
23 - 12HIST? [P 16712
24 - IBFNTT [Pl |TolmT
25 - IMIET? P 1956 [TCoRm
26 - 215LATT P_196l5  [TCorem
a7 - JWHEITY [P _lome  [TCsm42
28 - INEBTT P 19813
29 . A3TRIATT IS TH

Tab. 34:  In den Geweben Blatt, Blite, Wurzel, Sprosse, Callus und Stamm konstitutiv transkribierte
Gene aif konstantem Niveau als potentielle Ankerpurkte fir die Bestimmung des
transkriptionellen Differenzfaktors.
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3.4.3 Heterologe Kontrollsequenzen

34.3.1 Bestimmung heterologer Kontrollsequenzen

Zur Bestimmung des Faktors der differentiellen Transkription konrien auch einige ausgewdahlte
Spoats verwendet werden, deren DNA heterolog und zu Sequenzen von Arabidopsis orthogonal
waren. Um zu Arabidopsis orthogonale Sequenzen zu finden, wurden einige Gene der Hefe
Saccharomyces cerevisiae gesucht, die an der Sporulation und @r Zell verschmelzung beteili gt
sind (siehe Kap. 2.2.5.2. Diese Gene wurden mit ORF-spezifischen Primern PCR-amplifiziert
und mittels Random Hexamer Priming mit *P markiert. Damit wurden Hybridisierungen auf
Membranen durchgefuhrt, die jewells ein Spotdugikat von genomischer Hefe-DNA links und
von genomischer Arabidopsis-DNA redhts trugen. Wie man in Abbildung 3.17 links erkennt,
bindet als Positivkontrolle genomische Hefe-DNA as Sonde sowohl an Hefe- as auch an
Arabidopsis-Sequenzen. Bel der Hybridiserung der Hefe-PCR-Produkte in Abbildung 3.18
rechts binden de Sonden an de Spots mit genomischer Hefe-DNA als Positivkontrolle, aber
nicht an de Spots mit genomischer Arabidopsis-DNA. Die sichtbaren Spots auf der linken Seite
zeigen, dal3 de Hybridisierung erfolgreich stattgefunden hat. Damit erflllten die untersuchten
Gene die Bedingung einer zu Arabidopsis orthogonalen und heterologen Sequenz und konren
damit fUr die Herstellung heterologer Kontrollen denen.

Sonde Zielsequenz Sonde
Positivkontrolle geztﬁreg:e%e
genomische YGRO59W B4
Hefe DNA YCRO66W B5
YHR139C B6

Arabidopsis Actin YJL170C  B10
YJROS3W  B1l
YJR094C C2

YNL204C C9

Abb. 3.18 Hybridisierungen zur Bestimmung heterologer Kontroll sequenzen. Die linke Spalte (gelb &
grun) zeigt die Kontrollsignale, die zeigen, dal3 die Hybridisierung funktioniert hat. Die
ausgewahlten Hefesequenzen in der rechten Spalte zegen his auf die Positivkontrollen (gelb)
keine Hybridisierungssignale (griin), d.h. diese verwendeten Sequenzen sind pdentielle, zu
Arabidopsis heterologe Kontrollen.
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3.4.3.2 Herstellung heterologer mRNA-Kontrollen

Um die heterologen Kontrollsequenzen auch als Ankerpunkte im Vergleich komplexer
Transkriptionsprofile verwenden zu konren, muf¥en sie mit der komplexen RNA-Probe im
gleichen Ansatz markiert werden. Um sie in einer reversen Transkription mittels dT,g-Oligomer
einsetzen zu kénren, mulden sie wie die Proben-mRNA ein 3"-payA-Ende besitzen, am 5°-Ende
jedoch de zu Arabidopsis heterologe Kontrollsequenz. Die Herstellung heterologer mRNA-
Kontrollenist in Abbildung 3.19 dargestelit.

Probe: mRNA 3| (AAAAAA), Arabidopsis Gensequenz 5
Kontrolle: mRNA 3’| (AAAAAA), Heterol oge Kontrollsequenz 5
1. Vektor

pBluescript I1 SK+

2. polyA/T-Insertion Hindlll EcoRl
v v
(AAAAA)
(TTTTT),, T3
3. Insertion der EC+0RI BainHI
Kontroll sequenz

(AAAAA) | Heterologe
(TTTTT) Sequenz Bl DNA

4, Invitro
Transkription (AAAAA),,  Heterologe Sequenz T3 mRNA

heter ologe K ontroll-mRNA

5. cDNA Erststrang-
Synthese (TTTTT) Heter ologe Sequenz T3 CcDNA

mar kierte cONA-Sonde

Abb. 3.19 Strategie zur Herstellung heterologer Kontrollsequenzen. Durch Insertion eines polyA/T-
Fragmentes und einer heterologen Kontrollsequenz wird ein neues Vektorkonstrukt erstellt,
aus dem sich mittels in vitro Transkription eine heterologe Kontroll-mRNA herstellen 180%.
Diese Kontroll-mRNA kann dann zur komplexen Probe in definierter Menge zugegeben
werden, unin der spateren Auswertung als Ankerpurkt zu dienen.
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Wie in Abbildung 3.20 dargestellt, wurde zuerst ein pdy (A/T)so-Fragment in der geeigneten
Orientierung in den Vektor pBluescript 1l SK+ kloniert und in E.coli-Zellen mittels
Elektroparation transformiert (siehe Kapitel 2.2.5. Aus mehreren transformierten Zellen wurde
Plasmid-DNA isoliert, das pay (A/T)so-Fragment durch Restriktionsverdau herausgeschnitten,
¥p.markiert und elelektrophoretisch nachgewiesen. Die Abhildung 3.20 A zeigt den
gelelektrophaetischen Nachweis des pay (A-T)so-Fragmentes in vier transformierten E. coli-
Klonen. Anschlief3end wurde in diese Transformanten jeweil s eine heterologe Kontroll sequenz
kloniert. Der Nadhweis der Insertion und Transformation der heterologen Kontroll sequenzen
konnte Uber eine PCR-Amplifikation mit anschlieffender gelelektrophoretischer Auftrennung des
Insertionsfragmentes erbracht werden. Diesist in Abbildung 3.20B dargestellt.

A) Nachweis des polyA/T-Fragmentes B) Nachweisder heterologen I nsertionen
M 50 T1T2T3T4 M B4 B5 B6 B10B11C2 C9

&

100 bp

50 pr *

Abb. 3.20 Nadweisder Insertion des poly (A-T)so-Fragmentes und der heterologen Sequenzen.

A) Isolation des 50 Basenpaa langen poly (A-T)so-Fragmentes durch Restriktionsverdau — mit
EcoRI/Hindlll, **P-Markierung mittels 5 -Phasphaylierung und gelelektrophoretische
Auftrennurg im 3 %-igen Agarosegel.

M: Langenstandard mit 100 urd 50 Basenpaaren.

50: fur die Klonierung verwendetes poly (A-T)se-Fragment.

T1-T4:  Nadweisdesklonierten pdy (A-T)se-Fragmentesin vier transformierten
E. coli-Klonen.

B) Isolation der heterologen Kontrollsequenzinsertionen durch PCR-Amplifikation mit
anschlieffender gelelektrophoretischer Auftrennurg im 1,5 %-igen Agarosegel.

Mit diesen Vektorkonstrukten konrten in einer in vitro Transkription mittels T3-RNA-
Polymerase sieben verschiedene heterologe Kontroll-mRNASs hergestellt werden. Zusétzlich
konnte die mRNA von a- und B-Globin vom Kaninchen von der Firma Gibco Life

Tedndogies, Karlsruhe, kammerziell erworben werden.
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Diese insgesamt 9 heterologen Kontroll-mRNAs konnten einer komplexen RNA-Probe vor der
Markierung zu je 100 ng zugesetzt werden. Ein Transkriptionsprofil mit zugesetzten heterologen
Kontrollsequenzen zeigt Abbildung 3.21 A, in der die Kontrollsignale, rot umrandet und mit
Pfeilen markiert, gut zu erkennen sind. Die Anhéufung rot markierter Signale geringer Intensitéat
stellen leae Spots dar, die as Negativkontroll en verwendet wurden.

In Abbildung 3.21 B ist die Hybridiserung markierter, heterologer Kontroll-cDNAs auf
Kontroll spots dokumentiert. In der ersten Spalte wurde das T7-Oligomer a's Positivkontrolle auf
alle Kontrollspats hybridisiert. In den Spaten 1 bis 5 wurde jeweils eine Kontroll-mRNA
markiert und hybridisiert. Dabei ist keine Kreuzhybridisierung der Kontrollen urtereinander zu
erkennen.

Die Abbildung 3.21 C demonstriert ein Transkriptionsprofil, bei desen Herstellung keine
heterologe Kontrolle zugesetzt worden war. Die rot markierten Kontroll spots liegen mit sehr
geringer Signalintensitdt im Hintergrundkereich wie die leeen Spats in Abbildung 3.21 A und

weisen damit auch keine Kreuzhybridisierung mit der komplexen Arabidopsis-Sonde aif.

A) Transkriptionsprofil einer B) Hybridisierung heterologer | C) Analyse auf Kreuzhybridi-
komplexen mRNA-Probe Kontrollsequenzen auf sierung der heterologen
mit zugesetzter heterologer heter ologe Kontrollspots Kontrollsequenzen
Kontroll-mRNA

i
w10

B

3
=
N
w
IN
o
ma

Abb. 3.21 Hybridiserungen zur Verifikation der Kontrollsequenzen.

A) Transkriptionsprofil mit zugesetzten, heterologen Kontrollsequenzen, die rot umrandet und
mit Pfeilen markiert sind. Die roten Spots geringer Intensitét sind lege Spots as
Negativkontrolle.

B) Hybridisierung heterologer Kontroll-cDNAs auf Kontrollspots. Die erste Spalte zeigt eine
Kontrollhybridisierung mit dem T7-Oligomer. Die Spalten 1 bis 5 zeigen die spezifische
Hybridisierung jeweil s einer heterologen Kontrollsequenz.

C) Transkriptionsprofil ohne Zusatz heterologer mRNA-Kontrollen. Die rot umrandeten undmit
Pfeil markierten, heterologen Kontrollspots liegen im Hintergrundbereich geringer
Signalintensitét und demonstrieren, dal3 keine Kreuzhybridisierung zwischen Kontroll spots
undkomplexer Arabidopsis-Sonde auftritt.
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3.4.4 Anwendung und vergleichende Analyse der ver schiedenen

Arten von Ankerpunkten

Fur die Bestimmung des differentiellen Transkriptionsfaktors danden drei verschiedene Arten

von Ankerpunkiten zur Verfligung:

A) statistische Auswahl von Genen
B) konstitutiv exprimierte Gene mit konstantem Transkriptionsniveau

C) heterologe K ontroll sequenzen

Um den Einflu und de Stabilitét dieser Ankerpunkie auf die Bestimmung des Faktors der
differentiellen Transkription zu analysieren, wurden Ergebnisse ais dem Vergleich komplexer
Transkriptionsprofile mit jedem Ankerpunktyp namalisiert. Fir die Bewertung der Stabilit &
der verschiedenen Ankerpunktypen wurden zwei Falbeispiele aisgewdhlt. Der Fal 1
reprasentiert eine nur geringe differentielle Transkription zwischen zwei Transkriptionsprofilen
und wird am Beispiel des Tag-Nadt-Vergleiches von Blattproben von Arabidopsis thaliana
dargestellt. Der Fall 2 reprasentiert eine grofe differentielle Transkription zwischen zu
vergleichenden Transkriptionsprofilen. Dieser Fall wird anhand der Untersuchung der
Pathogenantwort mit dem avirulenten Bakterium Pseudomonas syringae pv. tomato 7 Stuncden
nad versuchter Infektion demonstriert (siehe Abb. 3.2).

Die Abbildung 3.22 dokumentiert die Scadterplots in beiden Fallbeispielen mit der
Normalisierung mittels der drei genannten Ankerpunktypen (A-C). Man erkennt im Fall 1 far
geringe differentielle Variationen im Transkriptionsmuster, dal3 de drei Scaterplots nach
Anwendung aller drei Arten vonAnkerpunkien keine Anderung zeigten. Die drei verschiedenen
Ankerpunkitypen (A-C) fuhren zum gleichen dfferentiellen Transkriptionsfaktor, d.h. es gibt
keine Verschiebung der Masse der Signalintensitéten paralel zur Diagnonalen. Der Fall 2 fur
grofRe differentielle Variationen im Transkriptionsprofil weist dagegen eine Verschiebung auf.
Die konstitutiv exprimierten Gene (B) aus diversen Gewebevergleichen zeigten zum Teil eine
erhOhte Transkription 7 Stunden nach Pathogeninfiltration der Pflanze und \erénderten damit als
Ankerpunkte den dff erentiellen Transkriptionsfaktor fur jedes Gen um den Wert - 1,0, gemessen
an dem Transkriptionsfaktor, der durch de statistische Auswahl von Genen als Ankerpunk (A)
erhalten wurde. Mit den heterologen Kontroll sequenzen as Ankerpunke (C) verénderte sich der
differentielle Transkriptionsfaktor fir jedes Gen im Vergleich zur Mehrheit der Gene ds
Ankerpunk um den Wert + 1,0.
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Fall 1: Vergleich in Blattprobe Fall 2. Vergleich in Blattprobe nach 7 Std.
Nacht - Tag Kontrolle - Pathogenantwort

A) Ankerpunkt: statistische Genauswahl A A) Ankerpunkt: statistische Genauswahl

3

%

%

Log Intensitat Blattprobe Tag

Log Intensitét pathogen-infiltrierte Blattprobe nach 7 Std.

»

v

Abb. 3.22

Log Intensitét Blattprobe Nacht Log Intensitdt Kontrollblatt nach 7 Std.

Vergleich der Stabilitdt verschiedener Ankerpunkttypen fir die Normalisierung komplexer
Transkriptionsprofile. Fir Fall 1 und 2sind de Scatterplots nach der Normalisierung des
transkriptionellen Differenzfaktors mit dem jeweiligen Ankerpunkityp (A-C) dokumentiert.
Man erkennt im Fall 1 fir eine geringe differentielle Transkription keine Unterschiede
zwischen den verschiedenen Ankerpurkttypen, dh. die Masse der Signalintensitdten weist
keine Verschieburngen parallel zur Diagonalen auf. Im Fall 2 ist die Masse der Signal-
intensitdten bei der Normalisierung mit konstitutiven Genen (B) im Vergleich zu der
statistischen Auswahl von Genen (A) um den Wert —10 verschoben, flr die Normalisierung
mit heterologen Kontrollsequenzen (C) im Vergleich zu der statistischen Auswahl von
Genen (A) um den Wert + 1,0 verschoben. Damit stellt die statistische Auswahl von Genen
auch fur groRe differentielle Anderungen im Transkriptionsmuster den Ankerpunkttyp mit
der hochsten Stabilitét dar.
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Damit schwankt der durch de Normalisierung mit konstitutiv exprimierten Genen (B) und mit
heterologen Kontrollsequenzen (C) erhatene Transkriptionsfaktor im Fal 2 fir grofe
diff erentiell e Anderungen im Transkriptionsmuster um den Faktor, der durch de Normalisierung
mit der statistischen Auswahl von Genen (A) erhaten wurde. Dies zeigt, da3 mit der Wahl
unterschiedlicher Ankerpunkte aich urter Umstdnden verschiedene Transkriptionsfaktoren
erhalten werden komen. Um diese Variation auszuschlief3en, wurde in alen weiteren
Vergleichen de statistische Auswahl von Genen (A) als Ankerpunk fur die weitere Auswertung

der differentiellen Transkription gewahit.

3.5 Analyseder differentiellen Genregulation von
Arabidopsis thaliana wahrend der Abwehr des

avirulenten Pathogens Pseudomonas syringae

3.5.1 Hypersensitive Reaktion als makroskopischer Marker der

pflanzlichen, induzierten Pathogenabwehr

Um die Pathogenabwehr der Pflanze Arabidopsis thaliana untersuchen zu konren, wurden
Pflanzenbldtter auf der Unterseite, an der die Stomata liegen, duch Infiltration beider
Blatthalften mit dem avirulenten, pathogenen Bakterium Pseudomonas syringae pv. tomato , das
das Avirulenzgen avr Rpt2 exprimiert und cgher auch abgekirzt mit Pst avrRpt2 bezeichnet wird,
in Kontakt gebracht (siehe Kapitel 2.2.6. Fand eine Pathogenerkennung mit anschlief3ender
Indukion pflanzlicher Abwehrmedhanismen stait, so trat als Folge der Indukion der
pflanzli chen Pathogenabwehr eine hypersensitive Regtion auf. Diese fuihrte in fortgeschrittenem
Stadium zu einem Hof toten Gewebes um die Infektionsgell e, auch Abwehrnekrose genannt. Die
hypersensitive Re&ktion stellt somit einen makroskopisch sichtbaren Marker der indwzierten
Pathogenabwehr dar.

Eine sichtbar ausgepragte hypersensitive Reaktion an der lokalen Infektionsgelle schon 24
Stunden nach Infiltration von (licherweise 5 x10° cfu/ml Pst awrRpt2 dokumentiert die
Abbildung 3.23. Um die transkriptionelle Genregulation der indwzierten Pathogenantwort zu
untersuchen, wurden Blattproben auch zu friiheren Zeitpunkten geantet undanalysiert.
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Abb. 3.23 Hypersensitive Redtion der Pflanze Arabidopsis thaliana nach 24 Stunden als
makroskopische Auswirkung pethogen-induzierter Abwehrmecdhanismen.

3.5.2 Strategiezur Analyse der pflanzlichen Pathogenabwehr

Fur die Analyse der differentidlen Transkription der Abwehrmechanismen der Pflanze
Arabidopsis thaliana wahrend der Infektion des avirulenten Pathogens Pseudomonas syringae
pv. tomato (Pst avrRpt2) wurden Pflanzenblétter als Kontrolle mit 10 mM MgCl,-L6sung und
die Pathogenprobe mit 5x10° cfu/ml Pst awrRpt2 infiltriert. Die Probenentnahme efolgte
unmittelbar sowie 2, 7 und 24Stunden nach der Infiltration. Die Untersuchung wurde an
Gewebeproben vorgenommen, de ais drel unabhangigen Anzuchten mit beschriebener
Behandiung undinnerhalb jeder Anzucht von mehreren Pflanzen stammten. Verglichen wurden
immer Kontrollprobe und mthogen-infiltrierte Probe zum jewelligen Zeitpunk. Damit wurde

sichergestellt, dal3 pflanzenspezifische und zeitabhdngige, auRere Umwelteinflise von der
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Anayse ausgeschlossen wurden und de erhaltenen Resultate dlein auf die Pathogenantwort
zurtckzufuhren waren. Die Strategie zur Analyse der pflanzlichen Pathogenabwehr ist noch
einmal in Abbildung 3.24 Ulersichtlich dargestellt.

Zeitskala [h] 0 2 7 24
mit L } } |
Zeitpunkten der

L !

Pathogen-infiltrierte
Blatter mit
5x 108cfu/ml lo | 2 | 7 | 24
Pst avrRpt2

Vergleich von Transkriptionsprofilen
pathogen-infiltrierter Blatter mit Kontrollblattern
zum jeweiligen Zeitpunkt
Kontrollblatter

infiltriert mit Kol|llK?2 K7 K 24
10 mM MgCl,

Abb. 3.24 Versuchsaufbau der Probenentnahme und Vergleich von Transkriptionsprofilen pathogen-
infiltrierter Bl&tter (1) mit MgCl.-infiltrierten Kontrollbl&ttern (K;) zu den Zeitpurktent = 0
[10 Minuten], 2, 7und24 Stunden nech Infiltration.

3.53 Vergleich komplexer Transkriptionsprofile fir die Analyse
der induzierten Pathogenabwehr

Von jeder Probe wurde eéne RNA-Isolation, wie in Kapitel 2.2.6 keschrieben, duchgefuhrt, je
3 Soncen hergestellt und auf insgesamt 6 genomische Arabidopsis-Arrays aus einem
Produktionslauf hybridisiert (siehe Kapitel 2.2.23 und 2.2-10). Durch Expaosition auf
Phosphascreens, Einlesen der Bilddaten am Phosphaimager sowie Zuordnung und
Quantifizierung der Signalintensitdten konrten 2 urabhdngige, komplexe Transkriptionsprofile
fur die Probe | , undje 3 fir ale Gbrigen Proben erstellt werden (siehe Kapitel 2.2.1011). Damit
konrten fur den Zeitpunk 2 Stunden nach Infiltration 6 Vergleiche und fur ale weiteren
Zeitpunke je 9 Vergleiche analysiert und ausgewertet werden (siehe Kapitel 2.2.19. Die
Abbildung 3.25 stellt mit den Scaterplots A bis D einige Kontrollvergleiche zur Qualitéts-
sicherung der Resultate und mit den Scaterplots E - H die Ergebnisse der Untersuchung der
transkriptionell i ndwzierten Pathogenabwehr an 13.000Genen der Pflanze Arabidopsis thaliana
dar.
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Kontrollvergleiche aur Analyse der Pathogenantwort zu
Qualitatssicherung A verschiedenen Zeitpunkten

A
5000 A)

Intensitét Sekundarspot | 7

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Intensitat Primérspot | 7

B)

Log Intensitét Kontrolle K 7

v

10" 10" 10"

Log Intensitét Kontrolle K 7

)

Log Intensitét pathogeninfiltrierte Blattprobe |

Log Intensitét Probe | 7

10' 10° 10" 10°

Log Intensitét Probe | 7

Log Intensitét Kontrolle K 7

Log Intensitét Kontrolle K O Log Intensitét Kontroll probe K

Abb. 3.25 Vergleich komplexer Transkriptionsprofile zur Qualitdtsscherung (A-D) und zur Analyse
der pathogen-indwzierten Abwehrmedhanismen (E-H). Scaterplot A) zeigt im Vergleich
zwischen Primér- und Sekundirspot identischer Sequenz nur geringe Abweichungen. B)
stellt den Vergleich zweier Transkriptionsprofile der gleichen Kontrollprobe zum Zeitpurkt
7 Std. vor, C) gleichermal3en fir die pathogen-induzierte Probe zum Zeitpurkt 7 Std. D)
dokumentiert die transkriptionellen Anderungen im Transkriptionsmuster der Kontrolle
zwischen den Zeitpunkten O und 7 Stunden. Die Variationen in D) sind auf den Stref3 der
Infiltration, nicht aber auf die Pathogenabwehr zuriickzufiihren und werden bei der Analyse
der pathogen-indwzierten Abwehrmechanismen duch den Vergleich von Kontroll- und
pathogen-infiltrierter Probe zum jewelligen Zeitpurkt von vorneherein ausgeschlossen. E)
undF) zeigen keine grofien Variationen im Transkriptionsmuster. G) mit 7 Stunden nach der
Pathogeninfiltration weist fir etwa 10 % adler untersuchten Gene @ne erhthte
Transkriptionsrate auf. H) zeigt wieder eine Beruhigung der transkriptionellen Aktivitét.
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Zur Quaditdtsscherung der Datensdtze wurden von jedem Transkriptionsprofil die
Signalintensitédten von Primér- und Sekundérspat in einem Scatterplot gegenlibergestellt, wie
dies Abbildung 3.23 A fur ein Beispiel mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,99
dokumentiert. Die Scaterplots B und C stellen jewells den Vergleich komplexer
Transkriptionsprofile mit Datensdtzen der Proben |; und K; dar. Dabei wurden je zwel
unabhéngig voneinander erstellte Transkriptionsprofile der gleichen Probe miteinander
verglichen. Sie zeigen mit wenigen Ausnahmen fir einige Gene die typischerweise geringen
Variationen im Transkriptionsprofil fur den Vergleich identischer Proben mit einem
Korrelationskoeffizient von 0,981fir die Probe K; und 0,977flr die Probe |;. Sie dienen ds
Kontrollvergleiche fir den Scatterplot G, in dem genau dese beiden Proben, I, undK+, einander
gegenubergestellt werden. Der Scaterplot D |83t die Variation im Zeitverlauf von O auf 7
Stunden nach der Infiltration mit MgCl,-Ldsung erkennen. Diese Variation im
Transkriptionsprofil demonstriert, dal3 de Pflanze auf zeitabhdngige, aul¥ere Einflisse reagiert,
die nicht unmittelbar in de Pathogeninfektion invaviert sind. Und dese Einflise werden
gerade durch den Vergleich von MgCl,- und mthogen-infiltrierter Probe zum jeweil s gleichen

Zeitpunkt ausgeschlossen.

In den Scatterplots E bis H sind de Vergleiche fur die Analyse der indwzierten Pathogenabwehr
von Arabidopsis thaliana zu den Zeitpunken 0, 2, 7und 24Stunden nach der Infiltration mit
dem avirulenten Bakterium Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst avrRpt2) dargestellt. Man
erkennt eine leichte Zunahme der differentiellen Transkription vam Zeitpunk 0 zu 2 Stunden,
die sich wesentlich starker beim Ubergang zum Zeitpunkt 7 Stunden auspragt. Fir den Zeitpunk
24 Stunden nmmt die differentielle Transkription wieder ab, erreicht aber in ihrer Gesamtheit
noch nicht die Ausgangslage bei 0 Stunden. Damit ergibt sich bel den untersuchten Zeitfenstern
ein Maximum der differentiellen Transkription bei 7 Stunden nach der Infiltration. Die
Kontrollvergleiche B und C, in denen de beiden Proben I; und K7 jewells mit sich selbst
verglichen werden, demonstrieren, dal3 es sch im Scaterplot G nicht um systembedingte
Variationen, sondern um eine drastische differentielle Transkription handelt. Sie deutet in desem
makroskopischen Uberblick tber die Gesamtheit der differentiellen Regulation von 13.000
Genen auf die Aktivierung einiger pathogen-indwzierte Abwehrmechanismen hin. Eine weitere
Aussge Uber die gezielte Regulation rnicht nur einzelner Gene, sondern auch ganzer
Stoffwedhselwege 183 sich nicht mit dem durch bildanalytische Auswertung ermdglichten
globalen Uberblick treffen, sondern tber den in Kapitel 2.2.12.3 leschriebenen, weitergehenden
Ansatz der funktionellen Analyse.
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3.54 Zusammenfassung der Ergebnisse zur differentiellen
Genregulation verschiedener Stoffwechselwege als

pathogen-induzierte Antwort der Pflanze Arabidopsis

Die paralele Genexpressonsanayse von 13.000 Genen mit den eigens hergestellten
genomischen Arabidopsis-Arrays prodwziert eine solche Fille an Daten, de unmdglich alle zu
diskutieren sind. Daher mulde aus der Gesamtmenge a vorhandenen Daten, wie sie in den
Scaterplots der Abbildung 3.23im Prinzip enthalten sind, fir eine weitergehende, detailli erte
Anayse und Diskusgon eine Auswahl an Genen getroffen werden. Es wurden Gene aifgrund
ihrer Annaation und @mit ihrer Zugehérigkeit zu einem Stoffwechselweg selektiert (siehe
Kapitel 2.2.12.3 . Es wurden folgende Stoffwechselwege aisgewahlt:

Glycolyse

Krebs-/Citrat-Cyclus
Pentosephosphat-Cyclus

Shikimatweg, Tryptophansyntheseweg
Phenylpropanoidsyntheseweg
Ethylensynthese

Glyoxylat-Metabali smus

N o g M wDd PR

Mit diesen Stoff wedchselwegen sollte die Genregulation auf Transkriptionsebene der indwzierten
Pathogenabwehr der Pflanze Arabidopsis thaliana nadh Infiltration mit dem avirulenten
Bakterium Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst avrRpt2) untersucht werden. Mit dem
genomischen Arabidopsis-Array wurden 84 % dler Enzyme, die an desen genannten
Stoff wedhselwegen beteili gt sind, erfalt. Damit wurde es erstmals unter Einsatz der DNA-Array-
Tedhndogie moglich, ein globales Gesamtbild der differentiellen Transkription ganzer

Stoff wechselwege in einem Experimentansatz zu erstell en.

Die Resultate der differentiellen Genexpressonsanalyse sind in Tabelle 3.5 dokumentiert.
Tabelle 3.6 stellt eine zusétzliche Auswahl differentiell transkribierter Gene vor, die nicht direkt
in de genannten Stoffwechselwege fallen, aber Auswirkungen der pathogen-induwzierten
Abwehrmechanismen der Pflanze Arabidopsis thaliana darstellen. Die Abbildung 3.26 zeigt die
Ergebnisse der Tabellen 3.5 und 3.6m funktionellen Zusammenhang.
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Nr. |Annotation Klon ID | 0Std. 2Std. 7 Std. 24 Std.

1.1 |Hexokinase 201B5T7| 2.2 1,0 1,4

1.2 |Glucose-6-Phosphat-Isomerase 19841177 16 12 1,3 260

1.3 |Phosphofructokinase beta-Untereinheit G8H11T7| -1,2 -1,5 -1,2 11

1.4 |Fructose-Bisphosphat-Aldolase 221P5T7| 15 1,0 12 1,2

1.5 |Triosephosphat-Isomerase 11001177 1,5 -1,3 11 11

1.6 |Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 18B10T7| -15 -1,6 29" 12

1.7 |Phosphoglycerat-Kinase 108v8T7| 14 1,3 14 -1,5

1.8 |Phosphoglycerat-Mutase 14601177 -1,6 1,1 1,0 1,8

1.9 |Enolase 241P8T7| -1,2 -1,2 -11 1,8

1.10|Pyruvat-Kinase 204D3T7| 16 1,0 15 11
F1OF12T7| 1,9 -11 - 2,0
1853677 1,1 1,0 24 -1,3
17711377 -1,1  -14 741 -15
VBVEAO8 -2,2 11 -1,6
184114T7| -1,5 -14 1,2
120K5T7| 1,3 1,0 -11 11
240E21T7, 1,3 1,7 -1,2 15
17881977, 1.1 1,3 1,7 2,0
109N23T7| 1,7 11 -11 1,9
226H24T7| 1,2 -11 15 1,0

3.1 |Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 70E9T7| 1,2

3.3 |6-Phosphogluconat-Dehydrogenase | solog VBVBGO01| -1,2 1,0 -1,2 -1,3

3.4 |Ribose-5-Phosphat-Isomerase 170F23T7| 13 12 13 28

3.5 |Transketolase 121C14717| -14 -1,2 -14 1,0

3.6 |Transaldolase 22IM23T7| 15 1,2 11 -14

4.2 |Dehydrochinat-Synthase 64B5T7

4.4 |Shikimat-Dehydrogenase 98G7T7 1,2

4.5 [Shikimat-Kinase 126G8T7| -1,1 -1,3 -1,2

4.6 |3-Phosphoshikimat-1-Carboxyvinyl-Transferase Preaursor G2C8T7| 14 1,0 1,5

4.7 |Chorismat-Synthase 14XK6T7| 1.1 -1,2

4.8 |Anthranil at-Synthase-K omporente |-1 Precursor 24011677, 1,3 -1,3

4.9 |Anthranil at-Phosphoribosyl-Transferase 172G16T7, -1,3 -1,4

4.12|Tryptophan-Synthase beta-K ettel Preaursor FAELT7| 1,7 -1,4

4,13 |Chorismat-M utase Preaursor CM-1 145717717 -1,2 -1,3

4.14|Prephenat-Dehydratase 145717717 -1,2 -1,3

4.15|Tyrosin-Aminotransferase 158C18T7| -1,2 -1,2

5.1 [Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) 128N22T7) 1,3 1,2

5.2 |4-Cumarat/trans-Zimtsaure-Monooxygenase 1720577 1.1 1,1

5.3 |4-Cumarat-CoA-Ligase GOF10T7| -1,5 1,0 -14 1,2

5.4 |Chalcon-Synthase 17M23T7| 12 -12 47 -16

5.5 |Chalcon-Flavanon-Isomerase 177A20T7| -1,5 11 -11 14

5.6 |4-Cumarat-Hydroxylase Isolog 240A11T7| 19 -11 19 16

5.7 |Kaffeesaure/5-Hydroxyferulat-O-Methyltransferase I solog 15431977 14 1,1 1,3

6.1 |S-Adenosylmethionin-Synthetase 2 17731477 1,3 -1,3 - 1,4

6.2 [1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat (ACC)-Synthase Isolog 2401217 1,0 12 1,6 1,0

6.3 [1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat (ACC)-Oxidase F2A1T7| 1,7

7.1 |Isocitrat-Lyase G11H12T7| -1,5

7.3 |Oxalyl-CoA-Decaboxylase 16262177 -1,3

Tab. 35: Liste der analysierten Gene mit Transkriptionsraten aus slektierten Stoffwedselwegen.

Angegeben sind Enzymnummer (bildet die Verknidpfung zu Text und Abb. 3.26,
Anndaation, Klon-Identifikation urd die differentielle Transkriptionsrate fir die Zeitpunkte
0 (10Min.), 2,7 und 2 Std. nach Infiltration mit dem avirulenten Bakterium Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst avrRpt2). Zur Erléauterung der Farbcodierung siehe nadhste Seite.
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Nr. [Annotation Klon ID | 0Std. 2Std. 7Std. 24 Std.
1 |PR-Protein 1 Preaursor 1788977, -1,3 -1,6 3,0 -1,8
2  |PR-Protein 3 (Chitinase) 14982377, 1,0 -1,3 39 -1,6
3 |Glutathion-S-Transferase ERD 11 206N21T7| 1,9 1,8 41 40
4 |Glutathion-S-Transferase PM24 2290217 1,3 1,8 25 5,6
5 |Glutathion-S-Transferase Isolog 83B5T7| 1,1 1,3 31 15
6 |Camodulin 196D17T7| 1,8 1,6 1,6 2,2
7 |Camodulin, ACaM4 187517, -1,7 -1,2 2,6 11
8 |Camodulin-dhnliches Protein 175A5T7] -1,1 -1,3 3,0 1,6
9 |Cacium-transportierende AT Pase 3 (Calcium-Pumpe) 169A23T7| 1,0 -1,1 -1,1 2,2
10 |Calcium-bindendes Protein Isolog 155M12T17| -1,5 -1,2 2,3 -1,1
11 |Cacium-abhéngige Protein-Kinase Isolog 181C21T7| -1,6 1,3 2,5 1,2
12 |Protein-Kinase 223N1T7| 12 -1,3 2,0 -1,1
13 |Protein-Kinase APK1B 110277 1,9 14 2,2
14 |Protein-Kinase PkpA 179D10T7| 1,2 1,0 31 -1,1
15 |Protein-Kinase SNF1 F10E2T7| 2,6 1,2 14 1,6
16 |Catalase 154N18T7( 1,2 -1,7 3,7 -1,7
17 |Catalase 227TF4T7| 1,6 1,0 1,8 2,6
18 |Catalase 22M7T7] 1,3 15 1,8 2,4
19 |Peroxidase prxCh Isolog 18H7T7| 1,2 1,0 2,3 32
20 |kationische Peroxidase F3F2T7| 1,7 15 2,3 2,4
21 |Glutathion-Peroxidase 139F9T7| -1,3 -1,2 2,7 -11
22 |L-Ascorbinsdure-Peroxidase 155A13T7| -1,2 -1,1 29

23 |Peroxidase Preaursor 183P23T7| -1,1 1,0 13 3,2
24 |Peroxidase 183P17T7| -1,1 1,2 -1,4 2,4
25 |Peroxidase 229D23T7| 1,7 1,3 25 34
26 |Peroxidase C1A Preaursor 169.7T7] 1,0 2,0 59 2,6
27 |Peroxidase Isolog 188C18T7| -1,1 -1,3 2,6 1,6

Tab. 36:

Liste von Genen aus selektierten Stoff wechselwegen. Angegeben

die Verknigfung zum Text), Annoctation, Klon-ldentifikation
Transkriptionsrate fur die Zeitpurkte 0 (10 Min.), 2, 7 und24 Std. rech Infiltration der
Pflanze Arabidopsis thaliana mit dem avirulenten Bakterium Pseudomonas syringae pv.
tomato (Pst avrRpt2). Zur Erlauterung der Farbcodierung siehe unten.

sind Gennumnmer (bildet
und die differentielle

—{ konstitutive Transkription eines Gens in der Mehrheit der Vergleiche, der

angegebene Faktor gibt das Transkriptionsverhdtnis zwischen Kontrolle und
pathogeninfiltrierter Probe zum jeweiligen Zeitpurkt wieder.

nach Pathogeninfiltration hachregulierte Transkription eines Gens (Faktor > 2) in
der Mehrheit der Vergleiche; der angegebene Faktor entspricht dem Mittelwert
aler Vergleichsfaktoren zwischen Kontrolle und pathogeninfiltrierter Probe zum
jeweiligen Zeitpurkt.

nach Pathogeninfiltration reprimierte Transkription eines Gens (Faktor < - 2) in
der Mehrheit der Vergleiche; der angegebene Faktor entspricht dem Mittelwert
dler Vergleiche zwischen Kontrolle und pathogen-infiltrierter Probe zum
jeweiligen Zeitpurkt.

keine gesicherten Daten aufgrund zu geringer Signalintensitét (Sl < 2 x Hinter-
grundntensitdt) mit einhergehender, technisch bedingter starker Variation des
differentiellen Transkriptionsfaktors.
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Abb. 3.26 Globale Ubersicht tiber das koordinierte differentielle Transkriptionsmuster der Gene
verschiedener Stoffwechselwege. Jeder Stoffwedhselweg hat seine d@gene Farbcodierung.
Biochemische Stoffwedhselprodikte werden als Punkte dargestellt. Die Enzyme zur
Umsetzung dieser Substrate, werden (ber eine farbige Enyzmnummer definiert und
verbinden als farbige Linie Edukt mit Produkt (siehe auch Gen-Nr. und Farbcodierung in
Datentabelle 3.5). Die differentielle Transkription zu den Zeitpunkten 0 (10 Min.), 2, 7 und
24 Std., ddkumentieren die Zeitfenster |[0[2[7]24]  (siehe auch Erlauterungen zur Farb-
codierung der Zeitfenster auf vorheriger Seite).
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Die Abbildung 3.26 183t erkennen, dal3 rech Infiltration der Pflanze Arabidopsis thaliana mit
dem avirulenten Pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato in den Stoffwedhselwegen
Glycolyse, Krebs- bzw. Citrat-Cyclus und Pentosephosphat-Cyclus 25 % der Gene
transkriptionell aktiviert wurden. Dabel zeigte sich in desen Stoffwedsewegen keine
konzertierte Aktivierung, sondern de differentielle Regulation einzelner Gene, wie die Glucose-
6-1somerase (1.2) in der Glycolyse, die Ribose-6-Phoshat-Isomerase (3.4) im Pentosephaspheat-
Cyclus und de Aconitase (2.3) im Citrat-Cyclus. Dies bedeutet in diesen Stoffwedhselwegen in
Bezug auf das Gesamthild der Genregulation, dal3 vereinzelt eine &tivierte Genexpresson auf
Transkriptionsebene stattfand.

Eine interessnte Anderung des Stoffwechselverlaufs vom  Citrat-Cyclus  zum
Glyoxylatmetaboli smus erkennt man 24 Stunden nach Infiltration an deren Verzwei gungspunk.
Dort tritt eine transkriptionelle Deaktivierung der Isocitrat-Dehydrogenase (2.4) auf, die parall el
einhergent mit der Aktivierung des Glyoxylatmetabolismus, beobaditet an einer erhthen
Transkriptionsrate der Isocitrat-Lyase (7.1) und der Oxayl-CoA-Decaboxylase (7.3). Damit

wurde an Stoffwechselweg aktiviert, der nur in Pflanzen undBakterien existiert.

Dagegen konrte @ne Aktivierung der Transkription von 50 % der Gene in den
Stoffwedhselwegen Shikimatweg, Phenylpropanoid- und Ethylensynthese festgestellt werden.
Eine &tivierte Stoffwechselkaskade beginnt mit der Phaosphaoshikimat-1-Carboxyvinyl-
Transferase (4.6). Es folgt die Chorismat-Synthase (4.7), die vom Zeitpunkt 7 Stunden an bis 24
Stunden nach der Infiltration einen erhohen Transkriptionsfaktor aufweist. Das dabei
entstehende Chorismat ist ein Knotenpunk, an dem sich de Wege fur die Synthese von
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin verzweigen. Alle drei Wege werden deutlich
transkriptionell aktiviert. Die Tryptophansynthese wird eingeleitet durch eine kontinuierlich
steigende Transkription der Anthranil at-Synthase (4.8) und setzt sich Uker die Aktivierung der
Anthranil at-Phosphaiibasyl-Transferase (4.9) bis zur Tryptophan-Synthase (4.12 fort. Die
transkriptionelle Aktivierung der Chorismat-Mutase (4.13), die zu Prephenat fuhrt, hat ein der
Chorismat-Synthase vergleichbares Profil. Sie bildet den Knotenpunk fur die Tyrosin- und
Phenylalaninsynthese. In desen beiden Synthesewegen ist fir den Zeitpunkt 7 Stunden nach
Infiltration eine durchgehende Steigerung der Transkription der Enzyme Prephenat-Dehydratase
(4.149 und Tyrosin-Aminotransferase (4.15) zu beobaditen. Die ehohe Aktivitét der
Transkription setzt sich im Phenylpropanoidweg fort. Wéahrend de Phenylaanin-Ammonium-

Lyase (5.1) konstitutiv exprimiert bleibt, kommt es fir die nachgeschaltete trans-Zimtsaure-
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Monooygenase (5.2) zu einem kontinuierlichen Anstieg der Transkription von 7Stunden hbis
24 Stuncen nach der Infiltration. Das aus der trans-Zimtsdure hervorgehende Produkt ist 4-
Cumarat, das einen Knotenpunk fur mehrere pflanzliche Abwehrmechanismen darstellt. In dem
vom 4-Cumarat gespeisten Syntheseweg zu den Isoflavonaden beobachtet man fir die Chalcon-
Synthase (5.4) eine stark erhdhte Transkriptionsrate 7 Stunden nadch Infiltration. Der
Syntheseweg zur Vorstufe des Lignins, dem Ferulat, und zum Dihydroxycinnamat, weist einen
erhohten Transkriptionsfaktor fur die 4-Cumarat-Hydroxylase (5.6) auf.

Weiterhin wird eine verstarkte Produltion von Transkripten beobachtet, die fir Enzyme der
Ethylensynthese adieren. Dies driickt sich in einer erh6hten Transkriptionsrate schon 2Stunden
nach Infiltration fur die 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat-(ACC)-Oxidase (6.3) und 7 Stunden
nach Infiltration fur die S-Adenosylmethionin-Synthetase (6.1) aus. Auch fur die PR-Proteine
PR-1 (1) und PR-3 (2), eine Chitinase, mehrere Glutathion-S-Transferasen (3-5), Kinasen (12-
15), Catalasen (16-18) und dverse Peroxidasen (19-27) ist ab 7 Stunden nach Infiltration eine
aktivierte Genregulation festgestellt worden.

In Abbildung 3.27 sind fiur einige Schlisslgene die Entwicklungsprofile des differentiellen
Transkriptionsfaktors fur die esten 24 Stunden mach der Infiltration der Pflanze Arabidopsis
thaliana mit dem avirulenten Pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato dargestellt. Man
erkennt z. B. eine lange anhaltende Induktion der Chorismat-Synthase (4.7) as Knotenpunk im
Shikimatweg. Eine stark aktivierte Transkriptionsrate wird fur die Chalcon-Synthase (5.4) zur
Synthese von Flavonon leobaditet. Eine Indukion der Transkriptionsrate konrnte eébenfalls fur
die S-Adenosylmethionin-Synthetase (6.1) festgestellt werden. Sie ist an der Synthese von
Ethylen betelli gt, das as vielféltiges Pflanzenharmon ebenfall s von Interese ist. Die PR-Gene 1
(1) und 3(2) sind typische Marker fir die Induktion der Pathogenabwehr und weisen ebenfalls
eine ghdhte Transkriptionsrate auf, ebenso wie eine Glutathion-S-Transferase (3), die a
Detoxifizierungsrektionen in der Zell e beteili gt ist.

Bel Betrachtung der Transkriptionsprofile in Abbildung 3.27 lasen sich prinzipiel drei
verschiedene Aktivierungsmuster erkennen. Die fur die Anthranilat-Synthase (4.8) und trans-
Zimtsdure-Monooygenase (5.2) codierenden Gene weisen eine kontinuierlich ansteigende
Transkriptionsrate innerhalb der ersten 24 Stunden nadh Pathogeninfektion auf. Die Gene fur
Chorismat-Mutase (4.13, Chalcon-Synthase (5.4), PR-1 (1), PR-3 (2) und S-Adenaosyl-
methionin-Synthetase (6.1) zeigen eine maximae Transkriptionsrate bel 7 Stunden, de
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anschliefend wieder abféllt.

Das dritte Transkriptionsmuster mit einem Anstieg der

Transkriptionsrate bei 7 Stunden nach Pathogeninfektion auf ein erhhtes Niveau, das auch nach
24 Stunden nach valiegt, zeigen de Chorismat-Synthase (4.7) und eine Glutathion-S-

Transferase (3).

Abb. 3.27
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Verlauf der Transkriptionsrate einiger Schlisselgene innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Infiltration der Pflanze Arabidopsis thaliana mit dem avirulenten Pathogen Pseudomonas
syringae pv. tomato. Dazu zdhlen im Shikimatweg die Chorismat-Synthase (4.7),

Anthranilat-Synthase (4.8),

Chorismat-Mutase,

im  Phenylpropanoidsyntheseweg die

trans-Zimtsdure-M onoox/genase (5.2), Chalcon-Synthase (5.4), fir die Ethylensynthese die
S-Adenosylmethionin-Synthetase (6.1), als Marker fir die Pathogenabwehr die Proteine
PR-1 (1) undPR-3 (2), und eine Glutathion-S-Transferase (3).

Diese Resultate geben eine Ubersicht tiber die differentielle Transkription von Genen fur die
Indukiion cer Pathogenabwehr der Pflanze Arabidopsis thaliana und ceuten darauf hin, dal3 es
sich un ein koadiniertes regulatorisches Netzwerk handelt, das nicht nur einzelne Gene,

sondern ganze Stoffwechselwege umfalit.
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V. Diskusson

4.1 Diskusson der Methoden

4.1.1 cDNA-Bibliothek der Pflanze Arabidopsisthaliana als
Resource zur Herstellung genomischer DNA-Arrays

Dem Modelsystem Arabidopsis thaliana kommt in der Pflanzengenomforschung eine
Schlisslposition zu. Fur Arabidopsis thaliana existiert die drittgrof¥e Sammlung von EST-
Sequenzen, nu kleiner als die der Modell organismen Mensch undMaus (Ruan et al. 1998. Die
systematische EST-Sequenzierung von cDNAs war ein ausgesprochen erfolgreicher Ansatz zur
Erfassung von Sequenzen exprimierter Gene, die aner signifikanten Zahl an EST-Klonen de
Annaation mogli cher Funktionen erlaubte (Ho6fte et al. 1993,Newman et al. 19949. Die Grole
der cDNA-Insertionen betrug 500 bs 2.500 Basenpaare, die a@ner PCR-Amplifikation
unmittelbar zur Verfigung standen. Dies waren Eigenschaften der cDNA-Bibliothek der Pflanze
Arabidopsis thaliana, die ihren Einsaiz zur Entwicklung genomischer DNA-Arrays
pradestinierte.

Eine wesentli che Vorausstzung fur die Entwicklung und Herstellung genomischer DNA-Arrays
der Modellpflanze Arabidopsis thaliana im Rahmen deser Arbeit war die Existenz und
Verflgbarkeit verschiedener cDNA-Bibliotheken fur die bestmégliche Abdedung aller Gene
dieses Organismus. Eine kleine Auswahl von 500cDNA-Klonen der APRL2-Bibli othek stand zu

Beginn deser Arbeit zur Verfligung, weitere 1.300 cDNA-Klone aus Versaill es komplettierten
nadh 16 Monaten den Bestand auf vorlédufig 1.800cDNA-Klone. Erst zwei Jahre nach Beginn
dieser Arbeit standen urter Einsatz von Projektmitteln in Hohe von 20.000, DM auch de drei

nordamerikanischen Subhibli otheken mit insgesamt 12.000cDNA-Klonen zur Verfligung. Diese
cDNA-Gesamtbibliothek, die damit fir diese Arbeit zur Verfligung stand, enthielt vier
Subhbibliotheken, de insgesamt 13.800cDNA-EST-Klone umfalite (siehe auch Kapitel 2.18).

Die DNA-Klone wurden aufgrund cer EST-Sequenzen zu einer redundanz-reduzierten cDNA-

Bibliothek zusammengestellt. Wenn das Genom der Pflanze Arabidopsis thaliana ca 20.000
Gene enthdlt, dann reprasentierte damit der genomische Arabidopsis-Array tber 50 % aller Gene
dieses Organismus (Meinke & al. 199§.
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Man spricht von einer redundanz-reduzierten cDNA-Bibliothek, da die EST-Sequenz eines
cDNA-Klons nicht die gesamte Sequenz, sondern nu eine Tell sequenz der cDNA-Insertion zur
Verfigung stellt. Damit bleibt offen, ob EST-Klone mit hoher, aber nicht identischer
Sequenzhomologie zum gleichen Gen gehtren und damit redundant wéren, ader ob sie
verschiedene Mitglieder einer Genfamilie reprasentieren unddamit die Viefat im Genom zum
Ausdruck kommt Diese Frage 8% sich wohl erst nach Verdffentlichung der kompletten
genomischen Sequenz von Arabidopsis thaliana abschlieffend beantworten.

Eine besondere Sorgfalt beim Umgang mit Bakterien aller Art, insbesondere &er der
Handhabung gol3er Klonhbliotheken ist in Bezug auf das Risiko von Kreuzkontaminationen
notwendig. Daher wurden mehrere Kopien der cDNA-Bibliothek angelegt, um diesem Risiko
vorzubeugen. Eine weitere Voraussetzung fur die Vermeidung vonKreuzkontaminationen war
die Replikation der Klone mit Hilfe des Robaters "Biogridder” (BioRobatics Inc., Cambridge,
England). Dieser Robaer erlaubte die Anderung des Formates der cDNA-Bibliothek von
urspringlich 96er auf 384er Mikrotiterplatten. Damit konrnte Zeit und Platz gespart werden und
gleichzeitig die Kompatibilité zwischen Klon- und PCR-Amplifikationsformat gewahrleistet

werden.

4.1.2 PCR-Amplifikation von cDNA-Insertionen im
Hochdurchsatz fur die Herstellung von DNA-Arrays

Die zur Zeit am haufigsten eingesetzten Detektormolekiile, die fur die Herstellung von DNA-
Arrays auf einem festen Trager immobilisiert werden, sind DNA-Fragmente von cDNA-
Klonkdonien, PCR-Produke von cDNA-Insertionen ocder direkt von genomischer DNA. Die
Anwesenheit grofer Mengen von E. coli-DNA as Teil der trdgergeburdenen DNA von
Klonkdonien stellt bel der Genexpressonanalyse an Problem aufgrund spezifischer und
unspezifischer Interaktionen mit der Sonde dar. Dies hat einen signifikanten Anstieg der
Hintergrundntensitdt zur Folge und erschwert damit die Analyse seltener Transkripte mit
geringer Sigalintensitét. Durch Verwendung von PCR-Produkien auf DNA-Arrays konnen
solche Probleme verhindert werden (Hauser et al. 1999.

Die Anwendung von PCR-Produkten fur die Herstellung von DNA-Arrays wurde aich durch das
Fehlen von Hochdurchsatztedchniken fir die Plasmidpraparation eine notwendige Voraussetzung
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fur die genomweite Genexpressonsanalyse. Auch eine Probenaufreinigung gewahrleistete die
PCR-Amplifikation. Daher wurde die PCR-Amplifikation im Hochduchsatz fir anfénglich
paralel 96 Proben, spéter sogar fur 384 Proben entwickelt und routinemaldig angewendet (siehe
Kapitel 2.2.2.2 und 2.2.2)3Da mit dem Protokall fur die 96er PCR-Amplifikation kein PCR-
Produkt in der 384er PCR-Amplifikation rachgewiesen werden konrte, mufde das PCR-
Protokdl modifiziet werden. Ein  Grund liegt vermutlich in der besseren
Temperaturdurchdringung der Probenansdize in  der 384er PCR-Amplifikation bei
Re&tionsvolumina von nu 25 pl anstelle von 100ul bei der 96er PCR-Amplifikation. Zu den
Modifikationen gehdrte zum einen de Verkirzung der Denaturierungsschritte sowie deren
Temperaturabsenkung um 2 °C. Weiterhin waren de 384er PCR-Platten flacher, so da3 de
Dedkeltemperatur einen stérkeren Einfluf auf die Reaktionstemperatur in der Probe hatte. Daher
wurde die Dedkeltemperatur von 105 T in der 96er PCR auf 85 °Cin der 384er PCR abgesenkt.
Eine weitere Protokdlmodifikation war eine Zugabe von Glycerin mit einer Endkoreentration
von 10%. Damit konnte @ne Steigerung der PCR-Produktausbeute erzielt werden. Die Ursache
dafir sind vermutlich Sekundérstrukturen der DNA, die durch Glycerin vermindert werden
konnten (Newton und Graham 1995). Speziell die Hochdurchsatz-PCR-Amplifikation in PCR-
Platten fur parallel 384 Proben madte den aufwendigen Arbeitsschritt des Umpipettierens von
13.800 PCR-Ansédtzen aus 145 x 96er in 36 x 384er Mikrotiterplatten fur die DNA-Array-
Herstellung Uberflissg. Dadurch konrte das mogliche Auftreten von Pipettierfehlern sowie das
Risiko vonKreuzkontaminationen deutlich verringert werden. Darliber hinaus farte es Zeit und
Aufwand.

Die Grofe der cDNA-Insertionen von 500 b5 2.500 Basenpaaren erlaubte @ne PCR-
Amplifikation im Hochduchsaiz ohre zuséizliche Protokdlspezfikationen fir die
Amplifikation besonders langer cDNA-Fragmente. Eine weitere Vereinfachung der PCR-
Amplifikation stellte die Animpfung der PCR-Ansédtze mit einem Aliqua der Klon-Kultur dar,
so dal3 auf eine Plasmidpraparation von 13.80@DNA-Klonen verzichtet werden konrte.

Fur eine spéatere quditative Kontrolle der DNA-Arrays wurde bel der PCR-Amplifikation
berticksichtigt, dal3 jede amplifizierte dNA eine universelle Sequenz beinhaltete, die vom
Vektor des jeweiligen E. coli-Klons dammte. Diese universelle Sequenz entsprach der T7-
Promotorsequenz (siehe Kapitel 2.2.2.3. Dies konrte sowohl mit den Primern T3, SF6 undT7
in der 96er PCR als auch mit den EST-Primern fur die 384er PCR-Amplifikation erzielt werden.
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4.1.3 Herstellung genomischer Arabidopsis-Arr ays

Fur die Herstellung der genomischen DNA-Arrays von Arabidopsis thaliana fand der Robaer
"Biogridder" (BioRobdics Inc., Cambridge, England) Verwendung (siehe Kap. 2.2.3.). Dieser
Robader arbeitete nach dem Kontakt-Verfahren underlaubte mit der parallelen Ubertragung von
384 Proben einen holen Probendurchsatz. Er ermdglichte es, die grofe Zahl von PCR-Produkien
mit hoher Prézision in einem definierten Raster hoher Dichte von etwa 80 Spats'cm?
reprodwzierbar auf einem festen Tréger abzulegen (Hauser et al. 199§. Dabei war von
entscheidender Bedeutung de Zuordnung und VerknUpfung der Spotposition mit der
Mikrotiterplatte und der Position des cDNA-KIons, tber desen Klon- bzw. EST-Identifikation
die Sequenzinformation und Annaation definiert war, und Uler die aich eine weitergehende
Datenbankrecdherche durchgefiihrt werden konrte. Diese Zuordnung wurde durch ein Spotraster
mit zwei Ebenen gewdhrleistet, wie es in Kapitel 2.2.3.2 feschrieben ist. Das Auftragen der
PCR-Produkte im Duplikat erlaubte bei der Auswertung der Signaintensitdten den Aus<chlul3
von Artefakten.

Bel der Auswahl des festen Tragers wurden zwei Arten von Polymermembranen urtersucht:
Nylon undPolypropylen. Diese Membranen besitzen eine porse, 3-dimensionale Struktur und
erlauben daher eine hohe Ladekapazitét, die zu einem besseren Signal/HintergrundVerhdtnis
fahrt. Durch die Fixierung auf dem festen Tréager wird eine mehrfache Wiederverwendbarkeit
gewahrleistet (van Hal et al. 200Q. Dies bietet zwei Vorteile: zum einen kann dadurch der hohe
Aufwand fur die DNA-Array-Produkion in Grenzen gehalten werden, zum anderen erlaubt die
Verwendung des identischen DNA-Arrays oder zumindest von DNA-Arrays aus dem gleichen
Produktionslauf den Ausschluf3 von Variationen, de durch de Filterproduktion entstehen
(BeiBbarth et al. 2000.

4.1.4 Northern Blot: eine Technik zur Analyse der Genexpresson

Der Northern Blot ist eine der zur Verfigung stehenden Techniken zur Anayse der
Genexpresson (siehe Kap. 2.2.4. Mit dieser Methode kbnren Vergleiche Uber die relative
Haufigkeit bestimmter RNA-Spezies in verschiedenen Zelltypen duchgefuhrt werden. Dazu
wird RNA geleektrophaetisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und duch
Hybridisierung spezifischer Sonden quantitativ bestimmt (Alwine & al. 1977,Maniatis et al.
1982.
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Zwe charakteristische Eigenschaften der RNA erfordern eine besondere Behandlung. Zum einen
ist RNA sehr anféllig gegeniiber den RNA-abbauenden RNasen, de exdogen wie exogen
vorkommen und extrem stabil sind, so dal3 sie selbst durch Kochen nicht inaktiviert werden.
Daher ist steriles Arbeiten besonders wichtig und werwendete Lésungen werden Ubli cherweise
mit Diethylpuyrocarboret (DEPC), einem Inhibitor fir RNasen, behandelt undautoklaviert. Zum
anderen bildet RNA als einzelstrangige Nucleinsdure intra- und intermol ekulare Basenpaarungen
aus, die zu Sekundérstrukturen undeiner Aggregation vonRNA fuhren. Um dies zu vermeiden,
werden Denaturierungsreagenzien wie Formamid undFormaldehyd eingesetzt. Formamid bricht
die Wassrstoffbriickenbindungen zwischen den Basenpaarungen auf, so da3 Formaldehyd
kovalente Bindungen mit den Basen eingehen kann. Auf3erdem unterstiitzt Formaldehyd de
Inaktivierung von RNasen, da e mit Proteinen Quervernetzungen eingeht. MOPS und
Natriumacedat, Bestandteil e des Puffers, puffern das Gel. EDTA komplexiert zweiwertige lonen
und inhibiert damit Nucleasen. Mit Hilfe des interkalierenden Farbstoffs Ethidiumbromid wird
die RNA im Gd angefarbt, wenn auch schwécher als doppelstrangige DNA. Somit kann de
RNA im Ge vor dem Transfer auf die Membran as auch nach dem Transfer mittels
Kapill arkréften auf der Membran nachgewiesen werden (Darling und Brickell 1996).

Diese Methode hat jedoch duch aufwendige Arbeitsschritte den Naditeil, nicht als
Hochdurchsatztechnik anwendbar zu sein. Sie emoglicht aber, in Einzelfdlen DNA-Array-
basierende Ergebnisse zu validieren.

4.15 Molekularbiologische Her stellung heter ologer mRNA-

Kontrollen als externer Standard

Fur die Markierung komplexer RNA-Sonden fand UHicherweise die reverse Transkription
mittels eines dT g -Oligomers Anwendung (siehe Kap. 2.2.9.3. Um Variationen in der reversen
Transkription, Probenaufreinigung, Hybridisierung und Expasition fur die Bestimmung des
differentiellen Transkriptionsfaktors zwischen zwei Experimenten kortrollieren zu konren,
muf¥e zuvor eine Kontroll-RNA mit der gleichen Struktur zugesetzt werden, d.h.eine ebenfalls
poyadenylierte RNA, die @ne zu dem zu urtersuchenden Organismus Arabidopsis thaliana
heterologe Sequenz besitzt, um Kreuzhybridisierungen zu vermeiden. Ein solcher externer
Standard wurde estmals 1996 vonCatherine Nguyen beschrieben (Bernard et al. 1996, Hauser
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et al. 1999. In Abbildung 4.1ist die Markierung von cDNA durch reverse Transkription von
RNA dargestellt.

Reverse Transkription Struktur von Sonde und externem Standar d
MRNA
5 1 AAAA- 37
, HO TTTT-5
reverse Probe: MRNA
Transkription | : ; .
3| (AAAAAA), Arabidopsis Genseguenz 5
5 I 1 AAAA- 37

I —TTTT- 5

J externer Standard: mMRNA
Hydrolyse

3’| (AAAAAA)n| Heter ologe K ontr oll sequenz 5

3 e—— TTTT- 5
cDNA

Abb. 4.2 Die Herstellung einer Sonce afolgte mittels reverser Transkription von RNA mit einem
dT1g-Oligomer und cem Enzym , Reverse Transkriptase”. Durch Hydrolyse der RNA erhélt
man de AMNA-Sonde (links). Um auf die gleiche Weise und im identischen Ansatz einen
externen Standard zu markieren, muf3 der externe Standard wie die Probe Uber eine polyA-
Sequenz am 3" -Ende verfligen (reds).

Bis auf die kommerziell erhdltliche mRNA von a- und 3-Globin des Kaninchens dand keine
spezifische Sequenz als polyadenylierte RNA zu Verfligung. Damit war fir den Einsatz mehrerer
heterologer Kontroll sequenzen als externer Standard fir die Bestimmung der differentiellen
Transkription de molekularbiologische Herstellung pdyadenylierter RNA-Molekile notwendig,
deren Sequenzen orthogonal zum Genom der Pflanze Arabidopsis thaliana sein sollten (siehe
Kapitel 2.2.5.

Die Kontrollen wurden auf ihre heterologe Sequenz hin geprift, indem sie aif genomische
ArabidopsisDNA hybridisiert wurden und kein Signal aufwiesen. Dafir wurden
Sequenzabschnitte der Hefe Saccharomyces cerevisiae verwendet. Der Grund dafir lang in der
Verflugbarkeit der spezifischen Primerpaare fur die PCR-Amplifikation eines jeden offenen
Leserasters der Hefe im Rahmen des "European Functional Analysis Network” (EUROFAN).
Die fur die PCR-Amplifikation ndwendige genomische Hefe-DNA wurde freundicherweise
von Nicole Hauser zur Verfligung gestellt (Hauser et al. 1998.
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Zur Herstellung von Kontroll-mRNAs wurde der Vektor pBluescript |1 SK+ zuerst durch den
Verdau mit den Restriktionsendonicleasen EcoRIl und Hindll | lineaisiert. Es schlof3 sich eine
Dephosphaylierung der 5°-Enden an, um eine Religation ohre Insertion zu vermeiden. Ein
durch Hybridisierung von zwel komplementéren Einzelstrangen hergestelltes, doppel strangiges
DNA-Fragment pady (A-T)so, das pasend zur Klonierungsdelle des Vektors entsprechende
Uberstehende 5°-Enden besal3, wurde in die Restriktionsschnittstell e EcoRI-Hindll | des Vektors
ligiert. Dieses Vektorkonstrukt | muf¥e fir die wetere Verwendung in grolerer Mengen
prodwziert werden. Dazu wurde das Vektorkonstrukt mittels Elektroparation, d. h. mit einem
kurzen elektrischen Impuls, in E. coli-Zellen transformiert. Als genetischer Selektionsmarker
dienten de Ampicilli nresistenz und de Insertionsinaktivierung der B-Galadosidase, die die
blau/wel 3-Sel ektion ermdgli chte. Dabei madt man sich zum einen zunuze, dal3 der E. coli-Klon
durch das neue Vektorkonstrukt auf Ampicilli n-haltigen Nahrboden wadisen kann. Zum anderen
wurde durch de gezielte Insertion der heterologen Kontrollsequenz im Vektorkonstrukt die
codierende Sequenz fur das Enzym (-Gaadosidase zerstort. Dadurch ist es diesen Zellen nicht
mehr mdglich, de farblose Chemikalie X-Gal in ein Indaxyl-Derivat zu spalten, das an der Luft
zum blauen Dibrom-dichlor-Derivat oxidiert (Nitcholl et al. 1995).

Einige weil3e Kolonien konrten auf das Vorhandensein des Vektorkonstruktes untersucht und
anschlief?end in einer Kultur vermehrt werden, um durch eine Plasmidpraparation ausreichende
Mengen des Vektors mit dem integrierten pdy (A-T)so -Fragment zu erhaten. Die
Abbildung 4.2 stellt schematisch de molekularbiologische Herstellung des Vektorkonstruktes I,
pBluescript 11 SK+ mit dem integrierten pdy (A-T)so -Fragment, dar.

Vektor « Lineaisierung des Vektors mit den Restriktionsendonucleasen EcoRI und Hindll |
pBluescript I SK+ « Dephosphoryli erung des V ektors pBluescript 1 SK+

« Ligation
.
Hindil! « Transformation
« Selektionsmarker: Ampicillinresistenz & Insertionsinaktivierung der 3-Galadosidase

Kultur weil3er Kolonien
« Plasmidspréparation

\ ECoRI Hindill

(AAAAA),,

U (TTTTTT),,

Vektorkonstrukt |

Abb. 4.2  Schematische Darstellung der molekularbiol ogischen Herstell ung ausreichender Mengen des
Vektorkonstruktes |. Uber die angegebenen Schritte (siehe auch Kap. 2.25) wird ein
pay (A-T)so-Fragment in de Restriktionsschnittstell e EcoRI - Hindlll inseriert.
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In einem zweiten Klonierungsschritt konrten diese definierten heterologen Kontroll sequenzen in
das zuvor beschriebene Vektorkonstrukt | mit dem pay (A-T)so -Fragment integriert werden.
Dazu ist das Vektorkonstrukt | durch den Verdau mit den Restriktionsendonicleasen BamHI und
EcoRlI linearisiert und mit Hilfe der akalischen Phosphatase dephosphoryliert worden. Die
heterologen Kontrollsequenzen wurden ebenfalls mit diesen Restriktionsendonicleasen
behandelt, um die zum Vektor pasenden Ukerstehenden 5-Enden zu erzeugen. Diese konrten
dannin den Vektor ligiert und das neue Vektorkonstrukt 11 wiederum mittels Elektroparation in
E. coli-Zelen transformiert werden. Eine Auswahl weil3er Kolonien wurde kultiviert und rach
PCR-Amplifikation der Klonierungsdelle aif das Vorhandensein der Insertion Ukerprift. Die
Abbildung 4.3 stellt die Herstellung des zweiten Vektorkonstruktes schematisch dar.

Vektorkonstrukt | « Linearisierung des Vektors mit den Restriktionsendonucleasen EcoRI und Hindl11
mit poly (A-T) 50 « Restriktionsverdau der heterologen Hefesequenzen mit EcoRI und Hindll |
» Dephosphorylierung des Vektorkonstruktes |

| BamH! | | EcoR |

J * Ligation

» Transformation

* Selektionsmarker: Ampicillinresistenz & Insertionsinaktivierung der -Galactosidase
* Kultur weil3er Kolonien
* PCR-Amplifikation

\Bamm EcoRI

T3 Heterologe K ontrollsequenz eV T7
(TTTTT),q

Vektorkonstrukt 11

Abb. 4.3  Schematische Darstellung der molekularbiol ogischen Herstell ung ausreichender Mengen des
Vektorkonstruktes 11. Uber die angegebenen Schritte (siehe auch Kap. 22.5) erfolgte die
Insertion einer zu Arabidopsis heterologe Sequenz in die Restriktionsschnittstelle BamHI -
EcoRl.

Dieses Vektorkonstrukt 11 konrte fiir 7 heterologe Kontroll sequenzen hergestellt werden. Damit
war es moglich, mittels In vitro Transkription pdyadenylierte RNA-Kontrollen herzustellen, de
der komplexen RNA aus dem zu urtersuchenden Gewebe vor der Sondenmarkierung zugesetzt
werden konrten. Eine dternative Methode, die zur Herstellung externer Kontrollen von ener
PCR-Amplifikation der Kontrollsequenz Primer verwendet, die an 5-Ende éne T7-
Promotersequenz fur die Anreicherung des Transkripts und am 5 -Ende @ne (A)zq-Sequenz fur
die reverse Transkription tragen, wurde 1999 erstmals beschrieben (Eickhoff et al. 1999). Sie
bietet die MOoglichkeit, externe Kontrollen schneller herzustellen, aber die Gefahr der
unspezifischen PCR-Amplifikation aufgrund der langen Primersequenz ist sehr hoch.
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4.1.6 Gewebeproben der Pflanze Arabidopsis thaliana

Proben verschiedener Gewebe der Pflanze Arabidopsis thaliana wurde freundicherweise von
nationalen und internationalen Kooperationspartnern zur Verfugung gestellt (siehe Kapitel
2.2.6. Sie wurden, wie in Kapitel 2.2.6 leschrieben, angezlichtet, ummittelbar nach der Ernte in
flisdgem Stickstoff eingefroren und,in Trockeneis verpadkt, zugesandt. Im Labor wurden sie
bei - 70 °C gelagert und bei Bedarf fur die RNA-Isolation aufgetaut. Die RNA konrte im direkt
eingefrorenen Gewebe Uber langere Zeitraume ds im frelen Zustand gelagert werden. Eine
entscheidende Voraussetzung fur die Qualitét der RNA war eine von der Ernte des Gewebes bis

zum Einsatz der RNA in de reverse Transkription reichende, unurterbrochene Khikette.

4.1.7 Isolation von DNA ausder Pflanze Arabidopsisthaliana

Fur die Isolation von DNA aus Gewebe von Arabidopsis thaliana missen Zellwand und
Zellmembran aufgebrochen werden. Die Zellwand wird duch mechanische Kréfte mittels
Morser zerstort. Die Zel- wie ach Kernmembran werden duch Detergentien wie
Cetyltritylammoniumbromid (CTAB) aufgel6st. Ist die DNA aus den Zellen freigesetzt, mu3sie
vor endogenen Nucleasen geschiitzt werden. Dazu wird Ui cherweise solange mit dem Auftauen
gewartet, bis der Extraktionspuffer, der das Detergens und eine hohe Konzentration vonEDTA
beinhaltet, zugegeben wurde (Martinez-Zapater und Salinas 1998. Die weitere Aufreinigung
der genomischen DNA von Arabidopsis thaliana erfolgte nach einem von Janice Keller und lan
Bancroft modifizierten Protokadl (siehe Kapitel 2.2.7). Mit Lithiumacdat trennte man duch
Prézipitation der einzelstrangigen RNA die doppelstrangige DNA ab, de weiter in Losung blieb.
Die eghatene DNA konrte bei - 20 °C fur mehrere Monate gelagert werden. Aus Arabidopsis
thaliana gewonrene DNA wurde hauptsadli ch fur Kontroll hybridisierungen eingesetzt.
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4.1.8 Isolation von RNA ausder Pflanze Arabidopsis thaliana

RNA besteht zu mindestens 95 % aus ribosomaler RNA und bs zu 5 % aus poyadenylierter
MRNA. Die Prdparation qualitativ hochwertiger, d. h. nchtdegradierter mRNA aus
Gewebeproben ist die erste Stufe der Genexpressonsanayse. Sie verbindet die experimentelle
Beanflussung des lebenden Systems mit der nachfolgenden Analyse der indwzierten Effekte
durch molekularbiologische Methoden. Die Modell pflanze Arabidopsis thaliana bietet geradezu
idede Vorausstzungen fur die Genexpresgonsanalyse. GrofRe Mengen an Pflanzenmaterial sind
durch die gunstigen Anzuchtbedingungen der Pflanze leicht zuganglich (M artinez-Zapater und
Salinas 1998.

Verschiedene Methoden zur Isolation von Gesamt-RNA und pdy(A)*-mRNA standen zur
Verfigung. Dabei wurde entweder von Gesamt-RNA oder von Gewebe ausgegangen. Die
folgende Abbildung 4.4 stellt die verschiedenen Methoden zur Isolation vOnRNA vor.

500 mg Blattgewebe 500 mg

Gesamt-RNA-Isolation

mit Guanidiniumisothio-
cyanat (RNA-Clean, AGS)

Poly(A)+-mRNA-Direkt-Isolation

Gesamt-RNA 350 g mit Oli go(dT)-L atexpartikeln
| (Mini Message Maker, Ingenius)

Poly(A)+-mRNA-Isolation

mit Oligo(dT)-Magnetpartikeln
(Dynabeals, Dynal)

v

8 g poly(A*) -mRNA 8 g

Abb. 4.4  Methoden zur Isolation von Gesamt-RNA und pdy(A*)-mRNA. Die Isolation von ply(A™)-
MRNA kann Uker eine Gesamt-RNA-Isolation als Zwischenschritt oder direkt aus Gewebe
erfolgen.

Mit dem 'RNA-Clean Kit' (AGS, Heidelberg) nach der Methode von Chirgwin konrten mit
Guanidiniumisothiocyanat als denaturierendem Reagenz, wie in Kapitel 2.2.8 leschrieben,
ausreichende Mengen an Gesamt-RNA aus verschiedenen Gewebeproben isoliert werden
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(Chirgwin et al. 1979, Chomczynski und Sacchi 1987). Eine Prézipitation mit Isopropand und
anschlief3end mit Lithiumchlorid ermdglichte schnell und effizient die Aufreinigung qualitativ
hochwertiger RNA, die in der nadifolgenden cDNA-Erststrangsynthese mittels reverser
Transkription hole Einbauraten erlaubte.

Die Isolation von pdyadenylierter mRNA, die dwa 1-5 % der Gesamt-RNA ausmacht, konrte
Uber zwei Methoden erreicht werden. Mit Hilfe magnetischer Partikel (Dynabeads von Dynal,
Hamburg), an deren Oberflache Oligo(dT) gebunden war, konrte as Gesamt-RNA
angereicherte Poly(A)"-mRNA mit einer Ausbeute von 3 % isoliert werden. Dies erforderte
alerdings einen weiteren Aufreinigungschritt nach der Gesamt-RNA-Isolation. Eine Poly(A)*-
MRNA-Isolation drekt aus Gewebe konrte nach Zellaufschluf3 mit Hilfe von Oligo(dT)-
Latexpartikeln (Ingenius, Wiesbaden) mit der gleichen Ausbeute durchgefiihrt werden. Diese
Methode war aber nur auf kleine Gewebemengen adaptiert und deher nicht flexibel einsetzbar.
Bei der Anwendung der verschiedenen RNA-Isolate mit eéinem Reinheitsgrad von ODagy2s 1,9
bis 2,0 fur die Markierung und Hybridiserung waren keine signifikanten Unterschiede
festzustellen, so daid fur alle weiteren Versuche die schnelle, effiziente und auf verschiedene
Gewebemengen adaptierbare Methode nach Chirgwin zur Gewinnung qualitativ hochwertiger
Gesamt-RNA, die die poyadenylierte mMRNA enthélt, zur Anwendung kam (siehe Kap. 2.2.8.

Es konnten in Abhéngigkeit vom Gewebetyp urterschiedliche Ausbeuten erzielt werden. Die
Tabelle 4.1 stellt die RNA-Ausbeute fir einige Gewebe vor.

Gewebe Gesamt-RNA-Ausbeute
100 mg Ug
Blatt 72
Callus 250
Stamm 78
Sprosse 140
Wurzel 24

Tab. 41:  Ausbeute von RNA-Isolationen aus verschiedenen Gewebe von Arabidopsis thaliana. Man
erkennt grof¥e Variationen in der Ausbeute in Abhangigkeit vom eingesetzten Gewebe.

Die Tabelle 4.1 verdeutlicht, wie stark die Ausbeute vom jeweiligen Gewebetyp abhéngt. So laldt
sich aus Callus- und Sprossengewebe wesentlich mehr Gesamt-RNA gewinnen as aus Blatt-,

Stamm- und Wurzel gewebe.
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4.1.9 Herstellung von DNA-Sonden fur die Hybridisierung auf
DNA-Arr ays

Die DNA-Sonden wurden (iHi cherweise mit dem radioaktiven **P markiert. Ausnahmen wurden
bei der Hybridisierung auf Northern Blots mit 3P und bei der Fluoreszenzmarkierung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy5 gemadt.

Die Markierung von DNA-Oligonucleotiden duch 5 -OH-Phaosphaylierung mit Hilfe der T4-
Polynucleotid-Kinase konrte routinemaldig bel einer Einbaurate von 90% durchgefiihrt werden
(siehe Kapitel 2.2.9.1.

Die Markierung von DNA-Fragmenten grof3er als 100 Bp duch 'Randam Hexamer Priming
erlaubte typische Einbauraten von 80% (siehe Kapitel 2.2.9.9. Damit war es moglich, durch
Einbau mehrerer Markierungsbausteine die spezifische Aktivitét der Sonde zu erhéhen.

Eine sehr effiziente Methode fir die Herstellung von DNA-Sonden ist die dNA-
Erststrangsynthese mittels reverser Transkription von RNA. Sie hatte é@nen entscheidenen
EinfluR auf die Qualitét der Ergebnisse aus der DNA-Array-Hybridisierung (siehe Kapitel
2.2.9.3 (Hauser et al. 199). Sie aforderte frisch aufgereinigte, nicht degradierte RNA mit
einem OD.gy280-Verhdtnis von 1,9 hs 2,0. Weiterhin war von entscheidender Bedeutung das
Enzym 'Reverse Transkriptase. Beim Vergleich der 'Reversen Transkriptase' verschiedener
Hersteller ergab de 'Superscript RT 11" von Gibco Life Tedndogies (Karlsruhe) die hochsten
Einbaurate von 50 bs 90 %. Die reverse Transkription erméglichte es ebenfalls, durch
Inkorporation mehrerer Markierungsbausteine die spezifische Aktivitat der Sonde zu erhdhen
und damit das Signal/Hintergrund-Verhaltnis pasitiv zu beanflussen (Nguyen et al. 1995.

Die Bestimmung der Einbaurate von Radionucleotiden erfolgte Gber die Bestimmung des
Verhdtnisses von inkorporierter zu eingesetzter Radioaktivitéat (siehe Kapitel 2.2.9.94. Die
Bestimmung durch Prazipitation des cDNA-Pell ets ergab eine Einbaurate, die systematisch etwa
5 % Uber der Bestimmung mit der Ausfallung auf Glasfiberfiltern lag. Diese hoher gemessene
Einbaurate a3t sich damit erklaren, dal3 bei der Ausféllung des cDNA-Pellets noch nicht
inkorporierte  Radionucleotide mitgeriseen  wurden, wéhrend de Methode mit  den
Glasfiberfiltern des durch mehrmali ges Waschen vermied.
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4.1.10 Hybridisierung, Exposition und Regeneration der

genomischen Arabidopsis-Arrays

Fur Hybridisierungen auf DNA-Arrays werden im algemeinen Church- und Ssarc-Puffer
verwendet (siehe Kapitel 2.2.1Q. Beide Puffer enthielten eine Konzentration von mindestens
0,5 M Natriumionen, de ds monowalente Kationen de sich hildenden DNA-Doppelstrange
stabili sieren. Beim Waschpufer setzte man dese Konzentration auf 40 mM herab, un die
Stringenz zu erhohen und dmit die Basenfehlpaarungen zu minimieren. Daher wurde beim
Regenerationspuffer die Natriumionenkorzentration nach einmal drastisch auf 5 mM reduziert.
Natriumdodecylsulfat (SDS) und Natriumlauroylsarcosinat (SLS) erleichtern as benetzendes
Mittel das Eindringen der Sonde in de Membran und beschleunigen damit die
Hybridisierungsgeschwindigkeit. Der Unterschied in der Verwendung beider Substanzen liegt
darin, dal3 SDS unter 18 °C ausfdllt, so dal3 es bei Oligonucleotid-Hybridisierungen duch SLS
ersetzt wird. Bei der Verwendung komplexer cDNA-Sonden, de langer als 100 Bp sind, wird
eine Vorhybridisierung mit tRNA durchgefihrt, um die Hybridiserung der Sonde mit
unspezifischen Sequenzen zu vermeiden (Hoheisel et al. 1991, Leitch et al. 1994, Cheung et al.
1999). Mit der hohen Hybridisierungstemperatur von 65 T fur komplexe Sonden mit einer
Lange von ks zu 2.000 Bp wird zum einen eine hohe Stringenz bel der Bildung von
Doppelstréangen erreicht, zum anderen werden Sekundarstrukturen der Sonde verhindert. Fir
Oligonucleotid-Sonden wurde @ne Hybridisierungstemperatur von 10 T verwendet. Dies hangt
mit der Lange der Oligonucleotid-Sonde von ca. 20 Bp undmit der damit nur geringen Anzahl

an mogli chen Wasserstoff briickenbindungen zusammen (L eitch et al. 1994).

Um die Stringenz der Hybridisierung beurteilen zu kénren, wurden daher zum einen innerhab
einer Hybridisierung die Signalintensitéten von Primér- und Sekundérspot der gleichen Sequenz
miteinander verglichen (siehe Kapitel 3.2.5. Zum anderen wurden wiederholte Hybridisierungen
mit Sonden aus dem identischen Gewebe durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.3). Aufgrund cer nicht
komplett vorhandenen Sequenz der cDNA-Insertionen konrten Kreuzhybridisierungen auf dem
verwendeten DNA-Array nicht explizit untersucht werden, dach konrte fir mehrere DNA-Spats,
die sehr @nliche Gene reprasentieren, eine differentielle Transkription rachgewiesen werden
(siehe Kapitel 3.5.4).

Fur die Detektion der Hybridisierungssgnale wurden Phosphascreens (siehe Kap. 2.2.103)
verwendet, die @nen hokeren dynamischen Bereich zur Vermeidung von Séitigungseff ekten und
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eine hohere Linearitdt bel der Signalquantifizierung lesitzen als eine Autoradiographie. Sie
bestehen aus feinen Kristallen von BaFBr:Eu*? in einer organischen Matrix. Wenn der
Phaspharscreen einer radioaktiven Probe ausgesetzt wird, wird Eu™ zu Eu™® oxidiert und BaFBr
zu BaFBr reduziert. Diese lonen beiben auch nadch Entfernung der radioaktiven Probe bis zu

mehreren Wochen oxidiert undreduziert, solange sie vor Licht geschiitzt bleiben.

Die Regeneration der Membranen wurde wiederhdt durchgefihrt, fall s die Signali ntensitdten der
DNA-Arrays mehr as5 % der urspriingli chen Signali ntensitat der Hybridisierung betrugen.

4.1.11 Spot- und Hintergrunddetektion auf hybridisierten DNA-
Arrays

Fir das Einscannen eines Phosphascreens benutzte der Phosphaimager eine
Anregungswellenlénge von 635 m. Diese Anregung fuhrte in Zusammenhang mit der von der
ionisierenden Strahlung stammenden, im Kristallgitter gespeicherten Energie zur Emisson von
blauem Licht, dessen Intensitét propartional zur Radioaktivitdt der exponerten Probe ist. Dieses
blaue Licht detektierte der Phospharimager und stellte die Intensitét in einer Grauskali erung dar.
Dabei wurde die hochste Auflésung von 50 um pro Kantenlénge enes Pixels gewéhlt. Das ©
erhaltene Bild eines hybridisierten Arabidopsis-Arrays wurde ds 16-bit-Datei abgespeichert und
bendtigte damit 60 MB Speicherplatz. Es mufe dso fur die Beabeitung die Bilddateien deses
Ausmalies |ei stungsfahiges Computernetzwerk eingerichtet und unierhalten werden.

Bel der Erstellung eines komplexen Transkriptionsprofils war eine wesentliche Voraussetzung
die korrekte Zuordnung von Spoatsigna und seiner Position. Dazu konrte dem
Hybridisierungsbild ein idedles Raster mit Hilfe des Softwarepaketes AIS (Imaging Research
Inc., Toronto, Canada) aufgesetzt werden, dal3 sich an das rede Spotraster anpassen lief3 (siehe
Abbildung 2.13 in Kapitel 2.2.1). Leere Ankerspats, die af jedem Subarray in ener
spezifischen Position angelegt worden waren, schlossen Vertauschung und falsche Orientierung
der separaten Felder des Arabidopsis-Arrays aus (siehe Abb. 2.4in Kapitel 2.2.3.2. Damit
konnte ane fehlerfreie Zuordnung und Quantifizierung von Uker 26.000 Spats in weniger as

einer Stunde areicht werden.
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4.1.12 Analyseund Vergleich komplexer Transkriptionsprofile

Bel den meisten Genexpressonsanalysen mittels DNA-Array-Techndogie werden nicht absolute
Transkriptmengen gemessen, sondern relative  RNA-Niveaus in  verschiedenen Proben
miteinander verglichen (Bowtell 1999. Fir die Bestimmung absoluter Transkriptmengen hétte
ein wesentlich hoterer Aufwand betricben werden mussen, un die Abhangigkeit der
Signalintensitdt von den urterschiedlichen PCR-Produkmengen und ar Markierungsrate
auszuschalten. Dazu hétte @ne Angleichung der DNA-Mengen aler 26.000Spats in mogli chst
hoher Konzentration, der Lange wie auch der Markierungsrate dler Sondenmolekiile erreicht
werden missen (Bertucci et al. 1999. Dieser technische Aufwand war mit den vorhandenen
Mitteln und Gerétschaften in der gegebenen Zeit in dieser Grof¥enordnung nicht realisierbar.
Daher wurden im Rahmen deser Arbeit durch relative Vergleiche komplexer

Transkriptionsprofil e die differentiell e Genregulation urtersucht.

Ein wesentli che Voraussetzung fir die Bestimmung des diff erentiell en Transkriptionsfaktors war
die Bestimmung des Hintergrundes. Die Erfahrung zeigte, dal3 de Intensitét des Hintergrundes
eines Arrays inhamogen verteilt sein kann (siehe Abb. 3.1). Daher mul¥e an lokaer
Hintergrund cEfiniert, detektiert und vonder Signalintensitat subtrahiert werden. Dies konrte,
wiein Kapitel 2.2.12.1 leschrieben, redisiert werden. Gespattete heterologe DNA, wie im Fall
der heterologen Kontroll sequenzen, konrie dazu genutzt werden, den Grad der unspezifischen
Hybridisierung zu bestimmen (siehe Abb. 3.19C in Kapitel 3.4.3.9 (BeiR3barth et al. 20M).

Fur die Visudisierung eines Vergleichs komplexer Transkriptionsprofile wurde der Scatterplot
gewahlt (siehe Abb. 2.15in Kapitel 2.2.12.2. Mit Hilfe des lokalen Hintergrundabzugs und der
Standardisierung der Steigung auf den Wert 1 konrten de komplexen Transkriptionsprofile
normiert werden (siehe Kapitel 2.2.12.) (BeilRbarth et al. 2000.

Fur die Bestimmung des diff erentiellen Transkriptionsfaktors konrnte ane beliebige Anzahl von
Spats as Ankerpunkt definiert werden (siehe Kapitel 2.2.12.3. Zur Auswahl stand erstens eine
Mehrheit von Genen, de in jedem Vergleich in Abhéngigkeit vom Beitrag zu einem hohen
Korrelationskoeffizienten automatisch bestimmt wurde, zweitens konstitutiv transkribierte Gene
von Arabidopsis thaliana und dittens heterologe Kontroll-RNAs as externer Standard
(BeilRbarth et al. 2000.
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Fur die Auswertung eines Vergleichs komplexer Transkriptionsprofile standen hil dgestiitzte
statistische Analysemethoden zur Verfiigung, die in Kollaboration mit Kurt Fellenberg und Tim
Bei3barth, Abtellung Theoretische Bioinformatik' von Martin Vingron, DKFZ Heidelberg,
entwickelt undin de Auswertesoftware integriert wurden (siehe Kapitel 2.2.12.3. Damit konrte
der Scaterplot in gewichtete Regionen von urterschiedlichem Interesse aufgetellt werden, wie
diesin Abbildurg 4.5 dhrgestellt i st.

Datenpunke in Region a reprasentieren Gene, die auf Transkriptionsebene inaktiv oder nur
gering aktiv sind. Dies ist nach eigenen Erfahrungswerten eine nicht geringe Zahl an Genen. In
den Regionen bliegen Gene, die nur in einer Probe exprimiert und deren Intensitdten nur schwer
reprodwzierbar sind. Die Gene, die in Region c liegen, befinden sich in einem Korridor um die
Diagonae und werden in beiden Experimenten auf einem konstantem Niveau exprimiert. Dies
drickt sich in eéinem Transkriptionsfaktor innerhalb des Intervalls von - 2,0 ks + 2,0 aus. Die
Region d unde reprasentieren Gene, die in dem einen Experiment reprodwierbar starker
exprimiert werden alsin dem anderen. Die differentiell e Transkription deser Gene driickt sich in
einem Differenzfaktor von urnter - 2,0 (Represson) und Uker + 2,0 (Uberexpresson) aus
(Beil3barth et al. 2000.
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Abb. 4.5 Scdterplot mit Regionen unterschiedlicher Interpretation. Region a prasentiert Gene von
geringer Transkription. In Region b liegen Gene, deren Intensitéten héufig nur schwer
reprodwierbar sind. Die Region ¢ in einem engen Korridor um die Diagonade mit
Transkriptionsraten zwischen — 2 und + 2 enthdlt konstitutiv transkribierte Gene. Die
Regionen d urd e umfassen Gene, die differentiell transkribiert sind (Beil3barth et al. 2000).
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Fir eine bessere Auswertung und Interpretation der experimentellen Daten wurden de
Ergebnisse der statistischen Analyse in einen biologischen Zusammenhang eingeordnet (siehe
Kapitel 2.2.12.3. Erst die Analyse im physiologischen Zusammenhang erlaubte die Auswertung
der diff erentiell en Transkription zusammenhéangender Stoffwechselwege, die eéne Einsicht in de

globale Regulation der Genexpresson ermdgli chte.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

421 Der genomische DNA-Array der Pflanze Arabidopsis
thaliana: Herstellung und Signaldetektion

DNA-Array basierende, hochparallele Genexpressonsanalysen an der Pflanze Arabidopsis
thaliana sind erstmals 1995 mit 48 PCR-Produken, 1998mit 864 bzw. 1.400 PCR-Produkien
beschrieben worden (Schena et al. 1995, Desprez et al. 1998, Ruan et al. 1998). Der im
Rahmen deser Arbeit entwickelte genomische Arabidopsis-Array mit 13.000 PCR-Produkten,
der ca 50 % all er Gene dieses Organismus reprasentiert, ist damit mindestens um den Faktor 10
grofRer a's bisher entwickelte Arabidopsis-Arrays und damit der erste dieser Grof¥enordnung. Er
bietet mit seinem genomweiten Ausmald dn Vortell, ene Viefat verschiedener
Versuchsbedingungen urtersuchen zu konren, ohre @nen neuen DNA-Array, mit speziell fur die

V ersuchsbedingungen ausgesuchten Spotsequenzen, herstellen zu missen.

Die Herstellung der genomischen Arabidopsis-Arrays unterlag einer sténdigen technischen
Weiterentwicklung des Produktionsablaufs (siehe Kapitel 3.1.1 und 3.1.2 Die Anderung der
PCR-Amplifikation von 96auf 384 rarall ele Proben pro Thermocycler verringerte die Volumina
der Probenansédtze von 100l auf 25 pl. Dieser scheinbare Nadhtell wurde jedoch mehr als
ausgeglichen duch de Tatsadche, einen kompletten PCR-Durchlauf in wesentlich kirzerer Zeit
beenden zu konren. Der Zeitvorteil erhéhte sich nach durch das Wegfalen des Umpipettierens
von 13.000PCR-Produkten aus 145 x 96er in 36 x 384er Mikrotiterplatten. Damit werden
eventuell auftretende Pipettierfehler mit der Konsequenz mdglicher Fehlzuordnungen und

Kreuzkontaminationen ausgeschlossen.
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Die Umstellung der Array-Herstellung von einer groffen Membran auf finf separate
Membranfelder hatte mehrere Vortelle. Erstens konrten de Subarrays vollig unabhingig
voneinander prodwziert, kortrolliert und erst dann zu einem kompletten Array-Set
zusammengesetzt werden. Dies verkirzte die Zeit, in der die Proben in den PCR-Platten wahrend
der Array-Produkion verdursten konrten, erheblich. Zweitens konrte mit der Produkion von
Subarrays die Zahl der genomischen Arabidopsis-Arrays von 4 auf maxima 24 po
Spotdurchgang gesteigert werden. Dies ist nicht nur eine quantitative Verbessrung des
Produltionsprozesses, sondern enthdlt auch eine zeitbedingte und quiitative Komporente.
Wenn eine Genexpresgonsanayse mit mehreren Proben geplant ist, kann mit mehreren DNA-
Arrays aus einem Produkionslauf eine grofiere Anzahl an Proben parallel bearbeitet werden, so
dal’ de experimentellen Daten schneller zur Verfligung stehen. Bei einer Probenzahl, die mehr
als 4 DNA-Arrays erfordern, mifden bel grofen Membranen DNA-Arrays aus mehreren
Produktionsléufen eingesetzt werden, de zu technisch bedingten Variationen der differentiellen
Transkription fuhren. Dies ist mdglichst zu vermeiden. Drittens konrnten mit der Benutzung der
Subarrays durch eine variable Anordnung der Membranfelder statt vorher einem jetzt drei
genomische Arabidopsis-Arrays zur gleichen Zeit auf einem Phospharscreen exponiert werden.
Diese dfizientere Nutzung der Phosphascreens erlaubte @ne hohere Parallelitdat der
Probenbeabeitung. Fir die Genexpressonsanayse der pflanzlichen Pathogenantwort wurden
daher Arabidopsis-Arrays verwendet, die ais der 384er PCR-Amplifikation stammten und auf

funf Subarrays verteilt waren.

Die gedgnete Fixierung der DNA war eine entscheidende Vorausstzung fur die hohe
Wiederverwendberkeit der Membranen von hs zu 15 Wiederhoungen als auch fur gut
quantifizierbare Signae mit hohem Signal/Hintergrund-Verhdtnis (siehe Kapitel 3.1.3. Die
Ergebniss der verschiedenen Fixierungsvarianten lassen vermuten, dald der Entzug von Wasser
durch Badken bei 80 °C dlein nicht ausreicht, die DNA kovalent an de Membran zu hinden.
Erst durch UV-Bestrahlung bei 254 i tritt eine drastische Verstéarkung der Bindung der DNA
an de Membran ein. Dies 183 sich damit erkléren, dal3 kowalente Quervernetzungen von DNA-
Strangen durch Bildung von Thymindimeren undanderen Photoproduken ein DNA-Netzwerk
bil den, das durch zusétzli ch ausgebil dete kovalente Bindungen zwischen DNA und Membran zu
einem stabilen Halt auf der Membran fuhren (Hartley et al. 1993). Bei immer starkerer UV-
Bestrahlung wird ein Maximum durchlaufen, rach dem die Hybridisierungssgnale wieder
abnehmen. Dieser Effekt wird vermutlich duch eine verstéarkte DNA-Quervernetzung durch
Photoprodukte hervorgerufen, de au einer so starken Schadigung der DNA fihren, dal3 de
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Hybridisierungseigenschaften im Mitleidenschaft gezogen werden. Ein Problem bel der
Interpretation der Ergebnisse ist alerdings, dald de Hersteller der Membranen nur sehr vage
Angaben Uler die restiven Gruppen der Membranoberflade maden.

In den letzten Jahren ist ein Trend zu beobadten, zur Signal detektion anstell e von Radioaktivitat
auf Membranen auch Fluoreszenz bei Membran- oder Glastrégern einzusetzen. Die Detektion
von Radioaktivitdt bietet den Vortell hoher Sensitivitdt und de Verwendung von Membranen
eine mehrmalige Wiederverwendbarkeit. Ein hotes Signal/Hintergrund-Verhdtnis bei der
Radioaktivdetektion erlaubt es, nur ca 0,5 ug mRNA fir die Markierung und Hybridisierung
einsetzen zu konren (Granjeaud et al. 1999, van Hal et al. 2000). Die Fluoreszenzdetektion
bietet den Vorteil, die Detektion zu beschleunigen aufgrund wegfall ender Expositionszeiten, as
auch zwei mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Sonden in einer Hybridisierung
paralel auf einem Trager detektieren zu konren (Duggan et al. 1999). Der Naditeil der
Fluoreszenzdetektion liegt in der Notwendigkeit, wesentlich horere asolute mRNA-Mengen
von ks zu 10 pg in de Markierung und Hybridisierung einsetzen zu mussen. Dabel liegt die
Konzentration der Sonce fur vergleichbare Sensitivitét um mehrere GréRenordnungen hoter als
in der Radioaktivhybridisierung (Granjeaud et al. 1999, Duggan et al. 1999).

Fur eine mogliche Umstellung der Detektion vonRadioaktivitét auf Fluoreszenz mufen einige
Vorbedingungen urtersucht werden. Dazu gehorte die Auswahl eines gedgneten Tragers und
eines gedgneten Rasters hoher Dichte in Ubereinstimmung mit der Kapazitét des Spotrobaters.
Die Auflosung des Robaers "Biogridder” mit Motorschritten von 200 um genigte den
Ansprichen, de vom zu erstellenden Raster gefordert wurden. Als Trégermaterial schied Glas
aus mehreren Grunden aus. erstens Dllten de prodwierten DNA-Arrays in einer Dichte
prodwziert werden, de den geringeren Spezifikationen varhandener Detektionsgerdte der
Kollaborationspartner gentigte. Zweitens gand zu Beginn deser Arbeit kein Linkersystem fir
Glasoberflachen zur Verfigung, das eine kovalente Bindurg der DNA auf der Glasoberflache
und camit eine mehrmalige Wiederverwendung der DNA-Arrays erlaubt hétte, wie dies erst
1999 vonBeier beschrieben wurde (Beier und Hoheisel 1999). Damit kamen als Tréger nur
Membranen wie Nylon und Polypropylen in Frage. Auf Nylon konrie die DNA fir eine
mehrmalige Wiederverwendung gedgnet fixiert werden (siehe Kapite 3.1.3. Die
Nylonmembran wies jedoch eine starke Autofluoreszenz auf, so dald fir den Einsatz in der
Genexpressonsanayse nur Signale mit auf3erst starker Intensitdt hétten detektiert und analysiert
werden koémen (siehe Abb. 3.4in Kapitel 3.1.4. Daher wurde ds Alternative Polypropylen
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untersucht. Die erfolgreiche Immobili sierung von DNA auf der Polypropylenmembran zeigte
sich in klar abgegrenzten Signalen mit einer Intensitét, wie sie aich auf Nylonmembranen
erreicht wurde. Dabei wurde én Signal/Hintergrund-Verhdltnis bestimmt, das gegentiber der
Nylonmembran um den Faktor 2 besser war (siehe Abb. 3.6 in Kapite 3.1.4. Diese
Verbesserung im Signal/Hintergund-Verhdltnis der Fluoreszenzdetektion erreichte dl erdings bei
weitem nicht die Werte der Radioaktivdetektion auf den gleichen Tragern (siehe Abb. 3.7in
Kapitel 3.1.5. Damit stand kein geeigneter Tréger fur die Fluoreszenzdetektion der
differentiellen Transkription zur Verflgung, so da3 adle weiteren Versuche mit

Radioaktivmarkierung durchgefihrt wurden.

Bei der Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Expositionszeiten auf die Differenz
komplexer Transkriptionsprofile egaben sich Variationen, de zwar fur die grole Mehrheit der
Spots geringer as Faktor 2, aber doch signifikant waren. Diese technisch bedingte Variation
ergibt sich vermutlich nicht alein aus der Expositionszeit, sondern vor allem aus der Detektion
der Spotsignale. Dies ist ein technischer Variationsfaktor, der mal3geblich nur durch de

Weiterentwicklung von Algorithmen fir die Spoterkennung weiter minimiert werden kann.

Die Menge an membrangebuncenem PCR-Produk, die mit Radioaktivdetektion zu einem
ausreichend guten Signal/Hintergrund-Verhdltnis auf Nylon und Polypropylenmembranen
fUhrte, betrug 5 bis 10 ng po Spat. Diese membrangebundene DNA-Menge liegt im Rahmen
bisher beschriebener DNA-Arrays mit 2,5 is 20 g pro Spot. Diese Mengen reichen aus, um
Uber die relativen Verhdltnisse der Signalintensitét bestimmter RNA-Spezies die differentielle
Transkription zu bestimmen, wie esim Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde.

4.2.2 Einflud der DNA-Arr ay-Systemkomponenten auf die

Qualitat komplexer Transkriptionsprofile

Fur die Qualitdtsscherung kamplexer Transkriptionsprofile wurden de Systemkomporenten
untersucht, die fur die Erstellung eines Datensatzes Verwendung fanden (siehe Kapitdl 3.2). Zu
diesen Systemkomporenten gehdrten der hergestellte DNA-Array, die ass dem zu
untersuchenden Gewebe isolierte RNA, die durch cDNA-Erststrangsynthese hergestellte Sonde
und de Hybridisierung als Kombination von kanplexer Sonde und DNA-Array (siehe Abb. 1.3
in Kapitel 1.3.2).

146



Marcd Scheideler Diskusson

Zuerst wurden de hergestellten DNA-Arrays untersucht (siehe Kapitel 3.2.7). Hierbel kam die
universelle Sequenz des Primers T7, de dle PCR-Produkte besal’en, zum Einsatz. Da die PCR-
Produkte vor dem Transfer auf die Membran nicht aufgereinigt wurden, transferierte man
zwangdaufig aus dem PCR-Ansatz auch unwerbrauchte Primer. Um diese Primer bei einer
Kontroll hybridisierung auszuschlief3en, das gebildete PCR-Produk aber nadchzuweisen, wurde
der Primer T7 as Kontroll sonde verwendet. Damit konrte nur die komplementare Sequenz des
neu synthetisierten PCR-Produkies nachgewiesen werden, nicht jedoch der Primer selbst. Dies
erlaubte @ne optisch-qualitative Kontrolle der DNA-Arrays. Die Form aler Spats und ihre
Abgrenzung voneinander wurde sichtbar und gab damit Auskunft Gber den korrekten Ablauf des
Spotvorganges. Die Stérke der Spotsignale undihre Varianz lassen zwar erkennen, dal3 de PCR-
Amplifikation im Hochdurchsatz fir den Grof¥ell der cDNA-Klone enwandfrei funktioniert,
dai’ es aber dennoch in wenigen Féallen zu cDNA-spezifischen PCR-Ausfélen kammt (siehe
Abb. 3.10. Die Hybridisierung mit Kontroll sonce erlaubte auch de korrekte Bestimmung des
einzelnen Membranfeldes Uber die fur jedes Feld typische Position undOrientierung der leaen
Spotdupikatsin alen 4x 4 -Quadranten. Zusétzlich konrte mit der Visualisierung aler Spots fur
jeden Subarray ein varangepaldtes Raster in der Spotdetektionsoftware 'AlS' (Imaging Research
Inc., Toronto, Canada) erstellt und abgespeichert werden. Diese beschleunigte die Auswertung
komplexer Hybridisierungen, in denen wesentlich weniger Spatsignale zu sehen waren und
damit die Rasteranpasaung schwieriger wurde.

Als nadhste Systemkomporente wurde die vom zu urtersuchenden Gewebe isolierte RNA
kontrolli ert (siehe Kapitel 3.2.2). Die Reinheit der RNA konrnte anhand der optischen Dichte und
die Quditdt durch den Nadweis eventuell vorhandener Degradation kestimmt werden. Die
Degradation hat entscheidenden Einflul auf die Markierung der RNA durch cDNA-
Erststrangsynthese, indem entweder die RNA verkirzt wird, so da3 kirzere Sonden mit
geringerer Markierung entstehen, oder die Polyadenylierung fehlt, so dal3 de RNA mit einem
dT,5-Oligmer Uberhaupt nicht mehr revers transkribiert werden kann. Die Degradation der
Gesamt-RNA inklusive mRNA wurde Uber den Degradationsgrad der ribosomalen Banden, de
im Gel gut sichtbar waren, festgestellt. Bei frisch aufgereinigter RNA konrte keine Degradation
detektiert werden (siehe Abb. 3.1), wahrend de tiefgerfrorene und fir mehrere Monate
gelagerte RNA eine Degradation erkennen lief3. Dabel war in einigen Falen eine Korrelation
zwischen Degradationsgrad undMarkierungsrate festzustell en.
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Aus der RNA wird die Sonde hergestellt (siehe Kapitel 3.2.3). Kurze DNA-Fragmente ds Sonde

bil den weniger leicht Sekundérstrukturen, de die Hybridisierung behindern konrten. Dagegen

sind de in deser Arbeit hergestellten cDNA-Sondenmolekile mit einer Lange von 500 und
2.500Bp, in mehreren urebhangigen cDNA-Synthesen reproduwziert, verhdtnismalig lang (siehe

Abb. 3.13. Der Vorteil der langen Sondenmolekile ist jedoch eine hohe spezifische Aktivitét,

die zu einem bessren Signal/Hintergrund-Verhdltnis fuhrt. Dieser Parameter bedarf noch

weiterer Untersuchungen, da bisher noch keine optimale Sondenldnge emittelt werden konrte

(Graves 1999. Nach Markierung und Hybridisierung konrte jedoch eine direkte Korrelation

zwischen Sondenmarkierungsrate und absoluter Signalintensitét sowie Signal/Hintergrund-

Verhdltnis festgestellt werden. Die Einbaurate bei der Sondenmarkierung gab somit Aufschlufl3
Uber die Qualitd der RNA und damit Uber die technische Qualité der anschlief3enden

Hybridisierung (Hauser et al. 1999.

Eine konventionelle Methode, variable Daten zu validieren, besteht darin, ein Experiment zu
wiederholen. Eine aste Ebene zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit war die Herstellung von
DNA-Arrays mit einem Spotdupikat fur jedes PCR-Produkt. Primér- und Sekundarspot fanden
nach Hybridisierung, Exposition und Detektion dezu Verwendung, die technisch bedingten
Variationen innerhalb eines komplexen Transkriptionsprofils zu Ukerprifen. Dazu wurden
Primér- und Sekundirspot in einem Scaterplot verglichen. Auf diese Weise lief3 sich eine
falsche Rasteranordnung der Software, eine fehlerhafte Positionierung der PCR-Produlte bel der
DNA-Array-Herstellung und eine unspezifische Hybridisierung aufdedken (BeilRbarth et al.
2000.

4.2.3 Diskusgon der Qualitatskontrollen beim Vergleich

komplexer Transkriptionsprofile

Eine zweite Ebene zur Untersuchung der Reproduwzierbarkeit bestand in der Wiederholung von
Experimenten im Ganzen oder einzelner Abschnitte. Zur Untersuchung der technischen
Variation von Markierung, Hybridiserung und Bestimmung der Signalintensitét gehorte die
wiederholte Hybridisierung mit Sonden aus der identischen RNA-Probe (siehe Kapitel 3.3). Die
im Rahmen deser Arbeit durchgefihrte Bestimmung der detektierbaren dfferentiellen
Transkription wurde ener Reprodwierbarkeitsgudie fur DNA-Arrays der Firma Incyte
Pharmacaiticals Inc. (Palo Alto, CA, USA) entnommen. Wie die Ergebniss in Kapitel 3.3
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zeigen, fuhrten technische Einflise zu Mel3werten mit einer Uber alle Spots gemittelten
prozentualen Variation von 25%. Dieser fur den verwendeten Arabidopsis-Array berechnete
Wert erreichte damit nicht ganz die von der Studie fur den GEM-Array von Incyte
Pharmacauticals Inc. ermittelte geringe Variation von 15 %. Bel der Bestimmung des
Diff erenzfaktors variierten 99,5% all er Spotsim Intervall - 1,80 hs + 1,80 und kmen damit den
Ergebnissen der Studie mit einem Variationsintervall von + 1,74sehr nahe (Incyte 1999). Damit
liegt das Limit der detektierbaren differentiellen Transkription bei + 1,80.Daruber hinaus wurde
noch eine Toleranz von £ 0,20 gewahrt, so dald de Transkriptionsfaktoren mit einem Betrag von
Uber 2,00 als differentiell transkribiert definiert wurden. Die Ergebnisse der Reproduzierbarkeit
zeigen damit insgesamt, dal3, wenn auch nicht ganz die Werte fur den GEM-Array der Firma
Incyte Pharmaceuticds Inc. erreicht wurden, mit dem genomischen Arabidopsis-Array Daten mit
hinreichender Qualité&t fir signifikante Aussagen erstellt werden kdnren.

Einen starken Einfluld auf die Ergebnisse Ubt auch die Variabilité der biologischen Probe aus.
Bel der Wiederholung eines gesamtes Experimentes, angefangen bei der Verwendung einzelner
Pflanzen aus der gleichen Anzucht, lassen sich de Variationen der biologischen Probe
untersuchen. Die auf diesem Wege gewonnenen Erfahrungen weisen auf grof3e Variationen im
komplexen Transkriptionsprofil von Pflanze zu Pflanze trotz gleicher Anzucht hin, so dal3 fur
alle Untersuchungen die biologische Probe aus drei unabhéngigen Anzuchten, jede Anzucht aus
15 Pflanzen bestehend, zusammengesetzt wurde. Damit konrten Anzucht- und Spezies-bedingte
Variationen Ubker die Mischung nivelliert werden, wahrend Effekte, die Spezies-Ubergreifend
auftraten, erhalten blieben undeiner Detektion zur Verfligung standen.

Es gehen mittlerweile verschiedene Methoden der Genexpressonsanalyse zur Verfugung
(Duggan et al. 1999). Dabel bietet die Genexpressonsanayse mittels Northern Blot die
Moglichkeit, die Daten der DNA-Array-Anayse mit Hilfe @ner anderen Methode zu validieren.
Fur den Vergleich der Daten aus beiden Methoden sind in einem Vergleich von Tag- und
Nadtprobe die Transkriptionsrate zweler Proteine untersucht worden: des konstitutiv
transkribierten Elongationsfaktors EF-1 (Nguyen et al. 1995) und der differentiell transkribierten
kleinen Untereinheit der Ribulosebisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) (Desprez et
al. 1998). Wie der Vergleich zeigt, korrelieren de Ergebnisse von Northern Blot und DNA-
Array sehr gut miteinander. Der Transkriptionsfaktor fir das dark differentiell transkribierte
Enzym RubisCO weist bei Ermittlung mittels DNA-Array einen etwa 15 % geringeren Wert als
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bei Ermittlung mittels Northern Blot auf. Diese Differenz wurde schon haufig festgestellt undist
damit vermutli ch eine systematische, technisch bedingte Variation (Nguyen et al. 1995.

Dieser Vergleich zur Reprodwzierbarkeit der DNA-Array-Daten hietet eine Grundage fur
validierte Ergebnise der hochparalelen Genexpressonsanayse. Die Anwendung der DNA-
Array-Tedhndogie an Beispiel der Pflanze Arabidopsis thaliana er6ffnet damit einer Vielzahl
bisher unbeantworteter Fragen den Zugang zu genomweiten Untersuchungen der differentiellen

Genregulation auf Transkriptionsebene.

4.2.4  Diskusson der Ankerpunkte fur die Bestimmung des
differentiellen Transkriptionsfaktors

Es gibt im wesentlichen zwel Strategien, den Faktor der differentiellen Transkription Uker Gene,
die nicht differentiel reguliert und damit as Ankerpunke im Vergleich komplexer
Transkriptionsprofil e dienen, zu bestimmen (siehe Kapitel 3.4). Die @ne Strategie basiert auf der
Betracdhtung der Mehrheit aller Gene in einer Probe. Die zweite Strategie definiert eine kleine
Gruppe von Genen, de zu den urtersuchten Bedingungen urverandert bleiben soll (Duggan et
al. 1999. Diese kleine Gruppe unveranderter Gene kann aus einem internen Standard, d.h.
konstitutiv exprimierten Genen, ocer einem externen Standard, d.h. zugesetzten heterologen
Kontroll sequenzen, bestehen (BeiRbarth et al. 200Q. Damit ergeben sich aus den zwel
Strategien drei verschiedene Ankerpunktypen.

Diese drei Ankerpunkitypen zur Bestimmung des differentiell en Transkriptionsfaktors wurden in
zwel Scaterplots, im Fal des Tag/Nacht-Vergleichs mit nur schwadien Variationen im
komplexen Transkriptionsprofil, im Fall der Pathogeninfiltration jedoch mit einer massven
Anderung in der transkriptionellen Regulation, angewandt und miteinander verglichen (siehe
Kapitel 3.4).

Bei der automatischen Auswahl einer Mehrheit von Genen, deren Median der Intensitdten als
Anpasaungsfaktor dient, um die Verhdtnisse der Intensitéten auf den Wert 1 zu bringen, werden
fur die Bestimmung des differentiellen Transkriptionsfaktors mehrere tausend Gene ausgewahit,
S0 dal’ ein sehr stabil er Diff erenzfaktor bestimmt werden kann, der durch wenige Ausreil3er nicht
aus dem Gleichgewicht gebradht wird (siehe Abb. 3.22in Kapitel 3.4.4.
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Beim internen Standard wurden duch en iteratives Suchverfahren insgesamt 29 Gene
identifiziert, die in verschiedenen Geweben der Pflanze Arabidopsis thaliana konstitutiv
exprimiert wurden (siehe Kapitel 3.4.2. Durch Datenbankrecherche auf Sequenzhomologien
konnte 14 von 29 Genen eine Anndaation zugeordnet werden (siehe Tab. 3.4. Trotz der
Tatsadhe, dal3 kisher sehr wenig bekannt ist Gber Pflanzengene, die ubiquitér exprimiert werden,
konrten einige Gene identifiziert werden, de bereits as konstitutiv exprimierte Gene
beschrieben wurden. Dazu zahlt Actin 1, eine esentiele Komponente dler eukaryotischen
Kontraktionssysteme und des pflanzlichen Cytoskeletts (Drouin und Dover 1990, M cDowell et
al. 1996, An et al. 1996). Der Actin 1-Promoter steuert eine stark konstitutive Expresson auch
in transgenem Reis (Mc Elroy et al. 1990). Das Gen fur a-Tubulin 6 (TUA6) gehdrt zur
Genfamilie der a-Tubdine, die fur Arabidopsis aus mindestens sds verschiedenen Mitgliedern
besteht. Sie mdieren flr konservierte Strukturproteine der Microtubdi, die ene zentrale Rolle in
mehreren grund egenden Prozessen voneukaryotischen Zellen spielen. Das TUA6-Gen wurde in
verschiedenen vegetativen Geweben als konstitutiv exprimiert nachgewiesen (Kopczak et al.
1992). Das EF-1a-Gen, dbs fur den Elongationsfaktor EF-1a codiert, ist ein gut untersuchtes,
konstitutiv exprimiertes Gen in alen eukaryotischen Zellen und spielt eine wichtige Rolle im
Tranglationsprozeld der Proteinbiosynthese (Liu et al. 1996). Histon 1 ghdrt zur Familie der
Histone, einer Hauptproteinkomporente des eukaryotischen Chromatins. Es wurde eenfalls als
konstitutiv transkribiert beschrieben (Hochmuth und Doenecke 1990). Die Gene UBQ10 und
UBQ3 gehdren zur Multigenfamilie der Ubiquiti ne mit bisher 14 identifizierten Mitgliedern, de
in allen bisher untersuchten eukaryotischen Zellen gefunden wurden (Callis et al. 1995). Sie
fungieren als slektive Markierung von Proteinen fur die Proteolyse, sind aber auch an der
Strefzantwort der Pflanze beteiligt (Burke et al. 1988). Die Regulation fir das Gen UBQ3 ist
bisher nicht eindeutig beschrieben. Wahrend das UBQ3-mRNA-Niveau fir verschiedene
Gewebe ds wechselhaft beschrieben ist, konrte der UBQ3-Promoter fir die konstitutive
Expressonin transgenen Pflanzen eingesetzt werden (Sun und Callis 1997, Norris et al. 1993).
Auch de ldentifizierung des GOS2-Gens bei der Suche nach korstitutiv exprimierten Genen in
verschiedenen Geweben von Arabidopsis thaliana lief3 sich bestétigen, indem GOS2-mRNA
auch in einer anderen Untersuchung in verschiedenen Geweben detektiert wurde (de Pater et al.
1992).

Die ldentifizierung dieser Gene bestétigt das iterative Suchverfahren, um im Vergleich diverser

Proben eine Schnittmenge an Genen, de déne unverdnderte Transkription aufweisen, zu
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charakterisieren. Diese Auswahl an Genen mul3 jedoch genau fUr die zu urtersuchenden
Probenbedingungen ausgesucht sein, da @ne unerwartete differentielle Transkription rie ganz
ausgeschlossen werden kann (Beil3barth et al. 2000Q. Denn dese Gene wurden im Vergleich
verschiedener Gewebe ermittelt. Sie wurden als Ankerpunkte zur Bestimmung des diff erentiell en
Transkriptionsfaktors bei zwei verschiedenen Bedingungen, dem Tag/Nacht-Vergleich und abr
Untersuchung der Pathogeninfiltration des Blattes angewandt (siehe Abb. 3.22B und E in
Kapited 3.4.4. Wahrend im Tag/Nadit-Vergleich in Blattgewebe keine Variation im
differentiellen Transkriptionsfaktor im Vergleich zur Mehrheit der Gene alftrat, fihrte éne
transkriptionelle  Aktivierung einiger dieser internen  Standardgene, initiiert  durch
Pathogeninfiltration, dazu, dald sich de Bestimmung des Transkriptionsfaktors gegentiber der
Methode mit der Mehrheit der Gene um den Wert - 1,0reduzierte.

Beim externen Standard sind insgesamt 9 heterologe Kontroll sequenzen, fur 7 Kontrollen Gber
die Herstellung neuer Vektorkonstrukte fir die in vitro Transkription, as poyadenylierte RNA
fur die Bestimmung des differentiellen Transkriptionsfaktors bereitgestellt und eingesetzt
worden. Damit ist die Zahl bisher in der Literatur beschriebener externer Kontrollen von
maximal 2 auf 9 wesentlich gesteigert und dadurch der Einfluf® eventueller AusreilRer verringert
worden (Bernard et al. 1996,Eickhoff et al. 1999. Der externe Standard lieferte im Vergleich
mit den beiden anderen Ankerpunktypen, der Mehrheit der Gene und der internen Standardgene,
im Tag/Nacht-Vergleich reprodwzierbare Werte des differentiellen Transkriptionsfaktors. In der
Untersuchung der Pathogeninfiltration dfferierte die Faktorbestimmung gegentiber der Mehrheit
der Gene um den Wert + 1,0,im Vergleich zu den definierten internen Standardgenen um den
Wert + 2,0.

Abschlief3end &3t sich sagen, dal3 de Wahl des gedgneten Standards zur Bestimmung des
differentiellen Transkriptionfaktors dark von dn  Variationen in  den kamplexen
Transkriptionsprofilen abhéngt. Bel geringen Variationen ist die Wahrscheinlichkeit fur den
internen Standard héher, nicht von cer differentiellen Transkription ketroffen zu sein. Bel groléen
Variationen im Transkriptionsprofil i st die Wahrscheinli chkeit geringer, so dai3 sie entweder sehr
gut ausgesucht werden missen oder ihre Zahl drastisch erhdht wird, un eventuellen Ausreif3ern
ihr Gewicht zu nrehmen. Der externe Standard hat den Vortel, nicht von den
Probenbedingungen abhdngig zu sein. Jedoch ist die Herstellung der heterologen
Kontroll sequenzen sehr aufwendig undder Einsatz als RNA speziell bel der Lagerung ist extrem
empfindlich gegenliber RNasen, so dal? auch sie nicht alleine ds Ankerpunkte robust genug sind.
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Die Mehrheit der Gene emittelte in beiden beschriebenen Vergleichen einen
Transkriptionsfaktor, der im Fall geringer Variationen im Transkriptionsprofil i dentisch mit dem
der anderen Ankerpunke war und der im Fall grof%er Variationen im Transkriptionsprofil den
Mittelwert der beiden andern Ankerpunkitypen lieferte. Alle drel Ankerpunkitypen liefern
Variationen im Transkriptionsfaktor, die im Intervall + 1,0 liegen. Der Einsatz von alen drei
Ankerpunktypen in Kombination erlaubt jederzeit die Uberprifung des jeweils gewahlten
Standards durch de anderen a's unabhangige Kontrolle, ist alerdings auch sehr aufwendig. Fur
den routineméal¥igen Einsatz mit einem minimalen Aufwand empfiehlt sich daher die Mehrheit
der Gene fir die Bestimmung des differentiell en Transkriptionsfaktors.

Aufgrund dcer noch sehr jungen DNA-Array-Tedhndogie stand kisher die Etablierung der
Methode im Vordergrund, wie die Verwendung von 48 Genen bel der Untersuchung von
Wurzel- und Blattgewebe (Schena et al. 1999, von 864Gene im Vergleich vonin Licht und
Dunkelheit gewachsenen Pflanzen (Desprez et al. 1999 und von 1.400Gene beim Vergleich
verschiedener Gewebe beweisen (Ruan et al. 1999. Daher sind lisher kaum Ankerpunke fur
die Bestimmung des differentiellen Transkriptionsfaktors entwickelt bzw. in der Literatur
beschrieben. Insofern erfolgte @n Vergleich deser Standards erstmalig im Rahmen deser

Arbeit, so dal3 sich eine Diskusson mit der Literatur ertibrigte.

425 Diskusgon der differentiellen Genregulation verschiedener
Stoffwechselwege in Arabidopsis thaliana wahrend der

Pathogenabwehr von Pseudomonas syringae pv. tomato

Allgemeine Mecdhanismen zur Regulation der enzymatischen Aktivitét von Zellen stellen de
Proteinbiosynthese und pattranglatione Modifikationen vorhandener Proteine dar. Die letztere
Variante umfaldt die Bildung und Dissoziation von Proteinkomplexen, reversible kovalente
Modifikationen und Spaltung von Proenzymen. Metabdlische Anderungen in Pflanzenzellen,
verursacht durch bakterielle Infektion, werden schon seit mehreren Jahrzehnten urtersucht. Es
konnte gezeigt werden, dal3 Pflanzenzellen auf eine Infektion mit ener erhdhten
Respirationsrate, einem erhohten Umsatz von Hexosen im Pentosphosphatcyclus owie ener
aktivierten Produktiion aromatischer Aminosduren und Sekunddrmetabolite reagieren

(Goodman, Kiraly und Wood 1986. Um zu untersuchen, ob undwann welche Reé&tionen
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auch durch transkriptionelle Regulation vermittelt werden, wurden die mit 13.000EST-Klonen
eigens hergestellten, genomischen Arabidopsis-Arrays verwendet (siehe Kapitel 3.1 und 4.2.1

4.25.1 Transkriptionelle Induktion von Genen der frihen Phase der

pflanzlichen Pathogenantwort

Bel der versuchten Infektion von Arabidopsis thaliana durch das mikrobielle Pathogen
Pseudomonas syringae pv. tomato werden pflanzliche Abwehrmedhanismen durch de
Pathogenerkennung rasch eingeleitet (Lamb et al. 198). Dies belegt die frihe Auspragung der
hypersensitiven Retion der Pflanze schon 24 Stunden nach der Pathogeninfiltration (siehe
Abb. 3.23in Kapitel 3.5.1). Die Erkennung des Pathogens kann dabei mit der Interaktion des
bakteriell exprimierten Proteins Rpt2 mit dem Resistenzprotein RPS2 von Arabidopsis thaliana,
Okotyp Columbia, gemaR dem Gen-fiir-Gen-Modell nach Flor erklart werden. Dies fihrt zu
einer inkompatiblen Pflanzen-Pathogen-Interaktion, de é@ne ganze Rehe von
Abwehrmechanismen indwziert (Kunkel et al. 1993.

Fur die frihe Phase der indwzierten Pathogenantwort wird eine ehdhte Konzentrationen von
zelluldrem Calcium unter Beteiligung von Calmoduin beschrieben (Kurosaki et al. 1987,
Vogdi et al. 1992,Kurosaki et al. 1993,Dixon et al. 1994. Diese Aktivierung konrte mit
zeitlicher Verzogerung auf transkriptioneller Ebene durch Beobaditung einer erhghien
Transkriptrate & 7 Stunden nadh Pathogeninfiltration fur Calcium-bindende Proteine, wie
Camodduin, undCalcium-abhangige Enzyme, wie ane Kinase und ATPase, bestétigt werden,
wiein Tabelle 4.2 zu sehen ist.

Nr. |Annotation 0 Std. 2 Std. 7Std. 24 Std.
6 |Camodulin 1,8 1,6 1,6 2,2
7 |Camodulin, ACaM4 -1,7 -1,2 2,6 11
8 |Camodulin-&hnliches Protein -1,1 -1,3 3,0 1,6
9 |Cdcium-transportierende AT Pase 3 (Cal cium-Pumpe) 1,0 -11 -11 22
10 |Cacium-bindendes Protein Isolog -1,5 -1,2 2,3 -1,1
11 |Cacium-abhangige Protein-Kinase Isolog -1,6 1,3 25 1,2
12 |Protein-Kinase 1,2 -1,3 2,0 -1,1
13 |Protein-Kinase APK1B 1,9 14 2,2
14 |Protein-Kinase PkpA 1,2 1,0 31 -1,1
15 |Protein-Kinase SNF1 2,6 1,2 14 16

Tab. 42:  Induktion cer differentiellen Transkription von Calmoduin und Calcium-abhdngigen Genen
sowie @nigen Kinasen (siehe auch Kap. 3.54).
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Der Cacium/Calmoduin-Komplex aktiviert zahlreiche Enzyme, vor alem Kinasen (Michal
1999. Auch schon beschriebene, vermehrte Proteinphaspharylierungen zu  verschiedenen
Zeitpunkien spiegeln sich in einem erhdhten Transkriptionsfaktor fur einige Kinasen wider
(siehe Tab. 42) (Raz und Fluhr 1992und 1993.

4.25.2 Transkriptionelle Aktivierung von Genen verschiedener

Stoffwechselwege wahrend der pflanzlichen Pathogenantwort

Die Glycolyse ist eine Schlisslreaktion des Metabalismus fur die Bereitstellung von Energie in
Form von ATP und Reduktionsaguivalenten in Form von NADH (Michal 1999. Die Umsetzung
von einem Molekll Glucose zu zwei Molekilen Pyruvat geschieht unter Beteiligung von 10
Enzymen (siehe Abb. 4.9.

1. GLYCOLYSE GLUCOSE

1.1 | BFH]  Hexokinase

12 |HHB  Glucose-f-Phosphat-Isom erase

1.3 | HHH  Phosphofructokinase beta-Untereinheit
1.4 | Fructose Bisphosphat Aldolase

1.5 | HEH  Triosephosphat Isom erase

1.6 | HH  Glyceraldelyd 3-Phosphat D ebordrogenase
1.7 | HHH  Phosphoglyeerat-Kinase

1.8 |EHH  Phosphoglyeerat-hiutase

1.9 | HH Encdlass

110 HH  Pywruvat Kinase
PYRUVAT

Abb. 4.6 Glycolyse mit den beteiligten Enzyme und ihre transkriptionelle Regulation innerhalb der
ersten 24 Stunden nach Pathogeninfiltration (siehe auch Kap. 3.54).

Von desen Enzymen werden nu zwei, die Glucose-6-Phosphat-lsomerase (1.2) und de
Glyceradehyd-3-Phaosphat-Dehydrogenase (1.6) transkriptionell aktiviert. Alle anderen Enzyme
werden wéahrend der ersten 24 Stuncen nach Pathogeninfiltration weiterhin  korstitutiv

exprimiert.

Unter aeroben Bedingungen wird Pyruvat weiter zu Acetyl-CoA umgesetzt, das in den Krebs-
Cyclus eintritt und dat voll stéandig zu Kohlendioxid oxidiert wird. Diese Re&tionen werden von
9 verschiedenen Enzymen umgesetzt, von cenen 8 auf dem DNA-Array présent waren (siehe
Abb. 4.7.
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GLYOXYLAT- FORMYL-CoA
METABOLISMUS
7.3 HHEI Oxalyl-CoA-Decarboxylase
Glyoxylat-Dehydrogenase
7.1 HH Isocitrat-Lyase
KREBS-CYCLUS o
PYRUVAT f !
21 | B - T
ACETYL-CoA ° °
HH ===

Abb. 4.7 Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl-CoA und Eintritt in den Citrat-Cyclus mit insgesamt 9
Enzymen. Dargestellt ist die transkriptionelle Regulation der Pflanze Arabidopsis innerhalb
der ersten 24 Stunden nach Pathogeninfiltration (siehe auch Kap. 3.54).

Zwel Enzyme des Citrat-Cyclus, die Pyruvat-Dehydrogenase (2.1) und Aconitase (2.3), werden 7
Stunden nach Pathogeninfiltration hachreguliert. Interessanterweise findet sich im Citrat-Cyclus
der einzige Fal ener signifikant negativen Transkriptionsrate 24 Stunden nadh
Pathogeninfiltration. Dieser Genabschaltung geht mit der Aktivierung der Isocitrat-Lyase (7.1)
und der Oxalyl-CoA-Decarboxylase (7.3) einher, die dem Glyoxylatmetabolismus angehoren.
Dieses beobachtete Umschalten des Stoffwedhselverlaufs findet genau an dem Knotenpunk
statt, an dem beide Stoffwechselwege um das Isocitrat konkurieren. Im Glyoxylatmetaboli smus
wird es moglich, aus Acetyl-CoA aus dem Fettabbau schliefdlich wieder Glucose zu hilden.
Dabel kommtes zu einer Umwandlung von Fett zu Kohlehydraten urter ATP-Verbrauch (Stryer
1991, Michal 1999). Dieses Umschalten von Citrat- auf Glyoxylatstoffwechsel ist eine bei der
Pathogenantwort von Pflanzen hisher nicht bekannte Re&ktion.

Der Pentosephosphat-Cyclus ist ein wichtiger Stoffwechselweg fir die Erzeugung von
Reduktionsdquivalenten und Pentosephosphat (Michal 1999). Von den 6 Enzymen, de
erforderlich sind, desen Stoffwedhselkreislauf zu schlief3en, waren 5 Enzyme auf dem DNA-
Array prasent (siehe Abb. 3.26.
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PENTOSE- 33 * ° 31 3.1 Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
PHOSPHAT- ’ HE H]:D ' 3.2 Phosphoducono-Lactonase
CYCLUS p _GLUCOSE_ 3.3 6-Phosphoduconat-Dehydrogenase | solog
HA HH 6-PHOSPHAT 34 Ribose-5-Phosphet-Isomerase
34 3.6 35 Transketolase
° 53323 o 3.6 Transaldolase

Abb. 4.8  Pentosephosphat-Cyclus mit 6 Enzymen undihre transkriptionelle Regulation innerhalb der
ersten 24 Stunden nach Pathogeninfil tration (siehe auch Kap. 3.54).

Fur das Enzym Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (3.1) konrte aufgrund zu schwadher
Signalintensitdten der Transkriptionsfaktor nur fur den Zeitpunk O Stunden nach
Pathogeninfiltration bestimmt werden. Nur ein Enzym, die Ribose-6-Phosphat-lsomerase, wird
24 Stuncen nadh Pathogeninfiltration transkriptionell aktiviert.

Insgesamt werden in den Stoffwedhselwegen Glycolyse, Citrat-Cyclus und Pentosephosphat-
Cyclus 25 % der untersuchten Gene auf Transkriptionsebene differentiell reguliert. Diese
differentiell regulierten Gene sind urter Pathogenbefall der Pflanze noch nicht untersucht
worden, so dal3 rmoch keine zu dskutierenden Vergleichsdaten voarliegen. Aus der erhdhten
Transkriptionsrate @niger Gene dieser Stoffwechselwege kann geschlosen werden, dal3 de
Pflanze in den ersten Stunden der Pathogenabwehr einen erhdhten Energiebedarf hat. Interessant
ist dabei die Anderung des Stoffwechselweges vom Citrat-Cyclus zum Glyoxylatmetabolismus
24 Stunden nach Pathogeninfiltration, de es ermdglicht, urter Verbrauch von ATP aus Acetyl-
CoA aus dem Fettabbau wieder Glucose zu hil den.

Der Shikimatweg ist ein esentieller Teil des Pflanzenstoffwechsels, der nicht nur Vorstufen fir
die Synthese von aromatischen Aminosauren zur Verfigung stellt, sondern auch eine grofe
Vidfat von Sekunddrmetaboliten (Hermann 1995). Der Shikimatweg setzt sich aus insgesamt
16 verschiedenen Enzymen zusammen, von dnen 11 duch EST-Klone auf dem DNA-Array
représentiert wurden. Fir 10 Enzyme konnte ene Aussage zur differentiellen Transkription
gemadt werden (siehe Abb. 4.9.
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SHIKIMAT-/AROMATISCHE 4.1 2-Dehydro-3-deoxyphasphoheptul osonat-7-aldolase

AMINOSAURE - BIOSYNTHESE 4.2 Dehydrochinat-Synthase
4.3 Dehydrochinat-Dehydratase

4.4 Shikimat-Dehydrogenase

3-DEOXY-2-DEHYDRO- 4.5 shikimat-Kinase
——o ARABINO-HEPTULO- 4.6 3-Phosphoshikimat-1-Carboxyvinyl-Transferase

4.7 Chorismat-Synthase
SONAT-7-PHOSPHAT 4.8 Anthranil at-Synthase-K omporente |-1 Precursor

4.9 Anthranilat-Phosphaibosyl-Transferase
s m 4.10 Phosphaibosylanthranil at-Isomerase
4.11 Indd-3-glycerolphosphat-Synthase
4.12 Tryptophan-Synthase beta-Kettel Precursor
4.13 Chorismat-Mutase Precursor CM-1

[HT]
4.5 | HH] 4.14 Prephenat-Dehydratase
HHA

4.2

4.4

4.15 Tyrosin-Aminotransferase

4.6
4.7 | HHA
CHORISMAT 4.8 FFFR
4.9 HH
4.13 HH
4.14 HH
4.15 /HHH™\ 4.15 HHH 4.12 B
TYROSIN  PHENYLALANIN TRYPTOPHAN

Abb. 4.9  Shikimat- und aromatische Aminosaure-Biosynthese mit 16 Enzymen, von denen 10in ihrer
transkriptionellen Regulation untersucht wurden (siehe auch Kap. 3.5.4).

Interessanterweise zeigen 8 der 10 Enzyme ane &tivierte Transkription. Mit der 3-
Phosphaoshikimat-1-Carboxyvinyl-Transferase (4.6) beginnt eine Kaskade von Enzymen mit
erhbhter Transkriptionsrate. In deser Kaskade folgt die Chorismat-Synthase (4.7) mit der
differentiellen Transkription fur die Zeitpunke 7 und 24Stunden nach Pathogeninfiltration. Alle
weiteren urtersuchten Enzyme, die in zwel Verzweigungen von Chorismat ausgehend zu den
Endprodukten Tryptophan und Phenylalanin fuhren, werden vornehmlich 7 Stunden nach
Pathogeninfiltration aktiviert. Bisher wurde é@ne verstarkte Transkription im Shikimatweg nach
Pathogeninfektion nu fur die DAHP-Synthase (4.1) in Petroselinum crispum und Arabidopsis
thaliana, die Anthranilat-Synthase (4.8) in Ruta graveolens und Arabidopsis thaliana, die
Tryptophan-Synthase (4.12) und de Chorismat-Mutase (4.13 in Arabidopsis thaliana
nadhgewiesen (McCue et al. 1989, Henstrand et al. 1992, Niyogi und Fink 1992, Eberhard et
al. 1996, Bohlmann et al. 1995, Zhao et al. 1998). Mit Hilfe des genomischen Arabidopsis-
Arrays konnte in den Stoffwechsel verzweigungen des Shikimatweges weiteren Genen mit bisher
nicht bekannter Regulation eine &tivierte Transkription zugeschrieben werden. Dazu gehéren
die Anthranilat-Phosphaibosyl-Transferase (4.9) fur die Synthese von Tryptophan, de
Prephenat-Dehydratase (4.14) und de Tyrosin-Aminatransferase (4.15) fur die Synthese von
Tyrosin undPhenylaanin. Diese Ergebnisse stiitzen damit zum einen die bisher in der Literatur
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beschriebenen Beobachtungen der differentiellen Transkription einiger Gene wahrend der
pflanzlichen Pathogenabwehr. Zum anderen erméglichen de im Rahmen deser Arbeit
erhaltenen Ergebnise en umfassendes Bild der koordinierten transkriptionellen Regulation
ganzer Stoffwedselwege.

Der Phenylpropanoidsyntheseweg bildet aus den Aminocsauren Phenylalanin und Tyrosin
wichtige Vorstufen fur phendlische Sekundirmetabdlite, die @ne Reihe wichtiger Komponenten
der pflanzlichen Pathogenabwehr darstellen (siehe Abb. 4.1). Der Phenylpropanoid-
syntheseweg setzt sich aus 8 Enzymen zusammen. FUr 3 Enzyme ist eine ehoher

Transkriptionsfaktor nachgewiesen worden.

PHENYL- PHENYLALANIN
PROPANOID-
BIOSYNTHESE 5.1 ’_EiE_El__) Salicylsaure
5.2 | HW 5.1 Phenylaanin-Ammonium-Lyase (PAL)
4-CUMARAT 5.2 4-Cumarat/trans-Zimtsaure-Monooxygenase
5.3 4-Cumarat-CoA-Ligase
EEIHE‘EEE453 5.6 EIEE 5'8[[['] 5.4 Chalcon-Synthase
HHH 5.5 5.7 | HHH 5.5 Chalcon-Flavanon-Isomerase
DIHYDROXY- 5.6 4-Cumarat-Hydroxylase Isolog
FLAVONON FERULAT CINNAMAT 5.7 Kaffeesaure/5-Hydroxyferulat-
¢ ¢ ¢ O-Methyltransferase
Isoflavonoide Lignin Cumarin 5.8 Cumarat-Hydroxylase

Abb. 4.10 Phenylpropanoidsyntheseweg mit 8 Enzymen, von denen 6 in ihrer transkriptionellen
Regulation wuntersucht wurden (siehe auch Kap. 3.54).

Fur das Eingangsenzym des Phenylpropanoidsyntheseweges, die Phenylalanin-Ammonia-Lyase
PAL (5.1), konrte keine erhohte Transkriptionsrate festgestellt werden. Damit konrten de
Ergebniss verschiedener Studien mit Pil zenfektion Ulker PAL nicht bestétigt werden, de ane
transkriptionelle Indukion vonPAL sowohl bel Arabidopsis thaliana a's auch bei Petroselinum
crispum zeigten (Davis et al. 1988, Henstrand et al. 1992). Fir die 4-Cumarat-CoA-Ligase
(5.3), die Chalcon-Synthase (5.4) und de Chalcon-Flavanonlsomerase (5.5 konrte dagegen in
Ubereinstimmung mit vorherigen Studien eine erhohte Transkriptionsrate bestédtigt werden
(Davis et al. 1988, Hahlbrock und Scheel 1989, Michal 1999). Die differentielle Transkription
des Enzyms trans-Zimtsdure-Monooxygenase (5.2) fur 7 und 24 Stunden nach
Pathogeninfiltration, das die Synthese von 4Cumarat as einem weiteren Knotenpunk
katalysiert, und 4Cumarat-Hydroxylase (5.6) fur 7 Stunden nach Pathogeninfiltration, cbs die
Synthese der Ligninvorstufen einleitet, sind Regulationen, de bisher noch nicht beschrieben
wurden. Lignifizierung ist eine ausgepragte pflanzliche Pathogenantwort zur Bildung
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struktureller Barrieren (Brunold, Ruegsegger und Bréndle 1996. Favondde werden
synthetisiert, um as Phytoadexine mit antimikrobieller Wirkung und as Tannine mit
Schutzfunktion eine Rolle bel der Pathogenabwehr zu spielen. Der Phenylpropanoid-
syntheseweg stellt damit einen wichtigen Knotenpunk in  den pathogeninduzierten
Abwehrmechanismen dar (Michal 1999.

Ethylen spielt as Pflanzenhamon eine wichtige Rolle bei  pathogenindwzierten
Abwehrmechanismen der Pflanze (Heldt 1996. Fir die Ethylensynthese sind 3 Enzyme
zustandig, die mittels des verwendeten DNA-Arrays auch urtersucht werden konrten (siehe
Abb. 4.1).

ETHYLEN- METHIONIN
SYNTHESE

6.1 | HH S-Adenosylmethionin-Synthetase

6.2 | HFH 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat (ACC)-Synthase

6.3 | HFH 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat (ACC)-Oxidase

ETHYLEN
| |

v \
PR-Proteine Glutathion-

PR-1 HHH S-Transferase
PR-3 HHH i
Abb. 4.11 Ethylensynthese. Es wurden 3 Enzyme fir die Ethylensynthese und einige von Ethylen
indwzierte Gene aif ihre transkriptionelle Regulation untersucht (siehe aich Kap. 3.54).

Es wurde ane konstitutive Transkription fur das Enzym ACC-Synthase (6.2) beobadtet. Eine
erhohte Transkriptionsrate konrte fir die S-Adenosylmethionin-Synthetase (6.1) 7 Stunden nach
Pathogeninfiltration undftr die ACC-Oxidase (6.3 bereits 2 Stunden nach Pathogeninfiltration
nachgewiesen werden. Diese transkriptionelle Aktivierung fur die Synthesevorstufen von
Ethylen sind Ergebnisse, die bisher auf Transkriptionsebene nicht untersucht bzw. in der
Literatur beschrieben wurden. Auch de Auswirkungen von exogen appliziertem Ethylen sind
nicht bei Arabidopsis thaliana, sondern bei der Tabakpflanze untersucht worden. So flhrt bei der
Tabakpflanze die Freisetzung von Calcium im Cytosol Uber Proteinphaspharylierungen zur
Genexpresson von PR-Proteinen (Raz und Fluhr 1992 und 1993. Diese dhylenindwzierte
Re&tion kann in einen drekten Zusammenhang zu den mit Hilfe des Arabidopsis-Arrays
gewonrenen Ergebnisen gesetzt werden. Dabel treten in Arabidopsis thaliana erhohe
Transkriptionsraten fur die PR-Gene 1 (1) und 3 (2) fur den Zeitpunk 7 Stunden nach
Pathogeninfiltration auf (siehe Abb. 4.11 undrab. 4.3.
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Nr. |[Annotation 0Std. 2Sd. 7Std. 24 Std.
1|PR-Protein 1 Preaursor -1,3 -1,6 3,0 -1,8
2|PR-Protein 3 (Chitinase) 1,0 -1,3 39 -1,6
3|Glutathion-S-Transferase ERD 11 19 18 4,1 4,0
4|Glutathion-S-Transferase PM 24 1,3 1,8 25 5,6
5|Glutathion-S-Transferase | solog 1,1 1,3 31 1,5

16|Catalase 1,2 -1,7 3,7 -1,7
17|Catalase 1,6 1,0 1,8 2,6
18|Catalase 1,3 15 1,8 24
19|Peroxidase prxCh Isolog 1,2 1,0 2,3 32
20| kationische Peroxidase 1,7 15 2,3 2,4
21|Glutathion-Peroxidase -1,3 -1,2 2,7 -11
22|L-Ascorbinsdure-Peroxidase -1,2 -1,1 29

23|Peroxidase Preaursor -1,1 1,0 1,3 32
24 Peroxidase -1,1 12 -1,4 2,4
25|Peroxidase 1,7 1,3 25 34
26|Peroxidase C1A Preaursor 1,0 2,0 59 2,6
27|Peroxidase | solog -1,1 -1,3 2,6 1,6

Tab. 43:  Transkriptionelle Regulation von PR-Proteinen, Glutathion-S-Transferasen und Peroxidasen
(siehe auch Kap. 3.54).

Die Funktion des PR-Proteins 1 ist noch unkekannt. Das PR-Protein 3 codiert fir eine Chitinase,
die gegen das Chitin pilzlicher Zellwande gerichtet ist (Legrand et al. 1987, Mauch et al.
1988). Die transkriptionelle Aktivierung verschiedener Glutathion-S-Transferasen (3-5) konnte
im Einklang mit der Literatur fUr Arabidopsis thaliana nadgewiesen werden (Zhou und
Goldsborough 1993). Die Glutathion-S-Transferase ist aktiv an der Neutralisierung toxischer
Verbindungen (Xenohiotica) beteili gt undbeitet damit Schutz vor Oxidation (Levine et al. 1994,
Michal 1999). Fur einige Catalasen (16-18) und Peroxidasen (19-27) konnte éne ehdhte
Transkriptionsrate nadhgewiesen werden. Catalasen und Peroxidasen konren redtive
Sauerstoffspezies abbauen und somit ebenfalls einen lebenswichtigen Oxidationsschutz
bereitstellen (Michal 1999).

Bel Betrachtung des Gesamtbildes der transkriptionellen Aktivitdten deser analysierten
Stoff wedhselwege unter der Berticksichtigung, dal’ de gezeigten Daten nur eine kleine Auswahl
desen sind, was mittels des genomischen Arabidopsis-Arrays vorliegt, wird noch einmal
deutlich, welche Mdglichkeiten de DNA-Array-Techndogie fur die paralele Anayse der
Regulation der Genexpresson ganzer Stoffwechselwege bietet, wie sieim Rahmen dieser Arbeit
fur die Pflanze Arabidopsis thaliana etabli ert und angewendet wurde.
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4.3 Schlufdfolgerung

Die im Rahmen deser Arbeit gewonnenen Resultate der Genexpresgonsanalyse pflanzlicher
Abwehrmechanismen mit Hilfe der DNA-Array-Techndogie bestétigen bereits in der Literatur
beschriebene Erkenntnisse in beandruckender Weise. Dabei ist zu erwdhnen, dal3 de Resultate
mittels Anwendurg des genomischen Arabidopsis-Arrays in einem einzigen Versuchsansatz
ermittelt werden konrten, wdhrend de in der Literatur beschriebenen Resultate in vielen,
voneinander unabhéngigen Studien gewonnen wurden. Zusétzlich konrte die transkriptionelle
Aktivitét mehrerer Gene aufgeklart werden, deren Regulation rech Pathogenbefall bisher nicht
bekannt war. Man erkennt, dal3 de Stoffwedhselwege, die fur die Synthese aomatischer
Amincsduren und Sekundérmetabalite verantwortlich sind, auf Transkriptionsebene zwar nicht
mit extrem erhdhten Transkriptionsfaktoren, aber daflr in grof3er Breite reguliert werden. Diese
Ergebnise zeichnen ein Gesamtbild, in dem eine spezifische Pathogenerkennung mittels
Elicitor-Akzeptor-Interaktion Gker die Aktivierung von endogenen Sekundirsignalen, wie
Ethylen, und aufeinanderfolgenden Stoffwedhselwegen eine Signaltransduktionskaskade
indwziert, die die pflanzliche Pathogenabwehr verstéarkt und breit fachert (Penninckx et al.
1998.

Die im Rahmen deser Arbeit entwickelte und etablierte DNA-Array-Techndogie ermdgli chte
eine umfasende Genexpressonsanalyse im Hochdurchsatz. Fir die detailli erte Auswertung der
Stoffwedchselwege Glycolyse, Citrat-Cyclus, Pentosephasphat-Cyclus, Glyoxylatmetabolismus,
Shikimat-, Tryptophan- und Phenylpropanoidsyntheseweg in einem biologisch-funktionellen
Zusammenhang wurden 75 Gene ausgewéhlt. Wenn man bedenkt, dal3 der genomische
Arabidopsis-Array insgesamt 13.000 Gene reprasentiert, wird deutlich, welches Potential die
DNA-Array-Techndogie besitzt, um unterschiedlichste biologische Fragestellungen an de

globale Genexpressoninnerhalb der Zell e beantworten zu konren (Manger and Relman 2000.

Mit der Moglichkeit, grol3e Datenemengen fur die Genexpressonsanalyse in kirzester Zeit zu
generieren, wird es auch immer aufwendiger, in deser Datenflut die interessanten
Veranderungen zu erkennen. Daher wird in Zukurft bei der Verarbeitung der Daten de Bio-
informatik mit wacdhsender Bedeutung eine entscheidende Rolle spielen (Zweiger 1999. Dies
gilt insbesondere fir die Speicherung von Ergebnissen der Genexpressonsanalyse in Daten-
banken und fir die Bereitstellung von reuen und umfasenden Analysewerkzeugen, de e
erlauben, in der Datenflut die entscheidenden Verédnderungen im Transkriptionsmuster zu

erkennen.
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V. Zusammenfassung

Es wurde e@n genomischer DNA-Array mit einer 13.800 EST-Klone umfasseenden cDNA-
Bibliothek der Modell pflanze Arabidopsis thaliana entwickelt undin der Genexpressonsanalyse
der pflanzlichen Pathogenabwehr eingesetzt.

Dazu sind 13.800PCR-Amplifikationen in je drei Durchldufen mit einer Ausbeute von 94 %
durchgefiihrt worden. Mit den PCR-Produkien konrten insgesamt 66 genomische Arabidopsis-
Arrays mit je 13.000 PCR-Produken hergestellt werden. Im Vergleich von Nylon und
Polypropylen as Tragermaterialien bel gleicher Beladung von 5 bs 10 ng DNA pro Spat wies
die Fluoreszenzdetektion auf Polypropylen ein um den Faktor 2 besseres Signal/Hintergrund
Verhdltnis auf, das jedoch mit Radioaktivdetektion auf beiden Membranen nach um den Faktor
10 dkertroffen wurde. Bel der Validierung der Systemkomporenten der DNA-Array-
Tedndogie @nzeln und in Kombination liefien sich de erhaltenen Ergebnise bei hohem
Korrelationskoeffizienten reprodwzieren. Fir die Bestimmung des differentiellen Transkriptions-
faktors snd erstmals drei unterschiedliche Arten von Ankerpunkten, de Mehrheit der Gene,
interne Standardgene und externe mMRNA-Kontrollen, entwickelt und miteinander verglichen
worden. Dabel erwies sch de Mehrheit der Gene unter den gegebenen Bedingungen grof3er
Variationen im Transkriptionsprofil als die robusteste Standardisierungsmethode.

Mit der etablierten DNA-Array-Techndogie ist untersucht worden, welche pathogeninduwzierten
Abwehrmechanismen der Pflanze Arabidopsis thaliana in den ersten 24 Stunden nach Infektion
mit dem avirulenten Bakterium Pseudomonas syringae pv. tomato transkriptionell reguliert sind.
In ener gezidten Auswahl von 75 Genen, de 85 % der Gene der untersuchten
Stoffwedchselwege reprasentieren und de ener detailli erten Auswertung unterzogen wurden,
konnte in den Stoffwedhselwegen Glycolyse, Citrat-Cyclus, Pentosephosphat-Cyclus und
Glyoxylatmetabolismus fir 25 % der Gene, im Shikimat-, Tryptophan- und Phenylpropanoid-
syntheseweg fir 60 % der Gene a@ne ehothe Transkriptionsrate nachgewiesen werden. Die
Ergebnise dieser Arbeit stimmen mit experimentellen Daten verschiedener unabhdngiger
Studien zur pflanzlichen Pathogenantwort in beeindruckender Weise Uberein. Dartiberhinaus
sind erstmal's Transkriptionsprofil e von lsher auf Transkriptionsebene nicht untersuchten Genen
erstellt worden. Diese Ergebnise bestdtigen de transkriptionelle Aktivierung ganzer
Stoffwedchselwege und gewéhren erstmals einen Einblick in de koordinierte differentielle

Transkription der genannten Stoff wedhselwege wahrend der Pathogenabwehr.
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Abklrzungsverzeichnis

VI.

Abklrzungsverzeichnis

2D-PAGE
Abb.
ABRC
ACC

AGI

A. thaliana
ATP
avrRpt2
BAC

Bp

BSA

bzw.
cDNA

CIpP
CTAB
dCTP
DNA-Array
DEPC
DMSO
DNA
DTT
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EDTA
EST

HEPES
INRA
IPTG
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Mbp
mM
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MPI
mMRNA
MTP
ORF

2-dimensionale Polyaaylamid-Gelelektrophorese
Abbildung

Arabidopsis Biologicd Resource Center
Aminocyclopropancarboxylat

Arabidopsis Genome I nitiative

Pflanze Arabidopsis thaliana
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Abklrzungsverzeichnis
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RDA
RNA
RT
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SDS
SLS
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tRNA
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Tabelle
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