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Einleitung 1

1. Einleitung

Tierische und pflanzliche Organismen erfahren wahrend ihrer Ontogenese zahlreiche
morphologische Verénderungen. Die Funktion eines Organs hangt letztlich von der Struktur
der beteiligten Zellen ab. Deshalb ist es wichtig, die Faktoren aufzukldren, die die
Morphogenese der Einzelzelle beeinflussen. Eine wichtige Rolle bei der Festlegung der
aulleren Form tierischer und pflanzlicher Zellen spielt das Zusammenwirken des

intrazelluléren Cytoskeletts mit der extrazelluldren Matrix.

1.1 Das Cytoskelett

Das Cytoskelett dient nicht nur der Festlegung der auf3eren Zellform, sondern dient auch als
intrazellulare  Strukturkomponente des Cytoplasmas. Abgesehen von diesen eher
formgebenden und stabilisierenden Aufgaben nimmt das Cytoskelett auch dynamische
Aufgaben war. Zusammen mit krafterzeugenden Proteinen (z. B. Myosin oder Kinesin) kann
zellulére und intrazellulére Bewegung erzeugt werden.

Das Cytoskelett setzt sich aus polymeren Strukturproteinen zusammen, die sich in drei
Hauptgruppen untergliedern lassen: Mikrofilamente, Mikrotubuli und Intermediérfilamente.
Diese Unterteilung erfolgt nach der Grofe der Komponenten: Aktin-Mikrofilamente weisen
als helikal aufgebaute Fasern von allen Cytoskel ettkomponenten den geringsten Durchmesser
von ungefdhr 8 nm auf, Mikrotubuli sind Rohren mit etwa 25 nm Auf3en- und 14 nm
Innendurchmesser und Intermediarfilamente liegen mit einem Durchmesser von ungeféhr 8
bis 10 nm dazwischen.

Intermediarfilamente sind sehr dauerhafte Proteinfasern einer eher heterogenen Familie und in
ihrem Vorkommen auf tierische Zellen beschrénkt; ein sicherer Nachweis bei héheren
Pflanzen gestaltete sich bisher schwierig (MENZEL 1993). Mikrofilamente wurden hingegen
bei alen bisher untersuchten Eukaryonten gefunden. Sie sind mitverantwortlich fir die
elastischen Eigenschaften des Cytoplasmas, zusammen mit dem Protein Myosin
gewéhrleisten sie Muskelkontraktion bei Tieren und Cytoplasmastromung bei Pflanzen (siehe
auch KATO & TONOMURA 1977, KAMIYA 1981, GROLIG 1990, WILLIAMSON 1993).
Auch Mikrotubuli wurden in allen eukaryontischen Zellen nachgewiesen. Innerhalb von
Cilien und Flagellen sorgen sie zusammen mit Mikrotubuli-assozierten Proteinen (MAPs) fur
die Motilitét von Organismen. AulRerdem ermoglichen sie die intrazellul&re Trans okation von

Cytoplasma-Bestandteilen - sei es der Vesikeltransport in Nervenzellen oder die Verschiebung



Einleitung 2

der Chromosomen innerhalb der Kernspindel wéhrend der Mitose. Mikrotubuli- und
Mikrofilamentsystem sind ein wichtiger réumlicher Ordnungsfaktor im Rahmen der
Proteinbiosynthese (Davies et al. 1998). Aullerdem missen sie besonders wéahrend des
pflanzlichen Zellzyklus koordiniert zusammenwirken, um die fir den Ablauf von Kern- und
Zéellteilung notwendigen Cytoskelettstrukturen aufbauen zu konnen (siehe auch STAIGER &
LLOYD 1991, GALWAY & HARDHAM 1991, LAMBERT & LLOYD 1994, GODDARD et
al. 1994, CYR & PALEVITZ 1995). Im folgenden soll auf das Genprodukt Tubulin sowie die

Struktur und Funktion von Mikrotubuli genauer eingegangen werden.

Mikrotubuli (MT) bestehen typischerweise aus 13 parallel angeordneten Protofilamenten, die
die Wand des Mikrotubulus bilden. Jedes Protofilament besteht aus Heterodimeren, die sich
aus jeweils einem a- und einem b-Tubulinmolekil zusammensetzen. Dadurch, dal3 die
Heterodimere leicht gegeneinander verschoben entlang der Langsachse des Mikrotubulus
angeordnet sind, kommt es zur helikalen Anordnung der Heterodimere (AMOS & BAKER
1979, MANDELKQOW et al. 1986). Die polare Struktur des Mikrotubulus ergibt sich aus der
geordneten Verbindung der Monomere zueinander (siehe Abb. 1).

Die Aggregation zum Mikrotubulus erfolgt durch GTP-aktivierte Heterodimere, wobei
prinzipiell a- und b-Tubulin GTP binden kénnen, aber nur GTP-b-Tubulin nach der
Assemblierung wieder zu GDP-Tubulin hydrolysiert wird (BURNS & FARELL 1996). In der
verzogerten GTP-Hydrolyse liegt auch der Hauptgrund des MT-Wachstums: Wenn schneller
GTP-Tubulin nachgeliefert wird, als hydrolysiert werden kann, wéachst der MT. Solange das
instabilere GDP-Tubulin nicht am Ende des MT vorliegt, erfolgt kein Abbau, das GTP-
Tubulin (,GTP-cap*) wirkt MT-stabiliserend (MITCHISON & KIRSCHNER 1984).
Moglicherwelse interagiert die GTP-Bindestelle intramol ekular mit dem C-terminalen Bereich
des Tubulins, wobei mehrere mégliche GTP-Bindestellen diskutiert werden (siehe auch
LINSE & MANDELKOW 1988, PADILLA et al. 1993, BURNS & FARELL 1996).

Das MT-Ende, an dem eine Netto-Anlagerung von GTP-Tubulin stattfindet, wird as ,, Plus-
Ende’ bezeichnet (siehe Abb.1). Das MT-Ende mit GDP-Tubulin unterliegt der
Depolymerisation und wird als ,Minus-Ende* bezeichnet. Obwohl Tubulin-Dimere
grundsétzlich autonom zu MT assemblieren konnen, haben sie in vivo meist in ,,microtubule
associated centers® (MTOCSs) ihren Ursprung, so dal3 die ,,Minus-Enden” vor unkontrollierter

Depolymerisation geschiitzt sind.
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Eine wichtige Rolle in MTOCs spielt eine weitere, von OAKLEY & OAKLEY (1989)
entdeckte Tubulin-Klasse, das g-Tubulin. Moglicherweise leiten initiale Protofilamente aus
g Tubulin die Assemblierung der MT ein, die eigentliche MT-Rohrenstruktur kéme durch die
nachfolgende laterae Anlagerung von a/b-Dimeren an diese Protofilamente zustande
(ERICKSON & STOFFLER 1996). Ein anderes Modell postuliert Multiprotein-Komplexe aus
¢ Tubulin und akzessorischen Proteinen (, g-somes’, sieche Abb. 1), die as direkte Matrize die
Nukleation der MT einleiten sollen (RAFF 1996, MARC 1997).

ubulin- —————— L,
Dimere .--_ ©
Plus-Ende
b-Tubulin
a-Tubulin
£ =
& T -}
5 O 2
i 5 ._:‘T," c
ooy e
y €
)
Querschnitt Seite
b-Tubulin T,
a-Tubulin N\
g-Tubulin | B Abb.1: Schematische Darstellung eines
Akzessorische ;.-' M |kro_tubul us. . _ _
Proteine i i Am Minus-Ende fungiert ein ,g-some" (unterer Teil
et Mi End der Abbildung, eingekreist) als Nukleationszentrum
Inus-Ende (verandert nach MARC 1997). Am Plus-Ende
assoziieren die Tubulin-Dimere.

1.2 Die Rolle der kortikalen Mikrotubuli bel der Morphogenese der

Pflanzenzelle

Die Gestalt der pflanzlichen Zelle wird durch loka unterschiedlich stark ausgestaltete
Cellulose-Mikrofibrillen der Zellwand festgelegt, die dem inneren Druckpotential der grof3en
Zentralvakuole mehr oder weniger Widerstand entgegensetzen (GREEN 1980, KUTSCHERA
1991). Paralel zur Zelstreckungsrichtung ausgerichtete Mikrofibrillen lassen ein

transversales Wachstum zu, senkrecht ausgerichtete ein longitudinales.
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Kolokalisation von kortikalen Mikrotubuli und Cellulose-Mikrofibrillen

Seit die Kolokalisation der Cellulose-Mikrofibrillen mit dem intrazelluldren kortikalen
Mikrotubuli-Cytoskelett von LEDBETTER & PORTER (1963) beschrieben wurde, postuliert
man, daR MT die Anordnung der Cellulose-Mikrofibrillen steuern (Ubersicht siehe auch
GUNNING & HARDHAM 1982, ROBINSON & QUADER 1982, LLOYD 1984, LLOYD
1987, GIDDINGS & STAEHELIN 1991). Be vielen Pflanzen konnte eine derartige
Kolokalisation festgestellt werden: In Xylemgeféf3en von Zinnia elegans (FALCONER &
SEAGULL 1985), bei Epithemzellen von Hydathoden von Pilea cadierei (GALATIS 1988),
in Mesophyllzellen des Weizenblattes (JUNG & WERNICKE 1990), in Mesophyllzellen von
Adiantum (PANTERIS et a. 1993a), in Epidermiszellen von Vigna sinesis (PANTERIS et al.
1993b), in Armpalisadenzellen von Nigella damascena (WERNICKE et al. 1993), in
Mesophyllzellen bei Nadeln von Pinus silvestris (HOSS & WERNICKE 1995) oder in
Mesophyllzellen der Gerste (HELLMANN & WERNICKE 1998). In all diesen Féllen finden
sich diskrete ringformige und bandartige Mikrutubulibiindel an den Orten der
Zellwandverstarkung.

Diese eher deskriptiven Untersuchungen werden auch durch verschiedene Experimente mit
MT-destabilisierenden Inhibitoren bestétigt, die einen EinfluR kortikder MT auf die
Anordnung der Cellulosefibrillen nahelegen (Ubersicht siehe HEPLER & FOSKET 1971,
BROWER & HEPLER 1976, ELEFTEHERIU 1987, SEAGULL 1990, WERNICKE & JUNG
1992).

Steuerung der Cellulosesynthase-K omplexe durch Mikrotubuli

Die kortikalen Mikrotubuli sind zum Teil Gber Brickenproteine mit der Plasmamembran
assoziiert. Die Cedlulosesynthase-Komplexe sind bewegliche Membranproteine, die
Cellulosefibrillen an der Zelloberflache polymerisieren (BROWN 1985, SCHNEIDER &
HERTH 1986, DELMER 1987, DELMER & AMOR 1995). Es liegt aso nahe, eine
Steuerung der lokalen Zellwanddeposition darin zu sehen, da die freie transversae
Beweglichkeit der Synthase-Komplexe in der Membran durch parallel ausgerichtete kortikale
MT eingeschrankt wird (siehe Abb. 2). Die Depositionsrichtung der Cellulosefibrillen wird
auf diese Weise vorgegeben (GIDDINGS & STAEHELIN 1991). Die Kréfte fur die
Bewegung der Synthase-Komplexe entlang der MT-Strukturen resultieren aus der
Polymerisation der Mikrofibrillen (HERTH 1980, STAEHELIN & GIDDINGS 1982,
MELAN 1990).
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distale Enden der Cellulose-
Mikrofibrillen, die in die bereits
bestehende Wand eingebaut werden

/\

0.1 pm

Plasma-

EXTRAZELLULARER membran

RAUM

Cellulosesynthase-
putatives Komplex

Membran-bindendes MAP

CYTOSOL mit der Plasmamembran
verbundener Mikrotubulus

Verandert nach ALBERTS et al. (1994)

Abb. 2: Modell der gerichteten Biosynthese der Cellulose.

Die Beweglichkeit der transmembranen Cellulosesynthase-Komplexe wird eingeschrénkt durch kortikale
Mikrotubuli. Dadurch wird die Orientierung der Cellulose-Mikrofibrillen vorgegeben und die Textur der
Zellwand geprégt. Veréndert nach ALBERTS et al. (1994). MAP = microtubule associated protein.

Der zellulare Entwicklungsgradient im Getreideblatt

Zur Beschreibung der Morphogenese von Blattzellen sind die Bl&tter monokotyler Pflanzen
besser geeignet als die der dikotylen Arten. Bei monokotylen Bléttern ist das Meristem auf
den basden Bereich des Blattes begrenzt. Bei dikotylen Blétern kann dagegen der
Entwicklungsgradient zwischen Meristem und dlteren Blattbereichen bel weitem nicht so klar
definiert werden. Entlang der Léngsachse des monokotylen Blattes verdrangen teilungsaktive
Zellen an der Blattbasis die dteren Zellen aus diesem Bereich. Im nachfolgenden
Blattabschnitt erfolgt ein starkes Streckungswachstum dieser Zellen, was zu einer weiteren
Verdréngung von dteren Zellen vom Meristem weg fihrt. Der resultierende Alters- oder
Entwicklungsgradient von jungeren, meristematischen Zellen zu &teren funktionell
speziaisierten Zellen in Richtung Blattspitze ermdglicht es, innerhalb eines Blattabschnittes
Zéellpopulationen vergleichbaren Entwicklungszustandes zu untersuchen. Differenzierungs-
vorgange von der meristematischen zur weiter differenzierten Mesophyllzelle kénnen so

bestimmten Blattregionen gut zugeordnet werden.
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Dynamische Mikrotubulimuster bei der Morphogenese der Mesophyllzellen im
Gerstenblatt

Mesophyllzellen machen auch bei monokotylen Bléttern die Hauptmenge der Zellen eines
Blattes aus (JELLINGS & LEECH 1982) und sind bei monokotylen Pflanzen im Gegensatz zu
den dikotylen Arten nicht in Palisaden- und Schwammparenchym unterteilt. Ausdifferenzierte
Mesophyllzellen von Weizen- und Gerstenbléttern zeichnen sich durch eine regelméaliig
gebuchtete, rohrenférmige und langgestreckte Zellform aus (JUNG et a. 1993). Sowohl bei
Mesophyllzellen des Weizenblattes (JUNG & WERNICKE 1990, JUNG 1991) als auch bei
denen des Gerstenblattes (MEYER et a. 1998, HELLMANN & WERNICKE 1998) konnten
eindeutige Kolokalisationen zwischen ortlich verstéarkt auftretenden Depositionen von
Zellwandmaterial und verdichteten Anordnungen von MT-Biindeln festgestellt werden (siehe
Abb. 3). In Bereichen dieser ringférmigen Zellwandverstarkungen ist eine Ausdehnung der
Zéelle nicht mehr moéglich. Hingegen sind die Ubrigen Zellwandbereiche noch sehr flexibel,
was bel weterem Wachstum zur charakteristisch gebuchteten Zellgestalt der
ausdifferenzierten Mesophyllzelle fuhrt. Anschlieflend zerféllt dieses hochgeordnete Muster
sehr schnell in ein diffuses M T-Netz.

Im besonders gut standardisierbaren zweiten Blatt einer Léange von 10 bis 12 cm sind kleine
mitotische, nahezu isodiametrische Mesophyllzellen mit zerstreut angeordneten MT bis in
einem Bereich funf Millimeter von der Blattbasis entfernt anzutreffen (siehe Abb. 3).
Postmitotische, zunehmend langgestreckte Zellen mit transversalen kortikalen MT-Strangen
sind eher in funf bis zehn Millimeter Entfernung von der Blattbasis vorhanden. In diesem
Abschnitt findet eine Umorientierung der MT-Bundel zu immer noch transversalen, aber
ringférmig konzentrierten MT-Bandern statt. Schon in Blattabschnitten ab etwa 17 mm
Entfernung von der Blattbasis sind diese distinkten MT-Bander in Auflésung begriffen, und
Zellwandverstarkungen sind an diesen Stellen deutlich nachweisbar. Zellen aus Blattregionen
in 30 bis 35 mm Entfernung von der Blattbasis haben ein kortikales MT-Netzwerk zerstreuter
MT-Anordnung, es erfolgt eine gleichméldige Deposition von Zellwandmaterial. Zellen aus
Abschnitten zur Blattspitze hin zeigen eine nahezu vollstandige Reduktion des kortikalen MT-
Netzwerkes. Im folgenden werden die einzelnen Blattsegmente mit Ziffern entsprechend
ADbb. 3 bezeichnet.
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Abb. 3: Der zellulére Entwicklungsgradient im Gerstenblatt.

Schematische Darstellung des kortikalen Mikrotubulimusters der Mesophyllzellen (oben) im Gerstenblatt
(unten). Das sich andernde kortikale Mikrotubulimuster ist durch dinne Striche angedeutet. Die
unterschiedlichen Segmente im Entwicklungsgradienten des Gerstenblattes sind mit den Ziffern 1 bis 14 benannt.

Wiewerden kortikale Mikrotubulimuster reorganisiert?

Angesichts der Dynamik des mikrotubuléren Cytoskeletts stellt sich die Frage, in welcher
Weise die Mikrotubuli entsprechend den Anforderungen der verschiedenen Zellstadien
reorganisiert werden. Immunfluoreszenz-Studien legen zwar die Reorganisation
mikrotubuldrer Muster durch die Verschiebung ganzer Mikrotubuli nahe. Neuere Arbeiten
(YUAN et a. 1994, HUSH et al. 1994, HELLMANN & WERNICKE 1998, MEYER et dl.
1998) tendieren alerdings dahin, dal3 die Formation der MT durch Assemblierung bzw.
Neusynthese von Tubulin realisiert wird. Ein weiterer Aspekt ist, ob an der Formation von
MT innerhalb verschiedener Zellstadien im Rahmen der Tubulinsynthese auch verschiedene
a- und b- Tubulin-1sotypen, moglicherweise auch g-Tubulin, beteiligt sind. Erste Hinweise
auf einen Zusammenhang zwischen der Dynamik des kortikalen Cytoskeletts und
unterschiedlichen Mustern auf Proteinebene bel Gerste konnten schon gefunden werden.
Neben eher konstitutiven Tubulin-Signalen treten auch solche auf, die hauptsichlich in
Blattbereichen mit distinkten MT-Banderungen nachweisbar sind (HELLMANN 1995,
HELLMANN & WERNICKE 1998). Bei einer Reihe htherer Pflanzen wurden auf Genebene
bereits mehrere Tubulin-lIsotypen beschrieben, die auch in unterschiedlichen Organen
exprimiert werden (Ubersicht siehe z. B. LUDUENA 1998).
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1.3 Diefunktionelle Bedeutung multipler Tubulin-Isotypen

Gerade bei mehrzelligen Eukaryonten ist das Auftreten von multiplen Tubulin-Isotypen ein
weit verbreitetes Phanomen. Uber phénomenologische Betrachtungen hinaus ist alerdings
bisher wenig bekannt. Die Isotypen konnten das Produkt unterschiedlicher Gene und/oder
posttrand ationeller Modifikationen sein. Auf Genebene kdnnten verschiedene Moglichkeiten
von der funktionellen Redundanz bis hin zur Unentbehrlichkeit einzelner Isotypen fur
bestimmte Entwicklungsstadien zutreffen (LUDUENA 1993, LUDUENA 1998).

I. Verschiedene | sotypen haben keine unter schiedlichen Funktionen.

Die evolutiondre Entwicklung mehrerer Isotypen, die keine funktionellen Unterschiede
aufweisen, kdme dadurch zustande, dal3 in bestimmten Entwicklungsstadien oder Organen
einzelne, durch Genduplikation entstandene Tubulin-Gene ausschliefdlich im Zusammenspiel
anderer Gene aktiviert werden. Mit der Zeit wirden zufdlige Mutationen zur Ausbildung
einer entwicklungs- oder organspezifischen Tubulin-Sequenz, eines Isotyps fuhren. Manche
Tubulin-lIsotypen weisen lediglich geringe Sequenzunterschiede von nur en bis zwei
Aminosaure-Positionen auf, funktionelle Unterschiede erscheinen hier eher unwahrscheinlich.
So finden sich ale bei Saugern beschriebenen b-Tubulin-1sotypen sowohl im MT-Netzwerk
der Interphasezellen als auch in der Teillungsspindel mitotischer Zellen (JOSHI et al. 1987,
LEWIS et al. 1987). Zahlreiche Experimente lassen den Schluf3 zu, dal’ verschiedene | sotypen
ohne gravierende funktionelle Einbuf3en austauschbar sind. Andererseits zeigen verschiedene
»Knock Out“-Untersuchungen an Organismen wie Aspergillus und Saccharomyces, die nur
zwel |sotypen besitzen, dal3, obwohl die Isotypen generell austauschbar sind, sich dennoch
Fitness-Unterschiede manifestieren. Diese kdnnen aber haufig durch eine erhdhte K opienzahl
des , Ersatz”-Tubulins kompensiert werden (KIRK & MORRIS 1993). Der funktionelle Ersatz
von Isotypen scheint also prinzipiell mdglich, birgt aber mdglicherweise langfristig

Selektionsnachteile. Dies fuhrt zu folgendem Modell:

I. Verschiedene | sotypen resultieren aus umweltbedingter Adaptation, tben aber keine
spezifischen Funktionen aus

Der Vortell der Existenz mehrerer |sotypen bestiinde in einem besseren Reaktionsvermogen
auf sich verandernde Umweltbedingungen. Mogliche funktionelle Unterschiede wirden sich
erst sekundér ergeben; die Isotypen waren in ihrer Funktion nicht als préadaptiert anzusehen.

Bei Arabidopsis wird auf Transkriptionsebene die Zusammensetzung der Isotypen je nach
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Temperaturverhéltnissen variiert; so scheinen bestimmte Isotypen besonders kétestabil zu
sein (CHU et al. 1993). Auch zeigen bestimmte | sotypen unterschiedliches Resistenzverhaten
gegeniber Inhibitoren, wie bei Pilzen und Nematoden gezeigt werden konnte (MAY 1989,
ROOS et al. 1990). So prégt sich auch die Resistenz von Tumorzellen gegentber Cytostatika
in einer vermehrten Expression unempfindlicherer I sotypen aus (DUMONTET et al. 1996).

[11. Verschiedene | sotypen haben unter schiedliche Funktionen

Funktionelle Diversitét als Ursache fur die Vielzahl der Tubulin-Isotypen wurde mit der
Multitubulinhypothese von FULTON & SIMPSON bereits 1976 formuliert. So sollen
Sequenzunterschiede, die funktionelle Besonderheiten einzelner Isotypen begrinden,
grofdtenteils schon a priori bestehen. Die hohe Konservierung der Segquenzunterschiede
zwischen den Tubulin-Isotypen tber Artgrenzen hinweg unterstiitzt dieses Denkmodell. Wére
hingegen die Auspradgung verschiedener Isotypen nicht funktionell relevant, sollten sich die
Sequenzunterschiede in , toleranten” Bereichen manifestieren. Die Positionen, in denen sich
die Isotypen untereinander unterscheiden, mifdten also auch gemald der Speziesdistanz in
dhnlichem Mal%e variieren. Die Tatsache, dal3 dies ist oft nicht der Fall ist, spricht fur
funktionelle Unterschiede zwischen den | sotypen.

Oft liegen auch verschiedene Isotypen innerhalb eines Zelltyps heterogen verteilt vor. Dies
wird als weiterer Hinweis auf eine funktionelle Spezifitdt von Isotypen gewertet. In den MT
der Neuriten oder in axonemalen MT werden im Unterschied zum dbrigen Zellkorper
bevorzugt nur bestimmte Isotypen eingebaut (JOSHI & CLEVELAND 1989, RENTHAL et
a. 1993). Mit ,,Knock Out“- und Mutations-Experimenten kann nachgewiesen werden, dal3
MT spezieller Rezeptorneuronen oder Axonemata ohne bestimmte Isotypen nicht mehr
assembliert werden oder ihre Aufgaben nicht mehr erfillen kénnen (HOYLE & RAFF 1990,
HAMELIN et al. 1992, FACKENTHAL et al. 1993, HOYLE et a. 1995, FACKENTHAL et
a. 1995, RAFF et a. 1997). Daruiberhinaus mussen koevolutionére Einfltisse durch MAPs in
Betracht gezogen werden. So kann das Kinesin-dhnliche Motorprotein ncd nur mit einem
speziellen mitosespezifischen a-Tubulin-1sotyp interagieren (KOMMA & ENDOW 1997).
Obwohl grundsétzlich verschiedene Isotypen im Rahmen der MT-Assemblierung
austauschbar scheinen, sprechen diese Befunde eher fur eine funktionelle Diversitéat der
Isotypen, besonders bei hochspezialisierten MT. So gilt es zu kléren, ob bel Pflanzen
bestimmte Isotypen im Zuge von Umorganisationsprozessen im kortikalen mikrotubuléren

Cytoskelett bevorzugt assembliert werden.
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1.4 Zielsetzung

Aus anderen Forschungsgruppen war bereits bekannt, dal? Tubulin-1sotypen auch bei Pflanzen
in Multigenfamilien mit bis zu neun Isotypen vorkommen (Ubersicht siehe z.B. LUDWIG et
al. 1987, SILFLOW et al. 1987, KOPCZAK et al. 1992, JOYCE et a. 1992, VILLEMUR et
al. 1992, BRIERLEY et al. 1995, QIN et al. 1997, WHITTAKER & TRIPLETT 1999). Im
Zentrum der vorliegenden Arbeit stand, ob auch bel Gerste Multigenfamilien von Tubulin
bestehen. Falls auch bel Gerste unterschiedliche Isotypen vorhanden sein sollten, galt es zu
untersuchen, ob deren Transkription in Zusammenhang mit den sich entwicklungsspezifisch
verandernden kortikalen MT-Mustern des Blattes steht. Besondere Aufmerksamkeit galt
hierbei neben dem a-Tubulin auch dem gTubulin als Initiator der rdumlich definierten
Nukleation der Mikrotubuli. Da zu Beginn dieser Arbeit bei Gerste keinerlel
Sequenzinformationen Uber Tubulin-Gene vorlagen, mufden diese zunéchst isoliert, kloniert
und sequenziert werden. Im Gegensatz zu vielen polyploiden Kulturpflanzen ist die Gerste
diploid und auf¥erdem homozygot; multiple Allelie war daher nicht zu erwarten und die
Validierung moglicher Isotypen sollte kein Problem darstellen. Aus entspechend
differenziertem Blattgewebe mufdten cDNA-Bibliotheken erstellt werden, die mittels
homologer DNA-Gensonden nach Tubulin-Sequenzen durchmustert wurden. Auf Genebene
muidte der Umfang der Tubulin-Genfamilien abgeschétzt werden, um eine grobe Orientierung
Uber die mogliche Anzahl von Tubulin-lsotypen auf Transkript-Ebene zu erhalten. Zusétzlich
war sicherzustellen, dal’ neben sehr haufig auftretenden Tubulin-Isotypen auch solche sehr
geringer Abundanz isoliert werden konnen. Von den Tubulin-Sequenzen mufldten
isotypspezifische DNA-Gensonden abgeleitet werden, um so isotypspezifische Anaysen zur

Genexpression durchfihren zu kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien der Qualitét p. A. wurden von Merck (Darmstadt) bezogen, daneben wurde

verwendet:

Agarose
Ampicillin
Bactoagar
Bromphenolblau
BSA
Caseinhydrolysat
CTAB

DAPI

DTT

DMSO
[a32P|dATP!
dNTPs

EDTA
Ethidiumbromid
Ficoll 400
Gelatine
Hefeextrakt
Kanamycin

Low melting Agarose (SeaPlague, FMC)

Maleat
2-Mercaptoethanol
MOPS

Na-Acetat
Na-EDTA
Nas-Citrat - 2H,0
Na-Pyrophosphat
N-Lauroylsarcosin
Phenol (neutral)
PVP

SDS (ultra pure)
SzintillationsflUssigkeit
Tetracyclin

Tris

Triton-X-100
Trypton

! Tetra-Triethylammonium-Salz; spez. Aktivitét >3000 Ci/mmol

Qualex Gold, AGS, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Difco Lab., Detroit, USA
Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Difco Lab., Detroit, USA
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

ICN Biomedicals, Meckenheim
Genecraft, MUnster

Serva, Heidelberg

Fluka, Buchs, Schweiz
Serva, Heidelberg

Fluka, Buchs, Schweiz
Difco Lab., Detroit, USA
Serva, Heidelberg

Biozym, hess. Oldendorf
Serva, Heidelberg

Fluka, Buchs, Schweiz
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma, Deisenhofen
Rotiphenol, Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Rotiszint 11, Roth, Karlruhe
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Difco Lab., Detroit, USA
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2.2 Pflanzenmaterial

Handelstibliches mit Arbosan® gebeiztes Saatgut der Wintergerste Hordeum vulgare (L.) cv.
Igri (Ackermann & Co., Irlbach) wurde auf Vermiculit in 10 x 10 cm Kunststofftopfen
ausgesdt (40-60 Getreidekorner pro Topf), mit Vermiculit in 10 - 15 mm Dicke bedeckt und in
mit Leitungswasser gefillte Kunststoffwannen gestellt. Keimung und Anzucht erfolgten im
Klimakonstantraum bei 23°C+1°C bei ener Bestrahlungsdauer von 15h mit einer
Bestrahlungsstarke von ca. 18 Wm™ (Leuchtstoffréhren Osram L36 W/25 Weiss-Universal-
White).

Pflanzenmaterial, mit dem Genexpressions-Analysen durchgefihrt werden sollte, wurde nach
etwa 9 d geerntet, entscheidend war nicht der genaue Erntezeitpunkt, sondern die Lange der
zweiten Blétter, die zwischen 10 und 12 cm liegen sollte. Geeignete Pflanzen wurden vom
Samenkorn getrennt und auf Eis gekihlt. Das freipraparierte zweite Blatt wurde dann gemal3
Abb. 3, Kapited 1.2 in Segmente getrennt, auf angefeuchtetem Filterpapier eisgekihit
aufbewahrt und in flissigem N, eingefroren. Das tiefgefrorene Pflanzenmaterial konnte tber

mehrere Monate bei -73°C gelagert werden.

2.3 Bakterienstamme und Phagen

Im Zusammenhang mit dem | -Phagen-Vektorsystem Uni-ZAP™XR/pBluescript SK(-)
kamen die Wirtsstamme XL1-BlueMRF und SOLR zum Einsatz. Beim | -Phagen-
Vektorsystem ZAP Express "/pBK-CMV (geeignet fiir eukaryontische Expression) kamen
ebenfalls XL1-Blue MRF -Bakterien zum Einsatz, statt SOLR- wurden jedoch XOLR-
Bakterien verwendet. Alle genannten Vektorsysteme und Bakterienstdmme wurden bezogen

von Stratagene, Heidelberg.

Eigenschaften der Bakterien- und Phagenstamme:

Der Stamm XL1-BlueMRF’, ein XL1-Blue-Derivat, besitzt keine Restriktions-
systeme fur unmodifizierte DNA-Sequenzen (Hsd oder Eco K System) und fir
methylierte DNA-Sequenzen (Mcr- und Mrr-System), weswegen dieser Stamm fUr
die primére Transfektion mit hemimethylierter Phagen-DNA benutzt werden kann.
AulRerdem ist er in der Lage, die fur den Erfolg der f1-Helferphagen (Ex-Assist)-
Infektion erforderlichen F -pili an der Zelloberflache auszubilden (siehe auch Kapitel
2.12) und |8 als Supressorstamm eine Vermehrung des fl-Helferphagens zu.
Hingegen wird der Nicht-Supressorstamm SOLR bzw. XOLR fir die in vivo-
Excision des pBluescript SK (-) Phagemids verwendet. SOLR und XOLR
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unterscheiden sich in ihrer Antibiotikaresistenz. SOLR ist Kanamycin-resistent,
XOLR Tetracyclin-resistent. Zu beachten ist, dal3 das Vektorsystem pBK-CMV im
Gegensatz zum Vektorsystem pBluescript SK (-) nach der in vivo-Excision eine
Selektion auf Kanamycin statt Ampicillin erfordert.

Genotypen:

XL1-Blue MRF D(mcrA) 183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1l supE44 thi-1 recal gyrA96
relAllac[F proAB lacl%ZDM15 Tn 10 (Tet")]

SOLR e 14D(mcrA) 183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171 sbcC recB recd uvrC
umuC::Tn5(Kan") lac gyrA96 relAl thi-1 endAl [F proAB lacl%ZDM15] Su
(nonsupressing) | " (lambda resistent)

XOLR D(mcrA) 183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1l thi-1 recal gyrA96 relAl lac
[F proAB lacl“ZDM 15 Tn 10 (Tet")] Su” (nonsupressing) | " (lambda resistent)

2.3.1 Anzucht

Alle Arbeiten im Zusammenhang mit Bakterien wurden auf einer Sterilbank
(Laminar-Air-Flow, BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH) durchgeftihrt. Zum
Animpfen von Agarplatten (siehe Kapitel 2.3.1.1) wurde von den -73°C Bakterien-
Dauerkulturen mit der Impfose etwas Material entnommen (ohne die Dauerkultur
aufzutauen), auf Selektionsmedium (siehe Tab. 1) ausgestrichen und im Brutschrank
(B290, Heraeus, Hanau) U.N. inkubiert. FlUssigkulturen (3-5ml LB-Medium)
wurden durch Entnahme einer einzelnen Kolonie von einer Agarplatte angeimpft und
U.N. (14-16h) im Horizontalschittelwasserbad (1086, GFL) bei 37°C (150
Zyklen/min) inkubiert.

Nicht immer waren die oben beschriebenen Kulturbedingungen erfolgreich, um fir
Sequenzierungen Plasmid-DNA (pDNA) in ausreichender Qualitdt und Menge zu
erhalten. Bei Schwierigkeiten wurde daher 10- 11 ml TB-Medium angeimpft, die
Kultur 14 - 16 h bis zum Erreichen einer ODggo VOn 2,3 bel 30°C inkubiert und die
Plasmidisolation mit einem modifizierten Protokoll gemald Kapitel 2.6.6.21.
durchgefihrt.

Dauerkulturen wurden in LB-Medium vermehrt, nach Zugabe von 30 -40 %
Glyzerin in flissigem N, schockgefroren und konnten tber Jahre bei -74°C gelagert

werden.
Wirtstamm Phagentitration vor in vivo-Excision nach in vivo-Excision
XL1-Blue MRF LB LB-Tetracyclin (50 pg/ml) /
SOLR LB-Maltose LB-Kanamycin (50 pg/ml) | LB-Ampicillin (100pg/ml)
XOLR NzZY LB-Tetracyclin (50 pg/ml) | LB-Kanamycin (50 pg/ml)

Tab. 1: Ubersicht Giber die Medien fiir die einzelnen Wirtsstamme.
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Alle Medien wurden hitzesterilisiert, die Zugabe der optiona sterilfiltrierten
Antibiotika erfolgte erst nach Abkuhlung auf 50°C.

LB-Medium: 1% Bacto-Trypton
(Luria-Bertani) 05%  Bacto-Hefeextrakt
1% NaCl
® pH7
LB-Agar Medium: L B-FlGissigmedium mit
15% Bacto-Agar
LB-Maltose: L B-FlUssigmedium mit
02% Matose
10mM  MgSO,
TB-Medium: 1,2%  Bacto-Trypton
(terrific broth) 24%  Bacto-Hefeextrakt
04% Glyzerin
10% KHyPO, (0,17 M; steril), zuzufigen nach der Sterilisation
10% K,HPO, (0,72 M; steril), zuzufigen nach der Sterilisation
NZY-Flissigmedium: 05%  NaCl
02% MgSO,
05%  Hefeextrakt
1%  Casainhydrolysat
®  pH7,5mit NaOH
NZY-Agar-Medium: NZY -Flissigmedium mit
15% Bacto-Agar
NZY-Top-Agar ose: NZY -Flissigmedium mit
0,7%  Agarose
SOB-Medium: 2%  Bacto-Trypton
05%  Bacto-Hefeextrakt
0,05% NaCl
25mM  KCI
10mM  MgCl,
® pH 7
SOC-Medium; SOB-Medium mit
20mM  Glucose
® pH7
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TFB-Medium 10mM  MES(pH 6)
45mM  MgCl, 4H,0
10mM  CaCl, 2H,0

100 mM KCI
3mM  Hexamin-CoCl;

FSB-Medium 10mM  K-Acetat (statt MES)
6%  Glyzerin
Ubrige Komponenten wie TFB-Medium

2.4 Oligonukleotid-Primer

Im folgenden werden alle zur Verfigung gestellten Primer aufgefiihrt. Die Gbrigen, wahrend
dieser Arbeit hergestellten Primer, sind in den entsprechenden Kapiteln erwéhnt und im
Anhang aufgefuhrt. Alle Primersynthesen wurden entweder bei MWG-Biotech, Ebersberg
oder im Ingtitut fir Molekulargenetik der Universitét Mainz durchgefihrt.

5 3
Vektorprimer
M13rev (R) CAG GAA ACA GCT ATG ACC
M13 uni (U) TGT AAA ACG ACG GCC AGT
T3 AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG
T7 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C

Allgemeine a-Tubulin Primer?

211 GA(C/T) AA(C/T) GA(A/G) GON AT(A/T/C) TA(C/T) GA
212 GGN AA(A/G) TA(C/T) ATG GON TG C/'T) TG
214 AA(C/T) TCN CC(C/T) TC(C/T) TCC ATN CC

Allgemeine b-Tubulin Primer?

235 AA(C/T) AA(C/T) TGG GCN AA(A/G) GGN CA(C/T) TA
236 GA(AG GA(A/G TA(C/T) CCN GA(C/T) (A/ C)GN ATG ATG
237 TTI(AN G TT(AGT) ATC CA(C/T) TCN AC(A/G AA(A/ G TA
238 TON GT(A/ G AA(C/T) TCC AT(C/T) TC(A/G TCC AT

2 Primersequenzen wurden zur Verfiigung gestellt von Heiko Sawitzky, MPI fiir Zellbiologie, Ladenburg
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2.5 Computergestlitzte Sequenzanalysen

Sequenzvergleiche und Ableitung von Aminosauresequenzen:
Align™s 2.0; Scientific & Educational Software.
Clustal X 1.64b.
Restriktionskarten und Ableitung von Aminosauresequenzen:
Clone Manager 4.0; Scientific & Educational Software.
Ausgabe und Quantifizierung von Phosphoimaging-Daten radioaktiver Markierungen:
Aida2.0; Raytest, Straubenhardit.
Berechnung von Molekulargewicht und | soel ektrischen Punk:
WinPep; HENNIG (1999) WinGene/WinPep: User-friendly software for the analysis
of aminoacid sequences. BioTechniques 26, 1170-1172; http://www.biologie.uni-
freiburg.de/data/schaefer/Ihennig/winpep.html
Editierung von Sequenzierungsrohdaten automatischer Sequenziergeréte:
Chromasl.42; McCarthy, C. School of Biomolecular and Biomedical Science, Faculty
of Science and Technology, Griffith University, Brisbane, Queensland, Australia;
http://trishul .sci.gu.edu.au/~conor/chromas.html
Gensequenzsuche in der Genbank:
SearchGenbank, National Center for Biotechnology Information
http://www?2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank
Globale Sequenzvergleiche:
National Center for Biotechnology Information, USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi 2Jform=0
Bayler College of Medicine, Houston, Texas, USA
http://dot.imgen.bcm.tmc.edu: 9331/seg-search/nucleic_acid-search.html
Primerdesign:
Lasergene; DNASTAR, Madison, USA. Option ,, Primerselect* zur Uberprifung der
Komplementaritét von Oligonukleotiden.
Primer3; Whitehead Institute for Biomedical Research/MIT Center for Genome
Research: http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi
Phylogenetische Sequenzanal ysen:
Phylogeny Interference Package (PHY LIP Version 3.5¢); Joseph Felsenstein,
University of Washington, USA.
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2.6 Nukleinsaurepr&paration

2.6.1 Phenolextraktion von Nukleinsauren mit TE-gepuffertem Phenol

Zur Entfernung von Proteinriickstanden, die sowohl bei der Nukleinsdureextraktion als auch
bei anderen Experimenten in Nukleinsdurefraktionen anfallen konnten, wurde durch Zugabe
des gleichen Volumens Phenol/Chloroform/Isaomylalkohol (Ph/ChI/IAA) im Verhdtnis
50:48:2 extrahiert. Der Ansatz wurde kréftig geschittelt; nach Zentrifugation (8.000x Q)
wurde die Oberphase entnommen und zur Entfernung des Phenols mit dem gleichen VVolumen
ChI/IAA 24:1 versetzt. Nach Durchmischen und erneuter Zentrifugation wurde die zweite

Oberphase in eine neues Gefal3 Uberfuhrt. Die Arbeitsschritte erfolgten unter dem Abzug.

2.6.2 Préazipitation von Nukleinsduren

Nukleinsauren kdnnen aus wassrigen Losungen durch Zugabe monovaenter Kationen und
Alkohol ausgeféllt werden. Gefallt wurde entweder ethanolisch (2 - 3 Vol.) oder durch Zugabe
von Propanol (0,7 Vol.). Fals die Losung nicht schon vorher eine Salzkonzentration von
mindestens 300 mM aufwies, wurde 0,1 Vol. Na-Acetat (3M) zugegeben. Anschlief3end
wurden die Proben grundlich gemischt und zur Fallung 30 min bei RT (Propanolfalung) oder
bei -20°C (ethanolische Fallung ) belassen. Wenn es das Volumen des Gefales zulief3, wurde
vorzugsweise ethanolisch gefdlt, da hierbel die Koprazipitation von Salzen und Zuckern
weniger zu beflrchten ist (SAMBROOK et al. 1989). Nach Zentrifugation bel 4°C mit
12.000x g fiir 30 min wurde der Uberstand entnommen und das Pellet noch zweimal mit
70 - 80 %igem abs. EtOH versetzt und zentrifugiert (dieser Vorgang wird im weiteren as
»Waschen* bezeichnet). Nach Lufttrocknung fir 5 min bel RT konnte das Pellet in TE-Puffer
(10 mM TrissHCI, 1 mM EDTA, pH 8) oder sterilisiertem zweifach destilliertem Wasser
(sddH,0O) gel6st werden. Die Lagerung erfolgte entweder bei -20°C in sddH,O oder bei 4°Cin
TE-Puffer.

2.6.3 Extraktion von Gesamt-RNA aus Blattmaterial

Bel diesem Isolationsprinzip (MacDONALD et a. 1987) wird in Gegenwart von
Guanidinium-HCl (Gu-HCI), N-Laurylsarkosin und Phenol das zelluldre Protein des
Blattmaterials denaturiert und nach der Phasentrennung die Gesamt-RNA durch selektive

Prézipitation mit hochmolarem LiCl gewonnen. Diese Methode kommt fir die Isolation von
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Gesamt-RNA aus kleinen Blattsegmenten zum Einsatz, da sie sich sehr gut an
unterschiedliche Ausgangsmengen von Frischmasse anpassen |&3t. Zum Einsatz kam eine
K ombination aus den Protokollen nach MEY ER (1994) und VUGREK (1995).

DurchfUhrung:

Das tiefgekihlte Blattmaterial (0,5 - 1,5 g) wurde in einem vorgekihlten Mérser in
flissigen N, zu Pulver zermahlen. Dieses Homogenat wurde dann in 30 ml-
Teflonzentrifugenrohrchen (Nalgene, Rochester, Ny, USA) oder in 14 ml-PPN-
Rohrchen (Greiner, Frickenhausen) mit Gu-HCI Puffer (5ml/g FG) dberfuhrt und
sofort grindlich geschittelt. Dabei war strikt darauf zu achten, dal3 das Homogenat
erst im Kontakt mit dem Gu-HCI Puffer auftaute, um einem Abbau der pflanzlichen
RNA durch gewebeeigene RNasen vorzubeugen. Nach 5min Inkubation bel RT
wurde das Homogenat mit 1 Vol. Ph/Chl/IAA pH 7,5 - 8 (50:48:2) durch kréaftiges
Schitteln gut vermischt. Nach kurzer Zentrifugation (5 min) mit 8.000x g bel RT
(J2-21, Rotor 13-1, JS Beckman bzw. 202 MK, Rotor 12040, Sigma, Braun,
Melsungen) wurde die obere, wassrige Phase in ein frisches Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt. Die Behandlung mit Ph/Chl/IAA wurde ein- bis zweimal wiederholt, bis
nur noch wenig Interphase zu sehen war. Nach der Phasentrennung mittels
Zentrifugation wurde die wassrige Phase in einem frischen Zentrifugenréhrchen mit
1Voal. Chl/IAA (24:1) versetzt und gemischt. Nach erneuter Zentrifugation wurde die
wassrige, RNA-haltige Phase in Rohrchen mit 0,5Vol. 8 M LiCl (steril) mindestens
2h bei -74°C aus der Losung ausgeféllt. Das RNA-Prézipitat wurde mit 12.000x g
(30 min, 4°C) pelletiert, zweimal in 70 %igem EtOH gewaschen und in 1-3ml
sddH,O aufgenommen. Nach Erhitzen der RNA auf 70°C fur 5 min und schnellem
Abkuhlen auf Eis wurde mit 2,5Vol. abs. EtOH und 0,1Vol. 3 M Na-Acetat
(pH 4,5) mindestens 30 min bel -20°C gefdlt. Nach 30 min Zentrifugation bel
12.000x g wurde das Pellet zweimal mit 70 %igem EtOH gewaschen und nach
kurzem Trocknen in 0,5 bis 1 ml TE-Puffer (pH 8.0) oder sddH,O aufgenommen.
Statt Chloroform konnte bei allen entsprechenden Schritten auch das weniger
toxische Bromchlorpropan (BCP) in gleichen Volumenanteilen wie Chloroform mit
dem selben Erfolg eingesetzt werden, die Zugabe von IAA mufdte dabel allerdings
unterbleiben.

Sollte die RNA revers transkribiert werden, war nach der LiCl Falung eine weitere
Phenol-Chloroform Extraktion mit anschlief3ender Chl/IAA-Behandlung nétig um
inhibierende LiCl-Reste zu entfernen (Stratagene, cONA Synthesis Kit Instruction
Manua 1996).

Gu-HCl-Puffer: 8M  Gu-HCI
(Guanidinium-HCI) 20mM MESpH 7
20mM  Na-EDTA
05%  N-Laurylsarkosin (nach dem Autoklavieren dazu)
1%  2-Mercaptoethanol (jeweils frisch dazu)
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2.6.4 Extraktion von mRNA

Die poly(A)" -mRNA Extraktion wurde nach SAMBROOK et a. (1989) in Kombination mit
den Herstellerangaben der oligo(dT)-Cellulose (Stratagene, Heidelberg) durchgefihrt. Die
MRNA kann aufgrund ihres 3 -poly(A)-Terminus durch Affinitdtschromatographie mittels
oligo(dT)-Cellulose von den tbrigen RNA-Spezies getrennt und angereichert werden (AVIV
& LEDER 1972). Die poly(A)"-mRNA wurde fir cDNA Synthese oder Northernblot-

Hybridisierung verwandt.

Durchfuhrung:

Fur die Anreicherung von mRNA aus 1,5 mg Gesamt-RNA (gRNA) sind 150 mg
oligo(dT)-Cellulose erforderlich, die in 5ml Elutionspuffer in einer sterilen Saule
(Poly Prep R Chromatography Column, Biorad, Munchen) vorgequollen wurde.
Mittels steriler Pasteurpipette wurde die oligo(dT)-Cellulose mit dem Puffer
vermischt und nach 1h durch neuen Elutionspuffer (4-5ml) ersetzt. Nach
Applikation von 10 ml 0,1 M NaOH wurde erneut Elutionspuffer zugegeben, bis sich
ein pH von 7,0 einstellte. Anschlief3end wurde die Saule mit 40 ml Bindepuffer
aquilibriert. Die gRNA wurde mit 10 ml Bindepuffer far 1,5 bis 2min zum
Denaturieren der Sekundarstrukturen auf 100°C erhitzt, schnell im EtOH-Eisbad
abgekuhlt und zur Bindung der mRNA auf die Sdule aufgebracht. Der
Saulendurchlauf wurde in einem mit Eis gekuhlten Zentrifugenréhrchen aufgefangen,
erneut erhitzt, auf Eis gekihlt und danach wieder auf die Saule aufgetragen. Dieser
Bindevorgang (einschlief@lich der Denaturierung) wurde insgesamt mindestens
funfmal durchgefihrt. Zur Entfernung der nicht gebundenen RNA-Spezies wurde das
Gelbett danach mit mindestens 30 ml Bindepuffer gespllt, bis im Durchlauf eine
OD.go von weniger as 0,02 erreicht war. Die Saule wurde auf 48°C erhitzt®, 1 ml
Elutionspuffer zugegeben und nach 15 min konnte eluiert werden (Eluat 1). Nachdem
nochmals 1 ml Elutionspuffer zugegeben und der Durchlauf aufgefangen wurde
(Eluat 2) konnten beide Eluate vereinigt werden. Nach Zugabe von 2,5Val. abs.
EtOH und 0,1 Vol. NaAcetat wurde mindestens 30 min bei -20°C geféllt und die
MRNA konnte pelletiert werden (12.000x g, 4°C, 30 min). Das Pellet wurde zweimal
mit 70 %igem EtOH gewaschen und nach kurzem Trocknen in 50 yul sddH,O
aufgenommen.

% Das Erhitzen wurde durch vorgewarmten Puffer gewahrleistet, zusétzlich wurde die Séaule von auRen durch

einen umwickelten Plastikschlauch Uber ein Wasserbad temperiert.
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Bindepuffer: 10 mM Tris/HCl pH 7,5
1 mM Na,-EDTA
05M NaCl

0,1%  Sarkosyl (nach dem Autoklavieren zugeben)

Elutionspuffer: 10 mM Tris’/HCl pH 7,5
1mM Nax-EDTA
0,1% SDS (nach dem Autoklavieren zugeben)

2.6.5 Isolierung genomischer DNA aus Blattmaterial der Gerste

Genomische DNA aus dem ersten Blattsegment der Gerste (siehe Abb. 3, Kapitel 1.2) wurde
Uber N-Cetyl-N, N, N-trimethylammonium-bromid (CTAB) (MURRAY & THOMPSON
1980, verandert nach DOYLE 1991) von STENGER (1997) isoliert und zur Verfiigung
gestellt.

2.6.6 Isolierung von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse

Mittels akalische Lyse nach BIRNBOIM & DOLY (1979) wird erreicht, dal3 nach der
Denaturierung durch SDS und NaOH nur die Plasmid-DNA (pDNA) durch Neutralisierung
des Milieus in Ldsung bleibt, Proteine und chromosomale Bakterien-DNA jedoch ausgefallt

werden und sich pelletieren lassen.

2.6.6.1 |solierungohne Sdulenaufreinigung

Fir eine Miniprgparation wurden 1,5ml Bakterienkultur 0.N. bel 37°C im
Schittelwasserbad inkubiert, 30 s bei 16.000x g in einer Tischzentrifuge (5415 C,
Eppendorf) 1 min pelletiert und nach vollstandiger Entnahme des Uberstands in
100 pl Losung | resuspendiert. Die alkalische Lyse erfolgte durch Zugabe von 200 pl
Losung Il. Nach vorsichtigem Durchmischen (Invertieren des Gefél3es, nicht
vortexen) wurde nach maximal 5 min 150 pul eiskalte Ldsung |11 zugegeben. Nach
5 min auf Eis konnte das Lysat bei 16.000x g zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Gefal3 tberfuhrt werden. Nach Zugabe von 900 pl abs. EtOH wurde gemischt,
die Nukleinsduren bei -20°C 10 min gefélt, fir 15min bel 4°C mit 16.000x g
pelletiert und der Uberstand verworfen. Nun wurde das Pellet mit 70 %igem EtOH
zweimal gewaschen, fir 5 min getrocknet und in 20 - 50 pl TE-Puffer (pH 8) oder
sddH,0O gel6st.
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Losung I: 50 mM Glucose
25mM Tris-HCI
1mM NaEDTA

L6sung 11 02N NaOH
(frisch angesetzt) 1% SDS
L6sung 11 3M K-Acetat

11,5% Essigsaure

Minipré&paration einzelner Bakterienkolonien:

Sollte eine schnelle Charakterisierung von Transformanten ohne Flussigkultur
erfolgen, konnte auch eine einzelne Bakterienkolonie von der Agarplatte enthommen
werden und gemé&ld dem oben aufgefuihrten Protokoll behandelt werden. Hierbel
wurden lediglich die einzelnen Puffervolumina halbiert. Der Transformationserfolg
konnte dann via PCR (siehe Kapitel 2.9.2) Uberpruft werden.

2.6.6.2 Saulenchromatographische Aufrenigung

Hier folgt der akalischen Lyse eine Bindung der pDNA an eine Anionen-Austauschsiule mit
DEAE-Matrix. Nach den Waschschritten wird die DNA mit einem stark salzhaltigen Puffer
eluiert. Statt an eine DEAE-Matrix kann DNA auch in Gegenwart chaotroper Salze an eine
Glasfasermemban (QIAprep Spin, Qiagen, Hilden) gebunden und nach den Waschschritten
mit Wasser eluiert werden. Nur die zusdtzlich chromatographisch aufgereinigte DNA war
auch zur automatischen Sequenzierung durch LI-COR®- oder ABI®-Segenzierautomaten
geeignet. Die Produkte der verschiedenen Hersteller waren beziiglich Ausbeute und Qualitét
austauschbar. Je nach Anwendung wurden Saulen unterschiedlicher DNA-Bindekapazitat
gewdhlt und nach den Protokollen der Hersteller verfahren. Da die Puffer den

Herstellerangaben entsprachen werden sie nicht gesondert aufgefihrt.

Durchfuhrung:

I. Minipré&paration mit Nukleobond AX 20-Saulen (M acherey-Nagel, Diren)
Eine G.N.-Kultur (2-5ml) wurde pelletiert und in 400 ul Puffer S1 (4°C)
resuspendiert. Wahrend einer 5 mindtigen Inkubation mit 400 pl Puffer S2 wurden
die Zellen lysiert; durch Zugabe von 400 pl Puffer N3 wurde das Lysat prézipitiert.
Nach 10 min Inkubation auf Eis und 20 min Zentrifugation bei 4°C mit 12.000x g
konnte der Uberstand auf die mit 1 ml Puffer N2 &quilibrierte AX 20-Saule gegeben
werden. Nach dreimaligem Waschen mit 1 ml Puffer N3 wurde mit 800 pl Puffer N5
eluiert. Durch eine zweite Elution konnte die Ausbeute erhoht werden. Das Eluat
wurde mit Isopropanol geféllt, das Pellet zweimal gewaschen und nach kurzer
Trocknung bei RT in 50 pl TE-Puffer oder sddH,O gel6st.
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Modifiziertes Protokoll:

Besonders bei SOLR- und XOLR-Bakterienstammen konnte manchmal nicht in
ausreichender Menge und Qualitét Plasmid-DNA extrahiert werden. Durch
modifizierte Anzuchtbedingungen (siehe Kapitel 2.3.1) in Kombination mit einem
verdnderten Plasmidextraktions-Protokoll konnte Abhilfe geschaffen werden. Dazu
wurden 10 - 11 ml Bakteriensuspension wie oben beschrieben behandelt, aber die
Puffervolumina S1, S2 und S3 verdoppelt, ein zusétzlicher Waschschritt eingefihrt
und generell zweimal eluiert.

II. Minipraparation mit QI Aprep Spin-Saulen (Qiagen, Hilden)

Eine U.N.-Kultur (1-5ml) wurden pelletiert und in 250 pl Puffer P1 (4°C)
resuspendiert. Wahrend der Inkubation mit 250 pl Puffer P2 (5 min) wurden die
Zéllen lysiert; das Lysat wurde durch die Zugabe von 350 ul Puffer N3 prézipitiert.
Nach 10 minitiger Zentrifugation bei 10.000x g konnte der Uberstand auf die
QIAprep Spin-Saulen gegeben werden und durch kurze Zentrifugation (30 - 60 9)
durch die Glasfasermembran passagiert werden. Die Séule wurde zweimal mit 750 pl
PE-Puffer zentrifugiert und Pufferreste durch erneutes Zentrifugieren ohne
Pufferzugabe in einem leerem Auffanggefd? entfernt. Die Elution erfolgte durch
Zentrifugation mit 50 - 100 pl TE-Puffer oder sddH,0.

[11. Maxipraparation mit Qiatip 500 (Qiagen, Hilden)

Zunéchst wurde eine Vorkultur ausgehend von einer Bakterienkolonie in 3 ml
LB-Medium mit Antibiotikum fir 6 -8 h im Schittelwasserbad inkubiert. Mit der
Vorkultur wurden 100 ml Hauptkultur beimpft und weiter inkubiert. Nach 12 - 16 h
wurde die Bakterienkultur in ein 250 ml Zentrifugengeféld tberfihrt und fir 15 min
bei 6.000x g (4°C) pelletiert (Kuhlzentrifuge J2-21, Beckman, Rotor JA 14). Nach
vollstandiger Entfernung des Uberstands wurde das Pellet in 10 ml Puffer P1
resuspendiert. Die Suspension wurde in ein Corex-Zentrifugenrohrchen (30 ml)
gegeben, 10 ml Puffer P2 zugegeben, mit Nescofilm (Nippon Kaisha Ltd., Osaka
Japan) verschlossen, funf- bis sechsmal invertiert und fir hdchstens 5 min bel RT
belassen. 10 ml Puffer P3 wurde hinzugefiigt und das Lysat nach Durchmischen fur
20min auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation fur 30 min bei 4°C mit 20.000x g
(Kiihlzentrifuge J2-21 Beckman, Rotor JS 13.1) wurde der Uberstand durch einen
mit Puffer QBT angefeuchteten Faltenfilter (Schleicher und Schilll, Dassel) auf die
mit 10 ml Puffer QBT &quilibrierte Qiatip 500-Sdule gegeben. Die Saule wurde
zweimal mit 30 ml Puffer QC gewaschen und die Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer QF
eluiert. Gefdllt wurde mit Isopropanol, danach das Pellet zweimal mit 70 %igem
EtOH gewaschen und nach Trocknung in 05ml sddH,O oder TE-Puffer
aufgenommen. Die Saule konnte nach Aquilibration mit Puffer QBT fir eine weitere
Préparation mit der gleichen DNA innerhalb eines Tages wiederverwendet werden.
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2.6.7 Aufreinigung von DNA-Gensonden

I. Uber , random priming" radioaktiv markierte DNA-Sonden

Auch hier wird in Gegenwart chaotroper Salze die DNA an eine Matrix gebunden (QIAquick
Spin Kit, Qiagen, Hilden). Die Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide nach der
Markierungsreaktion (siehe Kapitel 2.8.4.1) wurde durchgeftihrt, um stérenden Hintergrund
und ,hot spots® nach der Hybridisierung zu minimieren. Aulerdem konnte so die
Strahlenbelastung in nachfolgenden Arbeitsgéngen vermindert werden. Mit Ausnahme des
Puffers EB (10 mM Tris-HCI, pH 8) wurden die Pufferzusammensetzungen von Qiagen nicht
bekanntgegeben.

Durchfuhrung:

10Vol. bzw. 5Voal. (zu reinigendes Fragment 3 100 bp) Puffer PN wurden zum
Markierungsansatz gegeben, gemischt, auf die in einem 2ml Eppendorfgefal
stehende Saule gegeben und 1min bel 6.000rpm in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Nach Austausch des Gefél3es wurde die Saule zweimal mit 500 pl
Puffer PE durch erneute Zentrifugation bei 6.000 rpm gewaschen und die
Reaktionsgefalle jeweils ausgetauscht. Letzte Pufferreste wurden  durch
Zentrifugation (13.000 rpm, 3 min) der Saule auf einem leeren Geféld ohne Zugabe
von Puffer entfernt. Nun konnte die Saule auf ein leeres 1,5 ml Gefal3 gesetzt werden
und die gebundene DNA durch Zugabe von 200 pl Puffer EB oder sddH,O mittels
Zentrifugation (13.000 rpm, 1 min) eluiert werden. Nach der Denaturierung bei
100°C (5 min) wurde der Ansatz auf Eis gestellt und stand zur Hybridisierung bereit.

I1. Uber PCR markierte DNA-Sonden

Um auf3er Nukleotiden auch Primer, Primerdimere und andere niedermolekulare DNA-
Fragmente < 100 bp vom PCR-Produkt abzutrennen, wurde ebenfalls der ,QIAquick Spin
Kit* verwendet. Die Anderung der Auftrennungscharakteristik wird durch einen anderen
Bindepuffer erreicht (Puffer PB statt Puffer PN).

Durchfuhrung:

Zum Reaktionsansatz wurden 5Vol. Puffer PB pipettiert. Anschlief3end wurde
ebenfalls nach oben beschriebenem Protokoll verfahren. Bei der Aufreinigung nicht-
radioaktiver PCR-Produkte war ein einziger Waschschritt mit 750 ul Puffer PE
ausreichend. Eluiert wurde mit 50 pl Puffer sddH,O oder Puffer EB.
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2.6.8 DNA-Isolierung aus Agar osegelen

Oft war es notwendig - nach PCR-Reaktionen und Restriktionsansétzen - DNA bestimmter
Molektlgroie aus einem Gemisch unterschiedlich grof3er DNA-Fragmente zu trennen. Dazu
wurde die DNA elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Kapitel 2.7.2), die gewtinschte DNA-
Bande mit dem Skalpell aus dem Agarose-Gel herausgeschnitten und bis zur Aufreinigung bei

4°C in einem Eppendorfgefal? gelagert.

2.6.8.1 Elektrodution mittels Dialyseschlauch

Ein Diayseschlauch (Spectra/POR®, Spectrum Mech. Instruments, Los Angeles,
USA) wurde durch Aufkochen (10 min) in einer Losung aus Na-Bicarbonat (2 %,
1 mM N&EDTA) vorbereitet. Im Kuihlschrank war er in sddH,O (mit 0,05 %
Na-Azid) Uber Monate lagerbar. Vor und nach Gebrauch wurde er mit sddH,O
gespult. Die herausgeschnittene Bande wurde in ein kurzes Stiick Dialyseschlauch
Uberfihrt, 200 ul 0,5x TBE-Puffer zugeftgt, der Schlauch mit Gefriertitenclips
verschlossen. Bei 4-5V/cm (TBE-Laufpuffer, Schlauch-Langsachse quer zur
Feldrichtung) wurde die DNA aus dem Gelfragment eluiert. Nachdem unter UV-
Licht keine Ethidiumbromid-Emission mehr im Gelstiick feststellbar war, wurde die
Richtung des elektrischen Feldes fur 30 s umgekehrt, um am Schlauch anheftende
DNA wieder zu mobiliseren. Der DNA-haltige Puffer wurde in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal3 tberfihrt, die DNA wurde mit 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat und 2,5 Voal.
abs. EtOH bei -20°C U.N. gefdlt, pelletiert, mit 70 %igem EtOH gewaschen und in
einem geringen Volumen sddH,O gel 6st.

2.6.8.2 Bindungan Silicamatrix-Suspension (Nucleotr ap, M acherey-Nagel, Diren)

Einfacher und schneller in der Handhabung as die Elektroelution war die DNA-
Rickgewinnung durch Bindung an eine Silicamatrix in Gegenwart chaotroper Salze.
AulBerdem konnte hier ein hoherer Reinheitsgrad der DNA erzielt werden. Das hier
verwendete System war zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten 2 100 bp geeignet.

Durchfuhrung:

Pro 100mg Agarose wurden 300 pl Puffer NT1 und pro 1pug DNA 4yl
Silicamatrix-Suspension, mindestens jedoch 10 pl zusammengefigt und solange
kréftig durchmischt (Vortex-Gerét), bis keine Gelstiicke mehr sichtbar waren. Nach
der Inkubation bei 50°C (10 min), unterbrochen von gelegentlichem Schiitteln, wurde
die Matrix durch Zentrifugation (3 12.000 rpm, 30 s) pelletiert, der Uberstand
verworfen und die Matrix zweimal in 500 pl Waschpuffer NT2 resuspendiert und
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pelletiert. Nach zwel weiteren Waschschritten mit Puffer NT3 wurden die Puffereste
durch nochmaliges Zentrifugieren des Pellets entfernt. Nach Luftrocknung (10 min)
wurde das Pellet in 50 pl 2 -5 mM Tris-HCI-Puffer (pH 8 - 8,5) aufgenommen und,
unterbrochen von gelegentlichem Schitteln, 10 min bel RT inkubiert. Nach erneuter
Pelletierung stand der DNA-haltige Uberstand sofort fiir weitere Untersuchungen zur
Verfigung. Die eingesetzten Puffer entsprachen den Herstellerangaben und werden
nicht gesondert aufgefuhrt.

2.7 Elektrophorese von Nukleinsduren

Bel der Elektrophorese werden Nukleinsauren aufgrund ihrer negativ geladenen
Phosphatgruppen im elektrischen Feld entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt, da
die Agarose-Gelmatrix kleineren Molekilen weniger Widerstand bietet als gréferen. Um die
GrofRe eines Molekils zu bestimmen, werden DNA-Marker bekannter Grof3e mit aufgetragen.
Uber Ethidiumbromid-Fluoreszenz (siehe Kapitel 2.8.2) kénnen Nukleinsauren im Gel unter
UV-Licht (Transilluminator TF-20.M-Bioblock Scientific, Illkirch, Frankreich) sichtbar
gemacht werden. Photografisch dokumentiert wurde mit einem Sofortbildkamerasystem
(Polaroid MP4 Land Camera, Filmtyp 667, Polaroid, Offenbach). Drei verschieden grof3
dimensionierte Elektrophoreseeinheiten standen zur Verfigung: Zwei fir Minigele 7 x 6 cm
und 7 x 15 cm (Mini sub cell und Mini wide sub cell, Biorad, Munchen); sowie eine fir grof3e
Gele 14,5 x 15 cm. Je nach Einsatz wurde eine Spannung zwischen 1 und 6 VV/cm angelegt.
Als Spannungsguellen dienten Power Pac 300, Biorad, Minchen und PHERO-sTab. 200,

Biotec-Fischer, Reiskirchen).

2.7.1 DNA-Langenstandards
Alle DNA-Langenstandards wurden bezogen von MBI -Fermentas GmbH, St. Leon-Rot.
| -DNA restringiert mit Eco91 | (Fragmentgrofden von 117 bp bis 8454 bp)
| -DNA restringiert mit Eco130 | (Fragmentgrof3en von 74 bp bis 19329 bp)
| -DNA restringiert mit Eco130 | und Mlu | (Fragmentgrof3en von 74 bp bis 26282 bp)
| -DNA restringiert mit Hind I11 (Fragmentgrof3en von 125 bp bis 23130 bp)
100 bp ladder Plus (Fragmentgrdf3en von 100 bp bis 3000 bp)
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2.7.2 Nicht denaturierende Gelelektrophorese von DNA

Je nach Grofie des Gels und Grofe der zu trennenden DNA-Fragmente (siehe Tab. 2)
wurde die geeignete Menge Agarose (Qualex gold 2, AGS, Heidelberg) in 30 ml,
60ml oder 120ml 0,5x TBE- oder 1x TAE-Puffer suspendiert und im
Mikrowellenofen (Micro Chef FM 350, Moulinex) zur vollstandigen L&sung
gebracht. Verdampfte Wasseranteile wurden durch sddH,O ersetzt und das Gel nach
Abkihlung auf 50°C in den Geltrdger gegossen. Die DNA-Proben wurden mit
6x Probenpuffer versetzt, in die Geltaschen pipettiert und bei 60 bis 100 V
(4 - 7 V/cm) elektrophoretisch aufgetrennt.

Fir die Untersuchung von restringierter Plasmid-DNA und PCR-Produkten kamen in
der Regel TBE-Minigele zum Einsatz, restringierte genomische DNA aus Gerste
wurde bel verminderter Spannung 25 V (1,25 V/cm) fur etwa 18 bis 20 h in grof3en
(14,5 x 15 cm) 0,7 %igen TAE-Gelen aufgetrennt. In TAE-Puffer verlauft die
Elektrophorese von doppelstrangiger DNA um etwa 10% schneller als in
TBE-Puffer (SAMBROOK et al. 1989). In das Anoden-Pufferreservoir der Elektro-
phoresekammer wurde zusétzlich Ethidiumbromid (1 pg/ml TAE- oder TBE-Puffer)
gegeben. Die Elektrophorese wurde beendet, kurz bevor die Bromphenolblaufront
das Gelende erreicht hatte. Bel einem 1 %igen Agarosegel entspricht die Mobilitét
von Bromphenolblau in etwa der DNA von 300 bp Lange.

Agarose [%)] | GrofRe der zu trennenden DNA-Fragmente [kb]
0,7 1-30
1,0 0,5- 10
1,2 04-7
15 0,2-3
2,0 0,05 - 2
Tab.2: Ubersicht zur Gelstérke in Abhangigkeit von der GroRe aufzutrennender DNA-
Fragmente.
1x TBE-Puffer: 89 mM Tris
(10x konz. ansetzen) 89 mM Borat
2mM Na,-EDTA
® pH 8
1x TAE-Puffer: 40 mM Tris
(50x konz. ansetzen) 571%  Eisessig
1mM Na-EDTA
® pH 8
6x Probenpuffer 30 % Glyzerin

0,25 % Xylencyanolblau (optional)
0,25 % geséttigtes Bromphenolblau
0,4 mg/ml Ethidiumbromid
in 0,5x TBE- oder 1x TAE Puffer
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2.7.3 Denaturierende Gelelektrophorese von RNA

Da RNA haufig in Sekundérstrukturen vorliegt, mufdten diese auch wahrend der
Elektrophorese dauerhaft entspannt werden. Deshalb wurde die RNA unter Einwirkung von
Formaldehyd (FA) aufgetrennt (LEHRACH et al. 1977). Eingesetzt wurde ein nach SCHOCK
(1995) und QIAGEN (1997) abgewandeltes Protokoll. Zur Abschétzung des
Molekulargewichts diente die ribosomale RNA (rRNA) der RNA aus der Gerste. Die beiden
grofdten Vertreter der rRNA, cytosolische 25 S- und 18 S rRNA konnten nach Vergleich mit
E. coli-rRNA bekannter Lange as Marker fir 4 und 2 kb lange einzelstrdngige RNA

verwendet werden (MEY ER 1994).

Durchfihrung

Die folgenden Ldsungen wurden mit sddH,O angesetzt:

10x MOPS-Puffer: 200mM  MOPS
50mM  Na-Acetat
10 mM Nax-EDTA
® pH 7 mit NaOH
®  Sterilfiltrieren
1x FA-Elektrophoresepuffer: 100 ml 10x MOPS-Puffer
20ml 37 % Formaldehyd
880ml  sddH,O
5x FA-Probenpuffer: 50ul  geséttigtes Bromphenolblau
720yl 37% Formaldehyd
3084yl Formamid
4ml 10x MOPS-Puffer
2ml Glyzerin

Herstellung des 1,2 %igen FA-Gels (7 x 15 cm):

FA-Gedl: 63,45 ml

09g¢g

sddH,O

Agarose

Nach dem Aufkochen verdampftes Volumenanteile mit sddH,O erganzen, auf 65°C
abkihlen lassen und unter dem Abzug zugeben:

45ml 37 % Formadehyd
75m  10x MOPS-Puffer
0,5ul 10 mg/ml Ethidiumbromid

Das erstarrte Gel wurde fur 30 min bei 15-20V (1-1,5V/cm) in den Elektro-
phoresepuffer (1x FA) aquilibriert und zum Elektrophoresepuffer wurden noch 0,5 pl
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Ethidiumbromid (10 mg/ml) gegeben. Alle Proben wurden mit sddH,O und /5 Vol.
5x FA-Probenpuffer auf das gleiche Endvolumen gebracht und zur Beseitigung der
RNA-Sekundérstrukturen in fur 5 min bei 65°C erhitzt. Nach schneller Abkihlung
im Eisbad und anschlief3ender Zentrifugation wurden die Proben aufgetragen und bel
65V (4,6V/cm) far 90min elektrophoretisch aufgetrennt. Ungleichmaliiges
Auftrennungsverhalten (Treppeneffekt) der RNA konnte durch Pufferkiihlung und
Pufferzirkulation (Peristaltikpumpe, Peristaltic Pump P-1, Pharmacia, Freiburg)
wahrend der Elektrophorese vermieden werden. Nach der Elektrophorese wurde das
Gel zweimal fur 2 - 5 min mit sddH,O gewaschen, um Uberschiissiges Formaldehyd
zu entfernen, und mittels UV-Transilluminator die Qualitét der RNA beurteilt.

2.8 Nukleinsaure-Nachweismethoden

2.8.1 Photometrische Bestimmung

Standardmaldig wurden Nukleinsduren photometrisch quantifiziert. Die Methode beruht auf
der Absorption (A) von UV-Licht durch die Nukleinsduren in einem Wellenlangenbereich
zwischen 250 und 270 nm mit einem Absorptionsmaximum bei 260 nm. Ein Azs-Wert von 1
entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml bzw. einer RNA-Konzentration von
40 pg/ml (SAMBROOK et al. 1989). Da Verunreinigungen das Absorptionsverhalten
beeinflussen, kann die Nukleinsdurequalitét durch Erfassen eines Absoptionsspektrums
zwischen 200 und 300 nm oder Messungen bei 230 nm (Absorptionsminimum), 260 nm
(Absorptionsmaximum) und bel 280 nm (Absorptionsmaximum aromatischer Aminosauren in
Proteinen) abgeschétzt werden. Eine reine Praparation liegt dann vor (SAMBROOK et al.
1989), wenn sich der Quotient Azso/A2s0 (Q260280) flr DNA-L6sungen zwischen 1,8 und 1,9
und fur RNA-L6sungen zwischen 1,9 und 2,0 bewegt. Jeweils niedrigere Werte sprechen fur
eine Verunreinigung mit Phenolen und/oder Proteinen. Werte fir DNA 2 2,0 weisen auf einen

hohen RNA-Anteil hin.

Durchfuhrung:

Ein definiertes Volumen DNA- oder RNA-L6sung, meist 5 bzw. 4 pl wurde mit 995
bzw. 996 ul 10 mM Tris/HCI-Puffer pH 8 gemischt und gegen den reinen Puffer als
Referenz bei 260 nm in einer Quarzglasklvette gemessen (Spektralphotometer Typ
U-1100, Hitachi). Fur quantitative Bestimmungen wurden die Messungen in Puffer
durchgeftihrt, da ansonsten durch Luft-CO, der pH-Wertes sinkt und dadurch das
Absorptionsverhalten von DNA verandert wird (SAUER et al. 1998).



Material und Methoden 29

2.8.2 Ethidiumbromidfarbung

An Nukleinsduren gebundenes Ethidiumbromid (EthBr) emittiert nach Anregung mit UV-
Licht (312 nm) sichtbares Licht einer Wellenlange von 590 nm. Aufgrund der stéchio-
metrischen Interkalation des EthBr koénnen Nukleinsauren im Agarosegel quantifiziert

werden.

2821 Denstometrische Bestimmung

Die Menge der EthBr-geférbten Nukleinsdure wurde nach der Gelelektrophorese im
Vergleich mit einem Mengenstandard bestimmt. Hierzu wurde das Gelphoto mit
einem Flachbettscanner digitalisert und die einzelnen Banden konnten mittels
geeigneter Software (Aida2.0, Raytest, Straubenhardt) Uber ihre Flache integriert und
guantifiziert werden.

2.8.2.2 Ethidiumbromid-Platten-Assay

Mit dieser Methode konnten insbesondere geringe Nukleinsdurekonzentrationen
bestimmt werden. Agarose (0,8 %) wurde in TBE-Puffer (0,5x) geschmolzen, nach
Abkuhlen auf 50°C wurde EthBr (Endkonzentration 1 pg/ml) zugegeben und die
Agarose-Ldsung in Petrischalen (£ 9 cm) gegossen. Nach dem Erstarren wurden
zwei unabhangig voneinander hergestellte Konzentrationsreithen von 5 bis 200 ng
aufgetragen (L pl je Konzentrationsstufe). In die Nahe der vermuteten
Konzentrationsstufe wurde die zu quantifizierende Nukleinsdurel6sung aufgetragen
und nach 5min konnte die Nukleinsdurekonzentration unter UV-Licht durch
Vergleich mit den Konzentrationsreihen abgeschétzt oder densitometrisch bestimmt
werden.

2.8.3 Blotting von Nukleinsduren

Um mittels Hybridisierung markierter DNA-Sonden Zielsequenzen nachweisen zu kdnnen,

war es notwendig, diese zuvor auf geeigneten Membranen zu immobilisieren.

2.8.3.1 Northernblot

Der Northernblot-Transfer erfolgte nach MEY ER (1994). Nach der Elektrophorese
und der Dokumentation wurde das Gel mit dem Skalpell auf den zu blottenden
Bereich zurechtgeschnitten, eine Nylon-Tranfermembran (Hybond N, Amersham)
passender Grof3e wurde mit sddH,O benetzt und in 2x SSC gelegt. Das Filterpapier
(GB 003, Schleicher und Schill, Dassel) wurde mit 2x SSC getrankt, der Blot gemal}
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Abb. 4 aufgebaut und das Pufferreservoir mit 50 mM NaOH gefullt. Der Transfer der
Nukleinsauren auf die Membran erfolgte Uber 3 -4 h. Danach wurde die Lage der
Membran zum Gel markiert, die Membran fir 2 min in 2x SSC gespult und fur 2 min
UV-Licht 254 nm ausgesetzt. Nach Trocknung konnten die RNA-Blots fir mehrere
Monate bei RT in Plastikboxen gelagert werden.

20x SSC: 3M NaCl
0,3M Na-Citrat
® pH 7
05-1kg Gewicht
mehrere Lagen
Zellstoff
Filterpapier ]

Transfermembran
Gel

| | | | Pufferreservoir Abb. 4: Darstellung des

Aufbaus  fir einen
Kapillarblot.

2832 Dotblot

Das folgende Protokoll wurde nach MEYER (1994) durchgefuihrt. 20 ul RNA
wurden zu 58 ul Denaturierungspuffer gegeben, gut gemischt, 10 min bei 65°C
inkubiert und schnell im Eisbad abgekuhlt.

Denaturierungspuffer: 700 pl 37% Formaldehyd
2ml Formamid
200l 20x SSC

Nach Zugabe von 2 Vol. 20x SSC, vollstandigem Durchmischen und Zentrifugieren
wurden die Proben auf Eis gestellt. Die Filterpapiere (GB 003, Schleicher und Schiill,
Dassal) wurden wie die mit sddH,O benetzte Nylonmembran mit 20x SSC getrankt.
Die Dotblot-Einheit (MilliBlot™-V, Millipore, Eschborn) wurde entsprechend
Abb. 5 montiert.

Alle Probenkammern wurden mit 500 pl 10x SSC gefillt und der Puffer durch die
Membran hindurch mit 100 mbar Unterdruck abgesaugt. Kurz vor Auftrag der
Proben wurde dieser Vorgang nochmals wiederholt und danach die Kammern mit
den Proben beflllt. Wieder wurde Unterdruck angelegt und die Kammern
leergesaugt. Zum Schluf? wurden die Kammern noch zweimal mit 10x SSC
gewaschen und nach dem zweiten Waschschritt fir 5 - 10 min trockengesaugt. Zur
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Fixierung wurde die RNA fir 5min in 50 mM NaOH gelegt, dann fir 2 min in
2x SSC gespult und 2min mit UV-Licht bestrahlt. Die Membran konnte nach
Trocknung mehrere Monate bei RT in einer Plastikbox gelagert werden.

dot sample
[ well template

e membrane
— '—u-’i"h}'/_

~, filter paper
i ;'/J-_, " (2 sheets)
dot duct—-..:_:;h.,%:h-..._x P ;“5/ ring gasket

filter
support

plenum—"

clamp-~ Abb.5: Aufbau der  Vakuumblot-
Apparatur fur Dotblots.

2.8.3.3 Southernblot

Der Transfer elektrophoretisch aufgetrennter DNA auf Membranen zur Immobilisierung fir
die nachfolgende Hybridisierung mit Gensonden wurde nach REED & MANN (1985)
durchgefiihrt. Hierbel wird unter alkalischen Bedingungen per Kapillartransfer gebl ottet.

Durchfuhrung:

Das Gel wurde nach der Dokumenation mit einem Skalpell auf die Grofde des zu
blottenden Bereiches reduziert. Eine mit sddH,O benetzte Membran (Hybond N,
Amersham) wurde in Transferpuffer (0,4 N NaOH) &quilibriert. Der Blot wurde
entsprechend Abb. 4 aufgebaut und dabel das Filterpapier (GB 003, Schleicher und
Schill, Dassal) mit Transferpuffer befeuchtet. Vor dem Blotting erfolgte noch ein
Depurinierungsschritt zur Fragmentierung hochmolekularer  DNA, um einen
schnelleren Transfer zu gewéhrleisten (WAHL et al. 1979). Das Gel wurdein 0,25 N
HCI gegeben und nach dem Farbumschlag des Bromphenolblau zu gelb fir 10 min
depuriniert. Danach wurde es fur 2 min in sddH,O geschwenkt und im Blotaufbau
gemald Abb. 4 fur 3 - 4 h geblottet. Nach Ende der Transferzeit wurde die Lage der
Membran zum Gel markiert und die Membran 10 min in 2x SSC gespiilt. Die
Aufbewahrung erfolgte im Gegensatz zu den Northernblot-Membranen nald in
2x SSC durch EinschweifRen im PP-Hybridisierungsschlauch, um einem Auftreten
von ,, hot spots* in der nachfolgenden Hybridisierung vorzubeugen.
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2.8.4 Radioaktive Markierung von Gensonden

2.84.1 ,Random primed”-Markierung

Als Matrizen-DNA wurden aufgereinigte Insertfragmente verwendet. Die Markierung mit
[a®*P]dATP efolgte nach der von FEINBERG & VOGELSTEIN (1984) entwickelten
Methode des ,,random primed labeling*. Dabei dient eine Mischung synthetisch hergestellter
oktamerer Oligonukleotide mit zufdliger Basenanordnung als Primer fur die Synthese ca
200 bp langer DNA-Fragmente. Durch Verwendung des Klenow-Fragments der DNA-
Polymerase| aus E. coli wird ein Abbau des Syntheseprodukts verhindert (KLENOW &
HENNINGSEN 1970). In der vorliegenden Arbeit wurde diese Markierungsmethode
hauptsachlich beim Screening von cDNA-Bibliotheken und Southernblot-Experimenten
eingesetzt.

Durchfihrung:

Eingesetzt wurde das ,, RadPrime DNA Labeling”-System (Gibco Life Technologies,
Eggenstein). Die Matrizen-DNA (40 - 60 ng) wurde mit sddH,O auf 21 pul ergénzt,
denaturiert (95°C, 5min) und auf Eis gestellt. Folgende Reagenzien wurden
hinzugefigt und durchmischt:

Markierungsansatz: 1yl dCTP (0,5 mM)
1yl dGTP(0,5mM)
1yl dTTP(0,5mM)
20 ul  Resktionspuffer/Primermix (2,5x)
Im | sotopenlabor: 5ul  [a®P]dATP (3000 Ci/mmol)
lul  Klenow-Fragment-Losung

Nach der Synthese (37°C, 30 min) wurde die Sonden-DNA aufgereinigt (siehe
Kapitel 2.6.7), ein Aliquot zur Bestimmung der Effizienz der radioaktiven
Markierung (siehe Kapitel 2.8.5) entnommen, die Sonden-DNA denaturiert (95°C,
5min) und ins Eisbad gestellt. Die DNA wurde entweder sofort zur Hybridisierung
eingesetzt oder bel -20°C gelagert.

2.8.4.2 Radioaktive Markierung mittedsPCR

Im Gegensatz zur ,random primed labeling”-Methode kdnnen Uber die PCR-Amplifikation
Zielsequenzen innerhab von  Klonierungsvektoren (ohne vorherige Restriktion,
elektrophoretische Auftrennung und Aufreinigung) radioaktiv. markiert werden. Auch
Zielsequenzen genomischer DNA sind zur gezielten PCR-Amplifikation von DNA-Sonden
geeignet.
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Da das markierte Nukleotid den limitierenden Faktor’ darstellt, muR hierbei das
herkommliche PCR-Protokoll (siehe Kapitel 2.9.2) so abgewandelt werden, da3 dem
extremen Ungleichgewicht zwischen markierten (0,825 pM) und unmarkierten (200 uM)
Nukleotiden einer Standard-PCR-Reaktion entgegengewirkt wird. Eine PCR-Amplifikation
wird durch ein Ungleichgewicht von Nukleotiden unginstiger als 1:30 inhibiert (MERTZ &
RASTCHIAN 1994). Bis zu einem Verhdtnis von bis zu 1.8 werden noch akzeptable
Ausbeuten an PCR-Produkt erreicht, daher sollte der Anteil der drel nicht-markierten
Nukleotide entsprechend auf jeweils 25 uM verringert werden (MERTZ & RASTCHIAN
1994). Das Ungleichgewicht kann gemildert werden durch die Zugabe nicht-markierten dATP
zum limitierenden [a**P]dA TP, auRerdem kann dann der Anteil des radioaktiven Nukleotids
noch vermindert werden: Statt 0,825 werden nur 0,165 pM [a**P]dATP (50 bzw. 10 pCi)
zusammen mit 20 uM unmarkiertem dATP eingesetzt, von den drei Ubrigen Nukleotiden
werden jeweils 200 UM eingesetzt (Dr. Hans Joos, Institut fir Humangenetik, Justus Liebig-
Universitét, Gief3en). Nachteilig ist hier allerdings die niedrigere spezifische Aktivitét. In
dieser Arbeit wurde daher ein Protokoll entwickelt, das die VVorziige beider Methoden, Einsatz
von moglichst wenig Aktivitdt (12,5 pCi) bel moglichst hoher spezifischen Aktivitat,
vereinigt. Auf diese Weise wurden isotypspezifische DNA-Sonden < 200 bp fir Northernbl ot-
Untersuchungen hergestellt. Matrizen-DNA dieser geringen Molekilgrofée sollte nicht im
.random priming“-Ansatz eingesetzt werden (technische Informationen, Gibco Life

Technologies, Eggenstein).

Durchfuhrung:

Im 25pl-Reaktionsansatz waren 12,5 pCi [a**P]dATP (0,167 pM) und unmarkiertes
dATP (20uM) enthalten, die Ubrigen Nukleotide wurden je nach Template-Lange
(150- 650 bp) im sechsfachen UberschuR (125 puM) oder nur im zweifachen
Uberschuf3 (40 uM bei 1,8 kb Template-Lange) zugegeben. Die spezifische Aktivitat
konnte ggf. durch Erhdhung des [a**P]dATP-Anteils erhoht werden, in der Regel
wurden 12,5 uCi eingesetzt. Weniger kritisch war die Menge der eingesetzten
Template-DNA, hier wurden maximal bis zu 25 ng eingesetzt. Die PCR wurde mit
40 Zyklen (Tab.3, Kapitel 2.9) durchgefuhrt. Entsprechend der Anzahl
durchzufiihrender Markierungsreaktion wurde ein Vielfaches des folgenden Ansatzes
(umrahmt) hergestellt.

* Im 20pI-Ansatz entsprechen 50uCi [a**P]dATP (3000 Ci/mmol) einer Menge von 0,825 pM.
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25 pl-Reaktion: 05ul (20 uMm) dATP (1 mM)
(mit 12,5 uCi) 0,3125ul (125 uMm) dCTP (10 mM)
0,3125pul (125 pM) dGTP (10 mM)
0,3125pul (125 puM) dGTP (10 mM)
0,25l (20 um) Primer 1 (100 uM)
0,25ul (20 um) Primer 2 (100 uM)
ad 6,25 pl sddH,O
Im Isotopenlabor: 1,25 pl [a®*P]dATP (3000 Ci/mmol)
5ul  max.25ng Template
125ul Mastermix 2 (siehe Kapitel 2.9.2)

2.84.3 Digoxigenin-Markierung von DNA-Sonden und Detektion

Um den Umgang mit radioaktiven Isotope zu minimieren, wurden erste Versuche mit nicht-
radioaktiven Nachweismethoden unternommen. Die Markierung erfolgte durch ,random
priming* oder PCR, statt [a*P]dATP wurde jedoch Digoxigenin (DIG)-markiertes dUTP
eingesetzt. Die nach der Hybridisierung an die Zielsequenz gebundene Sonde konnte tber
einen Anti-DIG-Antikorper detektiert werden, der mit alkalischer Phosphatase gekoppelt ist.
Durch enzymatische Umsetzung eines Substrats kann je nach Substrat eine Farbreaktion oder

Lichtemission erzeugt werden.

Durchfuhrung:

Die DNA-Sonden wurden mit dem ,DIG-DNA Labeling-Kit* (Boehringer,
Mannheim) bzw. mit dem ,PCR DIG Probe Synthesis Kit* des gleichen Herstellers
nach Arbeitsvorschrift hergestellt. Nach dem Denaturieren (65°C, 10 min) und
Abkuhlen auf Eis wurde die Effizienz der Markierung gemald der Herstellerangaben
Uber ,Quantification Strips® und ,Control Strips® mittels colorimetrischen
Detektionsprotokoll Gberprift. Die Sonde wurde in einer Konzentration von 20 ng/ml
Hybridisierungspuffer eingesetzt, die Hybridisierung und Stringenzwaschung erfolgte
wie in Kapitel 286.1 beschrieben mit dem Unterschied, dal} der
Hybridisierungspuffer mit 20 % (v/v) ,blocking reagent” erganzt wurde (The DIG
System User’s Guide for Filter Hybridization, Boehringer, Mannheim).

Nach den stringenten Waschschritten wurden die Membranen in DIG-Waschpuffer
bei 4°C gelagert oder sofort weiterbehandelt. Nach Aquilibrierung (1 min) in DIG-
Waschpuffer und Blockierung (1 h) in Malest-Puffer mit 1% Blocking-Reagenz
wurden die Membranen mit Antikérper (1:10.000) in Maleat-Puffer inkubiert (RT,
30 min). Uberschiissige Antikorper wurden durch Inkubation mit DIG-Waschpuffer
(zweimal 15 min) entfernt und 5 min in Detektionspuffer &qulibriert. Danach wurden
10 - 20 Tropfen Substratldsung (CSPD®-ready to use) auf die feuchte Membran
getropft, diese in PP-Folie eingeschweif¥, 10 min bei 37°C inkubiert und die Signale
durch RoOntgenfilm-Exposition fir 10- 60 min detektiert. Alle Puffer wurden
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entsprechend den Herstellerangaben (Boehringer, Mannheim) hergestellt und werden
nicht gesondert aufgefuhrt.

Probleme bereitete die genaue Quantifizierung Uber die ,,Control Strips‘, auf3erdem war der
Hintergrund oft derart stark, dal3 die Signale nur schlecht erkennbar waren (siehe Abb. 6).
Daher wurde diese Detektionsmethode nur bel sekunddren Screenings von cDNA-
Bibliotheken angewandt. Die Vorteile lagen in der Vermeidung jeglicher Strahlenbelastung,
im Zeitgewinn, Wiederverwendung und Lagerfahigkeit der auf diese Weise markierten Sonde.
Weitere Optimierungsversuche mit genauerer Bestimmung der Markierungseffizienz und
Variationen in der Blockierungsmethode vor der Antikorperinkubation kénnten das Signal-

Hintergrund-V erhdtnis verbessern.
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Abb. 6: Signal- Hintergrundverhdltnis zweier unabhangiger Plaquelifts aus einem sekundéren
Screening.

Links: Hybridisierung mit DIG-markierter Sonde mit positiven Signalen (Pfeile). Rechts: Hybridisierung
mit radioaktiv-markierter Sonde, die deutlich sichtbaren positiven Signale sind nicht gesondert bezeichnet.

2.8.5 Flussigszintillations-Z&hlung

Dain der vorliegenden Arbeit Expressionsanalysen mit verschiedenen, Uber PCR generierten
DNA-Gensonden durchgefuihrt wurden, sollten die verschiedenen Hybridisierungsansitze
auch Sonden vergleichbarer spezifischer Aktivitét enthalten. Die Energie radioaktiver
Zerfallsereignisse wird bei der Flissigszintillations-Zdhlung durch die besondere
Zusammensetzung des Szintillationscocktails in Lichtemission umgewandelt und kann durch

einen Photomultiplier detektiert werden.
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Durchfuhrung:

Ein Aliquot des Markierungsansatzes (2 ul) wurde mit 498 pl TE-Puffer (pH 8)
verdinnt, davon 5 pl auf ein Glasfaserfilter (GF 50, Glasfaser-Rundfilter,Schleicher
& Schill, Dassel) aufgetropft und der Filter dreimal in eiskaltem TCA-Puffer
(10 % (w/v) Trichloracetat, 1 % (w/v) Na-Pyrophosphat) und einmal in abs. EtOH
gewaschen. Der getrocknete Filter wurde in einem Minivial mit 4 ml Szintillations-
flissigkeit versehen und fir 10 min in einem Flussigszinzillationszéhler (Beckman
LS 6000 SC, Beckman Instruments) mit den Geréteparametern fir P Zerfall
gemessen.

2.8.6 Hybridisierung von Nukleinsauren

Die auf die Membran Ubertragene und immobilisierten Nukleinsdure wird mit Sonden-DNA
inkubiert. Uber sequenzhomologe Basenpaarungen der Sonde mit spezifischen DNA-

Fragmenten oder RNA-Transkripten kdénnen dann Gensequenzen nachgewiesen werden.

2.8.6.1 Hybrididgerungvon Northernblotsund Plaqudifts
Hier wurde nach CHURCH & GILBERT (1984), modifiziert nach einem Protokoll von

Biorad, Munchen verfahren. Unspezifische Bindungen der Gensonden wurden durch hohen
SDS-Gehalt im Puffer blockiert.

DurchfUhrung:

Die Membranen wurden mindestens 15 min mit vorgewarmtem Hybridisierungs-
puffer benetzt und bei einer Hybridisierungstemperatur von 65°C prahybridisiert.
Danach wurde der Puffer durch 5 - 6 ml frischen Hybridisierungspuffer, dem zuvor
die denaturierte Sonden-DNA zugegeben wurde, ausgetauscht. Es erfolgte eine
Inkubation im Hybridisierungsofen (Hybridization Oven, Appligene, Heidelberg)
oder Schittelwasserbad fur 18 - 20 h. Wenige Membranen konnten nebeneinander im
Hybridisierungsrohrchen inkubiert werden. Plaguelift-Membranen wurden bis zu
einer Anzahl von 20 Ubereinander in ener Petrischale im Schittelwasserbad
hybridisiert. Fir 20 Membranen (90 mm A) wurden 20 - 25 ml Puffer eingesetzt. Auf
den Einsatz von Nylonnetzen wurde verzichtetet, da sonst , hot-spot*-Effekten
auftreten konnten. DIG-dUTP-markierte Sonden-DNA wurde in gleicher Weise
eingesetzt, der Hybridisierungspuffer enthielt jedoch zusétzlich 20 % ,,Blocking-
Reagent® (DIG System User’'s Guide for Filter Hybridization, Boehringer,
Mannheim).
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Hybridisierungspuffer: 05M  NaH,PO,
7% (wliv) SDS
1mM NaEDTA
®  pH 7,2 (mit 10 N NaOH eingestellt)

Waschbedingungen:

Zunehmende Stringenzbedingungen wurden tber abnehmende SDS-K onzentrationen
sowie die Dauer der Waschschritte gesteuert. Nach der Hybridisierung wurden die
Plaguelift-Membranen in Waschlosung | (Hybridisierungsréhrchen 60 ml, grof3e
Glaspetrischaen 250 ml) Gberfuhrt und bei Hybridisierungstemperatur jeweils 15
und 10 min gewaschen. Danach wurde einmal mit Waschlésung Il (5 - 20 min) bei
gleicher Temperatur gewaschen.

Membranen aus Northern- und Dotblots wurden stringenter behandelt: Mit
Waschlosung | wurde jeweils 20 und 15 min und mit Waschlosung |l zweimal
15 min bei Hybridisierungstemperatur gewaschen.

Nach der Waschprozedur wurden die Membranen feucht in PP-Hybridisierungs-
schlduche eingeschwei 3t und konnten exponiert werden (siehe Kapitel 2.8.7).

Woaschlésung I: 40mM  NaH,PO,
5% (w/v) SDS
1mM NaEDTA
® pH 7,2 (mit 10 N NaOH eingestellt)

Waschlésung I1: 40mM  NaH,PO,
1% (wlv) SDS
1mM Na,EDTA
®  pH7,2(mit 10 N NaOH eingestellt)

2.86.2 Hybridiserungvon Southernblots
Das oben beschriebene Hybridisierungsprotokoll wurde von LENNERZ (1997) und

STENGER (1998) modifiziert, um neben einem geringeren Hintergrund auch eine
ausreichende Signalstérke zu erhalten. Es wurden im Vergleich zu Northernblot-
Hybridisierung unter weniger stringente Bedingungen hybridisiert und gewaschen, um auch

potentiell stérker variable | sotypen nachweisen zu kdnnen.

Durchfuhrung:

Die nach dem Blotten in 2x SSC aufbewahrte Membran wurde mindestens 48 h bei
37°C  mit  Southern-Hybridisierungspuffer ~ im  Hybridisierungsréhrchen
prahybridisiert. Danach wurde der Puffer durch 10 ml frischen Hybridisierungspuffer,
dem zuvor die radioaktiv markierte und denaturierte Sonden-DNA zugegeben wurde,
ausgetauscht und fir 20 - 24 h im Hybridisierungsofen bei 37°C inkubiert.
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Southern-Hybridisierungspuffer: 50mM  NaH,PO,
7% (wlv) SDS
1mM NaEDTA
40 % (viv)  Formamid
5x  Denhardt-Ldsung
5x SSC
®  pH7,2(mit 10 N NaOH eingestellt)

Denhardt-L 6sung: 1% (w/v)  Ficoll 400
1% w/i) PVP
1% BSA

Waschbedingungen:

Zunehmende Stringenzbedingungen wurden dber abnehmende Salz- und SDS
Konzentrationen sowie durch Erhohung der Temperatur gesteuert. Nach der
Hybridisierung wurde zweimal mit Southern-Waschpuffer | gewaschen (RT, 15 min
und 10 min) und einma mit Southern-Waschpuffer Il (55°C, 2 -5 min). Danach
wurden die Southernblot-Membranen feucht in PP-Hybridisierungsschlauch
eingeschweil3t und konnten exponiert werden (siehe Kapitel 2.8.7).

Southern-Waschpuffer |: 100 mM NaH,PO,
5% (wlv) SDS
1mM Na&EDTA
® pH 7,2 (mit 10 N NaOH eingestellt)

Southern-Waschpuffer |1: 50mM  NaH,PO,
1% (wlv) SDS
1mM Na,EDTA
® pH7,2(mit 10 N NaOH eingestellt)

2.8.7 Nachwesder Hybridisierungssignale

Hybridisierungen markierter Sonden-DNA  mit auf Membranen immobilisierten
Nukleinsauren wurden entweder durch Rontgenfilmexposition oder tber ,, phosphoimaging*

dokumentiert.

2.8.7.1 Rontgenfilmexpostion

Auf Filterpapier oder Karton fixierte Membranen bzw. in Folie eingeschweil3te Gele wurden
in Audioradiographie-Kassetten gelegt, in der Dunkelkammer wurde der Roéntgenfilm
(Cronex 4, DuPont, Bad Homburg oder Kodak X-OMAT AR) positioniert und je nach
Signalstarke wenige Stunden bis 14 d exponiert. Nachweise mittels enzymatischer Chemi-

lumeneszenz (siehe Kapitel 2.8.4.3) konnten schon nach wenigen Minuten Exposition bei RT
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durchgefiihrt werden. Bei [a*P]dATP-markierter DNA mufte zustzlich mit einem hinter
dem RoOntgenfilm positionierten Verstérkerscreen (Cronex Lightning Plus, Dupont,

Wilmington, USA) bei -74°C exponiert werden.

2.8.7.2 Nachweistber , Phosphoimaging® und Auswvertung

Autoradiographische Auswertungen wurden auch mit einem Phosphoimager (BAS 1500,
raytest |sotopenmefdgerdte, Straubenhardt) durchgefihrt. Exponiert werden wieder-
verwendbare , Imaging Plates® (IPs, BAS-MP 2025P) (MIYAHARA 1989), die einseitig mit
BaF(Br):Eu’+-Kristallen beschichtet sind. Durch ein ZusammenstoR mit b-Teilchen aus der
Probe erfolgt an dieser Stelle der Schicht ein Ubergang des Elektrons vom Grundzustand in
den metastabilen Zustand, in dem es verbleibt. Durch Rotlichtanregung eines Laserstrahls
erfolgt der Ubergang in einen unstabilen héheren Energiezustand, unter Blaulichtemission
(Photo-stimulierte  Lumineszenz, PSL) wird wieder der Grundzustand erreicht. Die
Blaulichtemission wird mit einem Photomultiplier erfal. Ein Teil der Elektronen verbleibt
noch im metastabilen Zustand, nach Weil3ichtbestrahlung im , Eraser” ist der Grundzustand
wieder erreicht und die IP zur erneuten Exposition bereit. Im Gegensatz zur Rontgenfilm-
Autoradiographie kann eine 100-fach hohere Senditivitét, verbunden mit einem weitaus
grofRerem Linearitétsbereich (MORI & HAMAOKA 1994) erreicht werden.

Die Bildaufldsung konnte zwischen 100 oder 200 pum variiert werden, die Abstufung
des Signalumfangs (Feinheit der Grauwertabstufung) konnte durch Einstellung der
Farbtiefe auf 8 oder 12 Bit eingestellt werden. In der Regel wurde eine Auflésung
von 200 um und eine Farbtiefe von 12 Bit gew&hlt. Meistens waren bereits nach
60 min Exposition mit der ,imaging plate® Signale dokumentierbar. Eine
Uberexposition war bei der Art der hier durchgefiihrten Markierung (Signalstérke ca.
50 cps) nicht zu beflrchten. Zugunsten eines feinkornigeren Bildhintergrunds wurden
deshalb in der Regel die Exposititionszeiten auf zwel bis drei Tage ausgedehnt. Da
das Phosphoimager-System einen wesentlich héheren linearen Dynamikbereich als
ein Rontgenfilm abdeckt, hatte dies keinen Einflul? auf quantitative Untersuchungen.
Die Signale wurden a's ,, photostimulated |uminiscence” (PSL)-Daten ausgegeben, die
Uber die software Aida2.0 densitometrisch analysiert werden konnten. PSL-Werte
von Dotblot-Analysen wurden nach Subtraktion des Hintergrundsignals (Bkg.) als
auf die Flache bezogene Intensitét (Int.-Bkg./Area [PSL/mm?]) dargestellt, da durch
die Dotblot-Apparatur eine einheitliche Grofe der Signalfachen vorgegeben war. Bei
unterschiedlich  groRen Banden-Signalen wurde dagegen lediglich das
Hintergrundsignal abgezogen (Int.-Bkg. [PSL]).
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2.9 PCR-Anwendungen

2.9.1 Reverse Transkription von RNA

Mittels Reverser Transkription ist es moglich, RNA-Transkripte in cDNA umzuschreiben, die
dann Uber PCR-Amplifikation weiter charakterisiert werden kann. Durch die Auswahl
geeigneter Primer konnen entweder die gesamte Population der mRNA oder gezielt definierte

MRNA-Sequenzbereiche revers transkribiert werden.

Durchfuhrung:

Die cDNA-Synthese erfolgte nach einem Protokoll von Gibco Life Technologies,
Eggenstein. Zunéchst wurde die RNA zur Entfernung von Sekundarstrukturen for
10 min auf 70°C erhitzt und danach sofort auf Eis gestellt. Danach konnte der
Reaktionsansatz mit Ausnahme der Reversen Transkriptase zugegeben werden. Nach
einem Annealing-Schritt (42°C, 2 min) wurde die Reverse Transkriptase zugegeben
und 1h bei 42°C inkubiert. Nach Hitzedenaturierung (70°C, 15min) und der
optionalen Behandlung mit RNase H (Stratagene, Heidelberg; 1 U, 37°C, 20 min)
wurde der Ansatz mit 20 pl sddH,O versetzt, um die lonenkonzentration fir
anschlief3ende Experimente zu verringern. Von diesem Ansatz kamen 2 - 5 ul fur die
PCR zum Einsatz.

Reaktionsansatz (rev. Transkription): Xl gRNA (5 pg) oder mRNA (0,5 ug)
(20 pi) 2l segquenzspezifischer Primer (25 uM)
oder statt sequenzspez. Primer: 1yl Oligo d(T)-Primer (0,5 pg/ul)
x ul - sddH,0 (ad 20 pl)
4ul  5x Reaktionspuffer (rev. Transkription)
2ul  dTT (100 mM)
1ul  dNTP (10 mM)
1ul RNaseOut (1 U)
1pl Superscript ™ 11 (200 U/ul)

2.9.2 Polymerasekettenreaktion

Durch PCR (polymerase chain reaction) konnen geringe Mengen von Matrizen-DNA
logarithmisch vervielfédltigt werden. Zum Einsatz kommt eine hitzestabile Tag-Polymerase,
die eine starke 5-3'-Prozessivitét besitzt, wahrend 5°-3'- und 3'-5-Exonukleaseaktivitét
fehlen. Die DNA-Amplifikation Gber PCR erfolgte in Anlehnung an die Protokolle von
MULLIS & FALOONA (1987) und SAMBROOK et a. (1989) mit geringflgigen
Variationen. Die zyklische Reaktion l&uft dabel in drei Temperaturschritten ab (siehe Tab. 3).
Auf die Hitzedenaturierung folgt die sequenzspezifische Anlagerung der Primer (Annealing)

und danach der Polymerisations- oder Elongationsschritt, durch den das freie 3"-OH-Ende des
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gebundenen Primers von der Polymerase in 3'-Richtung unter Einbau der entsprechenden
Nukleotide verlangert wird. In Kombination mit davorgeschalteter Reverser Transkription

(RT-PCR) wurden so z. B. homologe DNA-Gensonden hergestellt.

DurchfUhrung:

PCR-Reaktionen wurden im 50 pl bzw. 25 pl Ansatz durchgefihrt. Zur besseren
Handhabung wurde entsprechend der Anzahl durchzufUhrender Reaktionen jewells
ein Vidfaches an ,Mastermix“ hergestellt. Der erste ,Mastermix“ enthielt dNTP-
Mix (je 200 uM) und die entsprechenden Oligonukleotide (20 - 40 uM), der zweite
eine Tag-Polymerase (Biotherm, Genecraft, Minster) mit Reaktionspuffer. Auf Eis
wurde Mastermix 1 noch Template-DNA (5 bzw. 2,5 ul) zugefiigt, danach wurde
Mastermix 2 zugegeben und der Ansatz durchmischt. Nachdem der PCR-Block auf
95°C vorgeheizt war konnten die Ansétze in den Block gestellt werden. Auf den
Zusatz von Mineraldl konnte verzichtet werden, da PCR-Gerdte mit beheizbarem
Deckel zum Einsatz kamen (Primus 25, MWG-Biotech, Ebersberg; PTC-200 DNA-
Engine, MJ-Research, Biozym, Hess. Oldendorf; Genius 96, techne, Thermo-DUX,
Wertheim).

Mastermix 1: 15pul  sddH,O
(fr 50 pl) 4ul  dNTP-Mix (je 2,5 mM=10mM)
0,5ul  Primer 1 (100 pM)
0,5ul  Primer 2 (100 uM)

Mastermix 2: 19,8yl sddH,O
(far 50 pl) 5ul  10x Tag-Polymerase-Puffer
0,2ul  Tag-Polymerase (1U; Biotherm, Genecraft, Munster)

Besonders Mastermix 2 sollte nicht mehr als 4 Tau- und Gefrierzyklen ausgesetzt
werden, da sonst die Aktivitét der Tag-Polymerase abnehmen kann.

Um fasch-positive PCR-Amplifikationen durch Kontaminationen mit klonierter
DNA zu vermeiden, wurden besonders beim Pipettieren von Primer-Stamml ésungen,
Enzymstamml6sung, dNTP-Mix und Mastermix Pipettenspitzen mit Filtereinsatz

verwendet.
Zahl der Zyklen Denaturierung Annealing Polymerisation
1 95°C, 90's 50°C, 30s 72°C, 2 min
39 94°C, 30s 50°C, 30s 72°C, 2 min
1 94°C, 30s 50°C, 30s 72°C, 10 min

Tab. 3: Typisches Beispiel eines PCR-Programms.

Die Polymerisationszeiten richteten sich nach Lange der zu erwartenden Amplifikate (1 min/kb).
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2921 Auswahl der Oligonukleotid-Sequenzen (, Primerdesign®)

Die Annealingtemperaturen wurden je nach Gehalt an Purin- bzw. Pyrimidinbasen
der eingesetzten Primer zwischen 42°C und 65°C variiert. Be  kurzen
Oligonukleotiden bis 18 bp Lénge konnte als Schmel ztemperatur pro G/C-Nukleotid
4°C und pro A/T-Nukleotid 2°C kakuliert werden. Da die Annealingtemperatur
jedoch nicht im linearen Verhdtnis zur Lange der Oligonukleotide steht, mufdte beim
Einsatz langerer Primer auf aternative Algorithmen zurtickgegriffen werden.

Entweder nach SAMBROOK et al. (1989):

Tm=81,5°C + 16,6 X (I0g10[J']) + 0,4 (% G + C) - 600

J" = Konzentration monovalenter Kationen

oder, um die Lange des Primers besser berlicksichtigen zu kénnen, nach folgendem
Algorithmus (MWG-Biotech, Ebersberg):

Tm=69,35°C + 0,41 (% G + C) - (650/L)

L = Lénge des Primers

Bel degenerierten Primern wurde die jewells niedrigere Schmelztemperatur der
variablen Base angenommen. Fur die PCR wurde eine Annealingtemperatur von
Tm - 5°C eingesetzt. Die oben dargestellten Berechnungsméglichkeiten fur Tp-Werte
lieferten Anhaltspunkte, die tatsachlichen optimalen Annealingtemperaturen mufiten
gegebenenfalls empirisch ermittelt werden. Folgende Kriterien sollten beim
» Primerdesign* berticksichtigt werden:

Vermeidung von mehr as 2°C Abweichung in der Annealingtemperatur zwischen

den beiden Primern. Bei stark abweichenden G/C-Gehalten war eine

Kompensation tber die Lénge der Oligonukleotide moglich

Vermeidung von Homopolymerbereichen (> 4 Nukleotide)

moglichst ausgeglichener G/C-Gehalt

Vermeidung von internen ,, hairpin®-Sequenzen

Vermeidung komplementérer Sequenzen, die zur Primerdimerisierung fuhren

koénnen
Hier war es auch moglich, via Internet Programme verschiedener Institute zu nutzen,
die die oben beschriebenen Algorithmen und Kriterien zum Primerdesign zum
grof3en Teil implementieren. Die Homologie von Primerpaaren zueinander wurde mit
DNASTAR (Madison, USA) Uberpruift.
Zur Amplifikation bisher unbekannter Tubulin-kodierender cDNA Abschnitte aus
H.wlgare mufen zundchst Genbanksequenzen verwandter Organismen
gegeneinander abgeglichen werden, um konservierte Primerpositionen festzulegen.
Gegebenenfalls wurden degenerierte Primer gestaltet, die zumeist in der dritten
Codon-Position eine oder mehrere variable Basen trugen.
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2922 PCR mit | -Phagenpartiken

Sollte Insert-DNA von | -Phagenklonen z. B. aus einem priméren Screening einer
cDNA-Bibliothek durch PCR-Experimente charakterisiert werden, wurden die
| -Phagenpartikel vorbehandelt, um reproduzierbare Ergebnissen zu erhalten. Hierzu
wurde Phagensuspension 1:15 mit sddH,O verdinnt, fir 20 min bei 70°C inkubiert
und sofort auf Eis gestellt (FRIEDMANN et al. 1988, abgewandelt nach STENGER
1998). Von dieser Verdinnung wurden 5 pl fir die PCR eingesetzt.

2.10 Klonierung von DNA

2.10.1 Restriktion von DNA

Restriktionsendonukleasen sind in der Lage, doppelstrangige DNA sequenzspezifisch gemald
ihrer enzymspezifischen palindromischen Erkennungssequenzen zu schneiden. Deshalb
wurden sie sowohl fir die Herstellung von DNA-Gensonden, V ektorklonierungen al's auch fur

die Charakterisierung von DNA-Fragmenten verwendet.

Eingesetzte Restriktionsenzyme:

BamH | MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Bgl I MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Eco 321 (Isoschizomer zu EcoR V) MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
EcoR | MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

EcoR V MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Kpn Stratagene, Heidelberg

Dral MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Hind I11 MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Nde | MBI -Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Sl | AGS, Heidelberg

Xba | Genecraft, MUnster

Xho | MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot; Stratagene, Heidelberg

21011 Redriktion von Plasmid-DNA

Die Restriktion von Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe des entsprechenden
10-fach konzentrierten Reaktionspuffers und zwel Enzymeinheiten (U) pro pug DNA.
Der Restriktionsansatz (25 pl) wurde mindestens 1 h bei 37°C inkubiert und konnte
sofort elektrophoretisch untersucht oder nach Hitzedenaturierung (70°C, 10 min) fir
weitere Untersuchungen verwendet werden. Da das in der Enzymstammldsung
vorhandene Glyzerin hemmende Wirkung besitzt, sollte das eingesetzte V olumen der
Enzymstammltsung 1/10 des Gesamtvolumens der Reaktion nicht Ubersteigen.
Verlangten die Reaktionsbedingungen den Einsatz von DTT, wurde frisch aufgetaute
Stammldsung verwendet, da Gefrier- und Tauzyklen zu enzymhemmenden
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Abbauprodukten fuhren konnen. Mehrfachrestriktionen waren auch méglich, sofern
die Restriktionsbedingungen der einzelnen Enzyme dbereinstimmten. Zur
Charakterisierung von Plasmid-DNA wurden 0,1 bis 0,5 pug eingesetzt, préparative
Restriktionen wurde mit ca. 10 pg DNA durchgeftihrt.

2.10.1.2 Redriktion von PCR-Produkten

Nach der Quantifizierung des Amplifikationserfolgs Uber Gelelektrophorese wurde
ein Aliquot 1:2 mit sddH,O verdinnt und wie oben beschrieben und zur Restriktion
eingesetzt.

2.10.1.3 Redriktion hochmolekularer genomischer DNA von Gerge

Hochmolekulare DNA kann in stark verdrillter Struktur vorliegen und deshalb fir
Restriktionsenzyme schwerer zuganglich sein. Es wurden daher 10 - 50 pg DNA mit
6 - 8U Restriktionsenzym/pg DNA in einem Volumen von 200 ul restringiert.
Aul¥erdem wurde die Inkubationszeit auf 48 h verlangert (SCHOCK 1995 verandert
nach LENNERZ 1997 und STENGER 1998) und jeweils eine Hafte der einzu-
setzenden Enzymmenge zu Beginn der Inkubationszeit und die andere nach Ablauf
von 24 h zugesetzt. Am besten restringierbar erwies sich DNA, die schon mehrere
Wochen in TE-Puffer gel6st bel 4°C fur aufbewahrt wurde (STENGER 1997).

2.10.2 Klonierungsvektor mit d(T)-Uberhang

Der sogenannte T-Vektor wurde unter VVerwendung von Vektor-DNA (z.B. pBluescript (+)®)
in Anlehnung an MARCHUK et al. (1991) und HOLTON & GRAHAM (1991) hergestellt.
Die Terminale Transferase-Aktivitét der Tag-Polymerase ist dafir verantwortlich, da3 PCR-
Produkte immer am 3"-OH-Ende einen A-Uberhang besitzen, da hierbei die dATP-Nukleotide
stark bevorzugt werden (MARCHUK et al. 1991). Der komplementére Uberhang beim Vektor
wird dadurch erzeugt, dai’ linearisierte Plasmid-DNA mit glatten Enden mit Tag-Polymerase
inkubiert wird. Unter Zugabe von dTTP-Nukleotiden wird nur dieses Nukleotid an das
3-OH-Ende des Vektors angehangt. Die dadurch mégliche A/T-Basenpaarung zwischen
PCR-Produkt und T-Vektor kann in der anschlief3enden Ligationsreaktion genutzt werden.

Durchfuhrung:

pBluescript (+)®-Vektor (30 pg) wurden mit 150 U EcoR V vollstandig linearisiert.
Um das Restriktionsenzym zu entfernen, wurde der Ansatz einer Phenolextraktion
unterzogen, gefdllt und in 30 pl sddH,O aufgenommen. Danach wurde in 100 pl
Tag-Polymerase-Puffer (1x) mit 2 mM dTTP und 30 U Tag-Polymerase fur 2 h bei
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72°C inkubiert und erneut phenolextrahiert. Die DNA wurde geféllt, das Pellet in
einer Konzentration von 0,5 pg/pl sddH,O aufgenommen und in Aliquots (1 - 2 ul)
bei -20°C gelagert.

2.10.3 Ligation von DNA

Zur dauerhaften Vermehrung durch Bakterien wurden DNA-Fragmente zunéchst in geeignete
Plasmid-Vektoren ligiert. Bei Ligationen sollte die Insert-DNA im molaren UberschulR zur
Vektor-DNA eingesetzt werden, um Vektorrezirkularisation und ein Ubermal3 nicht
rekombinanter Klone zu vermeiden. In dieser Arbeit waren die zu ligierenden PCR-Fragmente

stets kleiner as die Vektor-DNA, daher wurden in der Regel 1 - 2 pug Vektor-DNA mit 0,5 pg

Insert-DNA ligiert.

Durchfuhrung:

Standardligationsansatz: X i

Insert-DNA (1 pg)

lpul  10x Ligase-Puffer
1yl rATP (10 mM)

0,5l Vektor-DNA (0,5 pg)
lpl  T4-Ligase (1U)
Xl ddH,O (ad 10 pl)

Die Inkubation erfolgte t.N. bei 14°C.

Alternativ konnten die DNA-Fragmente direkt im ausgeschnittenen Gelstiick ligiert
werden, insbesondere die kohésiven Enden der DNA von Deletionsklonen konnten
auf diese Weise mit wenig Zeitaufwand wieder zirkularisiert werden. Die
Gelelektrophorese erfolgte hierzu in ,Low melting Agarose® und TAE-Puffer (1x).
Das maglichst kleine DNA-haltige Gelstiick wurde geschmolzen (68°C, 5 min), auf
RT abgekihlt und der Ligationsansatz hinzupipettiert.

Ligationsansatz in Agarose: X ul Insert-DNA (2 ug)
4ul  10x Ligase-Puffer
4ul  rATP (10 mM)
0,5ul  Vektor-DNA (0,5 ug)
1pl T4-Ligase (1U)
x ul ddH,O (ad 40 pl)

Die Inkubation erfolgte Gi.N. bei 14°C. Die Ligationsansétze konnten bei 4°C gelagert

werden.
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2.11 Transformation von Bakterien

Zur Vermehrung von Plasmid-DNA muften diese von Bakterien aufgenommen werden
(Transformation). Das Verfahren (SAMBROOK et a. 1989) basiert auf der CaCl,-
vermittelten Aufnahme von Plasmid-DNA durch Bakterien (MANDEL & HIGA 1970,
COHEN et a. 1972).

21111 Hergdlungkompetenter Bakterien

Diese Methode erméglicht es, Transformationsraten von 5x10° - 2x10” Kolonien
pro ug DNA zu erzidlen (SAMBROOK et al. 1989). SOB-Medium (100 ml, siehe
Kapitel 2.3.1.1) wurde mit einer Bakterienkolonie (XL1-Blue MRF) angeimpft.
Nach Inkubation auf dem Schiittelwasserbad bel 37°C bis zum Erreichen ener ODggg
von 0,5 wurde die Kultur fur 10 min auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation ftr 10 min
bei 4°C mit 7.000x g (Kuhlzentrifuge J2-21, Rotor JA 14, Beckman) in einem
Zentrifugengefal? (250 ml) wurde der Uberstand griindlich entfernt, 20 ml eiskaltes
TFB-Medium (siehe Kapitel 2.3.1.1) (HANAHAN 1983) zugefiigt und resuspendiert.
Nun wurde fur 45 min auf Eisinkubiert und in 30 ml Zentrifugenréhrchen 10 min bei
4°C mit 7.000x g (Kuhlzentrifuge 202 MK, Rotor 12040, Sigma, Braun, Melsungen)
zentrifugiert. Nachdem das Pellet durch Umdrehen des Gefal3es fur 1 min getrocknet
worden war, wurden 4 ml FSB-Medium (siehe Kapitel 2.3.1.1) hinzugegeben, 3 h auf
Eis inkubiert, Aliquots (50 und 200 pl) hergestellt und diese in flissigem N
schockgefroren oder sofort weiterverwendet.

211.1.2 Trandormation kompetenter Bakterien

Die aufgetauten Bakterien (XLBlue MRF", 200 pl) wurden mit maximal 50 ng (in
10 pl - 20 yl) der entsprechenden Plasmid-DNA fur 30 min auf Eis transformiert.
Durch den anschlief3enden Hitzeschock (42°C, 90 s) wurde die mRNA-Produktion
der Bakterien stark erhdht, wodurch sich ihre Vitalitét verbessert (STRAUS et al.
1987). Nach weiteren 2 min auf Eis wurden 800 ul SOC-Medium zugegeben, flr
45 - 60 min bei 37°C inkubiert, unterschiedliche Aliquots ausplattiert und G.N. bel
37°C inkubiert. Die Selektion der Rekombinanten erfolgte tber a-Komplementation
des b-Galaktosidase-Gens (Blau/Weil3-Selektion) unter Zugabe von 4 ul IPTG
(200 mg/ml) und 40 pl X-Ga (20 mg/ml DMF) auf LB-Selektiv-Agarplatten.
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2.12 Herstellung von cDNA-Bibliotheken aus Gersten-mRNA

cDNA-Bibliotheken enthalten Sequenzen, die im Idedfall die gesamte mRNA eines
bestimmten Entwicklungszustands des zu untersuchenden Gewebeabschnitts reprasentieren.
Die mRNA Transkripte der Gerste aus 5 d alten etiolierten Keimlingen ohne Wurzeln, den
Blattsegmenten 1 und 2 (siehe Abb. 3, Kapitel 1.2) wurden dazu in cDNA umgeschrieben und
in ein geeignetes Vektorsystem kloniert werden.

Die Reverse Transkription startet mit der Hybridisierung des oligo d(T)-Primers an die
Poly(A)*-Sequenz  der mRNA-Transkripte. Der Primer trégt aulRerdem einen
Sequenzabschnitt, der nach der Zweitstrangsynthese ein Xho I-Erkennungsmotiv aufweist. Am
5-Ende der cDNA erfolgt eine Ligation Uber glatte Enden an einen Adapter, der eine EcoR |-
Schnittstelle tragt. Die cDNA kann so gerichtet mit den Vektor-Armen des Phagenvektors
ligiert und Uber E. coli (XL1-Blue MRF") vermehrt werden.

Zur weiteren Untersuchung isolierter Phagenklone mufl3 die Phagen-DNA nicht mehr
subkloniert werden, sondern der die cDNA tragende Vektoranteil kann Uber die in vivo-
Excision direkt aus dem rekombinanten | -ZAP-Phagengenom als Phagemid ausgeschleust
werden. Phagemide sind Vektoren, die sowohl Phagen-, as auch Plasmideigenschaften
besitzen und bis zu 10 kb grof3e Fremd-DNA -Fragmente aufnehmen konnen. Fur diese Art der
Ausschleusung ist eine Coinfektion von E. coli (XL1-BlueMRF) mit | -Phagen und
f1-Helferphagen nétig. Mit dem Helferphagen kann die Menge der ausgeschleusten
rekombinanten | -Phagen-DNA um mehrere Groélenordnungen erhéht werden. Proteine der
Helferphagen koénnen auf der rekombinanten | -DNA die Initiationss und
Terminationssequenz erkennen. An der Initiationssequenz setzt eines der Proteine einen
Einzelstrangbruch, von dem aus die Einzelstrangsynthese startet und bis zur
Terminationssequenz  fortgefiihrt wird. Die einzelstrangige DNA wird durch weitere
Genprodukte des Helferphagen zirkularisiert. Dies stellt den eigentlichen Schritt des friiheren
Subklonierens dar; alle Sequenzbereiche zwischen Initiations- und Terminationssequenz sind
as Phagemid vorhanden, alle Ubrigen | -Vektorbereiche auferhalb der Initiations- und
Terminationssignale sind nicht mehr Bestandteil dieser zirkularisierten DNA.

Die durch die Zirkulariserung wieder aus dem Zusammenflgen von Initiations- und
Terminationssequenz  entstandene  fl-origin-Sequenz  erlaubt die Verpackung der
zirkularisierten Einzelstrang-DNA in Phagemid-Partikel (&hnlich den f1-Phagenpartikeln), die

dann aus den lysierten E. coli freigesetzt werden. Nachfolgende Erhitzung auf 70°C lysiert
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selektiv | -Phagen, die Phagemidpartikel konnen zur Infektion mit E. coli eingesetzt werden.
Fir diese Infektion werden Nicht-Supressor-Stamme von E. coli eingesetzt. Da das
Helferphagengenom zusétzlich eine Amber-Mutation trégt, ist eine Vermehrung von noch im
Ansatz vorhandenen Helferphagen in SOLR oder XOLR Bakterien nicht méglich. Das
Einzel strangphagemid wird lediglich noch in das Doppel strangphagemid Uberfuhrt.

DurchfUhrung:

Die Konstruktion der cDNA-Bibliotheken wurde mit dem cDNA-Synthesesystem
und dem Uni-ZAP™ XR-Vektorsystem oder fiir eukaryontische Expression mit dem
ZAP Express’™ Vektorsystem (Stratagene, Heidelberg) durchgefiihrt. Statt der
Reversen Transkriptase von Stratagene wurde Superscript '™ 1l (Gibco Life
Technologies, Eggenstein) eingesetzt, da diese im Gegensatz zum Wildtyp aufgrund
einer Punktmutation keine RNase H Aktivitat aufweist und somit eine hohere Anzahl
von vollstandigen cDNAs ermoglicht. Alle nicht-enzymatischen Komponenten
wurden vollstandig aufgetaut, kurz geschittelt, abzentrifugiert und auf Eis gestellt.
Alle Arbeiten mit [a**P]dATP wurden im Isotopenlabor durchgefiihrt.

|. Erststrangsynthese:
In ein RNase-freies Reaktionsgefal? auf Eis wurden folgende Reagenzien pipettiert:

Erstrangsynthese: 5ul  10x Erststrangpuffer
3ul 10 mM Methyl-dNTP-Mischung
2pl 1,4 pg/pl Linker-Primer
xul  sddH,O ad 50ul
1yl RNaseBlock (40 U/pl)
5ul  01MDTT

Das Reaktionsgemisch wurde geschittelt, kurz abzentrifugiert und auf Eis gestellt.
5 nug mRNA wurden 5 min bel 65°C inkubiert und schnell im Eisbad abgekihlt, um
Sekundéarstrukturen zu beseitigen. Nach Zugabe der mRNA wurde die Anlagerung
der Linker-Primer an die Poly(A)'-Sequenzen fur 10 min bei RT abgewartet.
Superscript™ 11 (5 ul, 200 U/pl) wurde zugefiigt, kurz gemischt und zentrifugiert.
1/10 dieses Ansatzes wurde in ein mit 0,5 pl [a**P]dA TP beschicktes Reaktionsgefal
gegeben und zusammen mit dem Hauptansatz fur 1 h bei 37°C inkubiert. Parallel
dazu wurde die gleiche Prozedur mit Marker-poly(A)*-RNA von 1,8 kb Lange
durchgefthrt. Dies war nétig, um den Erfolg der Erst- und Zweitstrangsynthese Uber
Autoradiographie Uberprifen zu konnen. Nach Ende der Inkubation wurden die
beiden radioaktiven Kontrollansétze bel -20°C tiefgefroren, die beiden Ansdtze mit
umgeschriebener Gersten- bzw. Marker-Poly(A)"-mRNA wurden auf Eis gestellt.
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II. Zweitstrangsynthese:
Zu jeweils 45 ul der beiden nicht-radioaktiven Erststrang-Ansétze wurde auf Eis
hinzupipettiert:

Zweitstrangsynthese: 20l 10x Zweitstrangpuffer
6l 10 mM dNTP-Mix
1139l sddH,O
2ul  [a®P-dATP
2ul RNaseH (1U/ul)
11,2ul DNA-Polymerase | (9U/ul)

Zur Synthese des komplementéren Strangs wurden die Ansatze fur 25h bel 16°C
inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt. Die DNA-Polymerase verursacht
Strangbriiche im RNA-Anteil des cDNA-MmRNA Hybrides, die verbleibenden RNA-
Reste kdnnen dann der DNA-Polymerase as Primer dienen.

[11. Prozessierung der cDNA-Enden:
Die nachfolgenden Schritte dienten dazu, die cDNA so zu modifizieren, dal3 ein
gerichteter Einbau in die Vektor-Arme der | -DNA mdglich war.

A) Gléatten der cDNA-Enden:
Zum Reaktionsansatz der Zweitstrangsynthese wurden auf Eis folgende Reagenzien
hinzupi pettiert:

23l blunting dANTP-Mix
2pul Pfu DNA-Polymerase

Nach 30 min Inkubation bei 72°C wurden 200 pul Phenol-Chloroform 1:1 zugegeben,
2min zentrifugiert und die Oberphase ohne Interphase mit 1Vol. Chloroform
versetzt und nochmals zentrifugiert. Durch Zugabe von 20 pl NaAcetat und 400 pi
abs. EtOH wurde die Oberphase bei -20°C G.N. gefdllt.

B) Ligation der EcoR |-Adaptoren:

Die DNA wurde bei 4°C fur 30 min pelletiert (Tischzentrifuge Biofuge A Heraeus-
Christ, 12.000 rpm), mit 70%igem EtOH gewaschen und 5min bea RT
|uftgetrocknet. Entgegen den Herstellerangaben (Stand 1996) wurde die DNA jedoch
nicht ganzlich getrocknet, um so eine bessere Lodichkeit zu gewdahrleisten. Das
Pellet wurde in 9 pl EcoR | Adaptor-L6sung resuspendiert, bel 4°C fur mindestens
30min belassen und sodann 1ul fur die Kontrolle der Zweltstrangsynthese
entnommen. Zusammen mit den Kontrollen der Erststrangsynthese wurde der Erfolg
dieser Synthesen durch elektrophoretische Auftrennung unter denaturierenden
Bedingungen eines alkalischen Agarosegels tberprift. Die Kontrollansdtze wurden
mit einem Volumen Alkaliladepuffer (25mM NaOH, 20% Glyzerin, 4,6 %
gesdttigte Bromphenolblau-L6sung) versetzt und 2h be 100 V (5V/cm) unter
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Eiskiuhlung aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde das Gel kurz in frischem
Laufpuffer  geschwenkt,  Uberschissiger  Puffer  abgetupft, in  enen
Hybridisierungsschlauch eingeschweildt und die Grofenverteilung der radioaktiv
markierten DNA autoradiographisch dokumentiert.

Alkalisches Gdl: 1% Agaose
30mM  NaOH
2mM  NaEDTA

Elektrophoresepuffer: 30mM  NaOH
2mM  NaEDTA

Folgende Reagenzien wurden fur die Ligation zugegeben:

Ligationsansatz: lul  10x Ligase Puffer
1pyl 10mM rATP
1yl T4 DNA Ligase (4 U/ul)

Nach Mischen und kurzem Abzentrifugieren der Reagenzien wurde der Ansatz fur
2 d bei 4°C belassen. Nach Hitzeinaktivierung (70°C, 30 min) wurde der Ansatz auf
Eis gestellt und Kondenswasser abzentrifugiert.

C) Phosphorylierung der cONA-Enden:

Fur die Ligation wurden EcoR I-Adaptoren ohne reaktive 5 -Phosphatgruppen
eingesetzt, um unspezifische Polymerbildungen der Adaptoren zu verhindern. Nach
erfolgter Ligation der Adaptoren an die cDNA wurden diese Enden phosphoryliert,
um die spétere Ligation in die Vektor-DNA zu ermdglichen.

Kinasierungsansatz: lul  10x Ligase Puffer
2ul 10 mM rATP
6l sddH,O

1l T4 Polynukleotid-Kinase

Es wurde 30 min bel 37°C inkubiert, worauf wiederum eine Hitzeinaktivierung
(70°C, 30 min) und das Abzentrifugieren von Kondenswasser folgte.

D) Xho I-Restriktion:

Dieser Schritt ermoglicht die Klonierung der cDNA in definierter Orientierung. Die
Erkennungssequenz fir das Restriktionsenzym Xhol wurde wéhrend der
Erststrangsynthese durch den Linker-Primer eingefthrt und ist, abgesehen vom
EcoR I-Adaptor, der einzige nichtmethylierte Bereich der cDNA. Durch die
Restriktion wird am 3"-Ende der cDNA die Xho I-Schnittstelle zuganglich und
zusammen mit dem EcoR I-Uberhang am 5 -Ende steht die cDNA zum gerichteten
Klonieren zur Verfigung. Zum Kinase-Ansatz wurden 28 pl Xho I-Puffer und 3 pl
Xho | (40 U/ul) gegeben und fur 1,5 h bei 37°C inkubiert.
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V. GroflRenfraktionierung der DNA

Durch die Restriktion abgetrennte Linker-Primer-Fragmente und kurze cDNA-
Molekule wurden von der langeren cDNA durch GrofRenselektion mittels Sephacryl
S500 abgetrennt. Als Saule diente eine 1ml-Spritze, die gema? den
Herstellerangaben in ein PP-Rohrchen (Typ 2059, Falcon) gehdngt wurde, in dem
wiederum ein Eppendorf-Gefd3 zum Auffangen der Eluate plaziert worden war.
Sedimentation des Saulenmaterials, Waschen und Elution wurden durch vorsichtiges
Zentrifugieren, jewells 2min bei 400x g, (Tischzentrifuge Typ 03400 mit
Ausschwingrotor, Heraeus) beschleunigt. Die Saule wurde geméfd der
Arbeitsvorschrift gepackt; nach zweimaligen Auftrag von 300 pul STE-Puffer (1x)
wurde der mit 5 pl STE-Puffer (10x) versetzte Ansatz aufgetragen. Nach Auffangen
dieses Eluates erfolgten mit jeweils 60 pl STE-Puffer (1x) weitere Elutionsschritte.
Insgesamt neun Fraktionen wurden aufgefangen, jedoch nur die ersten drei mit den
langsten cDNA-Molekilen weiterverwendet. Diese Fraktionen wurden vereinigt und
zur Entfernung der Kinase einer Phenol-Chloroform Extraktion unterzogen. Die
Oberphase wurde zur Fallung mit 2Vol. abs. EtOH versetzt und tiefgefroren.
Verbliebene Kinase-Reste konnten sonst zu einer Religation der Xho I-EcoR |
Vektor-Fragmente fuhren und somit einen hohen Hintergrund von nicht-
rekombinanten Klonen hervorrufen.

V. Ligation der cDNA mit den Vektor-Armen des| -Phagen

Die nach der Zentrifugation pelletierte cONA wurde mit 80%igem EtOH gewaschen,
5min bei RT luftgetrocknet und das noch feuchte Pellet in 3 ul bzw. 10,5 ul (bel
mehr as 10cps) gelost. Da diese geringen DNA-Mengen nicht photometrisch
erfaldbar sind, wurde die DNA-Konzentration mit Ethidiumbromid-Agarosepl atten-
Assay bestimmt (siehe Kapitel 2.8.2.2). 100 ng cDNA/ug Vektor wurden eingesetzt.
Da die ligierten cDNA-Vektor-Sequenzen lange Konkatamere bilden und die
Effizienz der nachfolgenden Verpackung in Phagenpartikel bei langen Konkatameren
am hochsten ist, sollten mechanische Beanspruchung und mehrere Gefrier- und
Tauzyklen vermieden werden.

Ligationsansatz: Xl cDNA (100 ng)
0,5pul  10x Ligase-Puffer
05u  10mM rATP
pl | -Vektor-Arme (1 pg)
xul  sddH,O (ad 5 pl)
05ul  T4Ligase (4 U/ul)

Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und 2 d bel 4°C inkubiert.
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V1. In vitro-Verpackung der rekombinanten Vektor-DNA in Phagenpartikel
Vom Ligationsansatz wurden 1 - 4 pl zum Verpackungsextrakt (Gigapack R 111 Gold-
Verpackungsextrakt), das ale zur Erzeugung intakter Phagenpartikel ndtigen
Komponenten enthielt, gegeben. Die in vitro-Verpackung erfolgte bei 22°C fur 2 h.
Nach Zugabe von 500 pl SM-Puffer und 20 pl Chloroform wurde vorsichtig
gemischt und Zellbruchstticke abzentrifugiert.

SM-Puffer: 100mM  NaCl
17mM  MgSO, 7H,0
25mM  TrissHCI (pH 7,5)
0,01% Gelatine
®  autoklavieren

VII. Titerbestimmung der rekombinanten Klone

Die Bestimmung der Anzahl rekombinanter Klone wurde Uber die
a-Komplementation (Blauw/Weil3-Selektion) durchgefuhrt. Dazu wurde 1l
unverdinnter Verpackungsansatz und 1l einer 1:10 Verdinnung zu 200 pl E. coli
(XL1-Blue MRF") gegeben. Dieses Phagen-Bakterien-Gemisch wurde dann auf 3 ml
Top-Agarose, die mit 0,5 M IPTG (15ul) und 50 ul X-Gal (250mg/ml DMF)
versetzt worden war, ausplattiert. War die Zahl der nicht-rekombinanten Klone
(blaue Lysishofe) mindestens um den Faktor 10 niedriger a's die der Rekombinanten
(weiRRe Lysishofe) und lagen insgesamt etwa 1x10° pfu vor, konnte auch der Rest der
Ligation verpackt werden und die primére cDNA-Bibliothek amplifiziert werden.
Uber PCR wurden auRerdem die durchschnittlichen Insertlangen der priméren
cDNA-Bibliothek mittels zuféllig ausgewahlter Lysishofe bestimmt.

VIII. Amplifikation der priméaren cDNA-Bibliothek

In vitro gebildete Phagenpartikel (primére cDNA-Bibliothek) kdnnen instabil sein.
Deshalb wird mit in vitro entstandenen Phagen noch ein Infektionszyklus in
Wirtsbakterien durchgefuhrt (Amplifikation der cDNA-Bibliothek). Unter sterilen
Bedingungen wurden zu 600 pl Bakterien (XL1-Blue MRF) ca 5x10° pfu der
primaren cDNA-Bibliothek gegeben und mit 6,5 ml Top-Agarose ausplattiert (siehe
Kapitel 2.13.1). Das Wachstum bel 37°C wurde auf 6-9h begrenzt, um eine
Uberreprasentation von Klonen schnell wachsender Plaques zu vermeiden. Danach
erfolgte die Uberschichtung mit 8 ml SM-Puffer und langsames Schwenken
(Taumelschittler, Typ KL, E. Buhler) 0.N. bei 4°C, um die Phagen aus der Agarose
herauszuschwemmen. Am folgenden Tag wurden die Uberstande von den Platten
entnommen und nochmals mit 2 ml SM-Puffer gespllt. Nach Vereinigung der beiden
Uberstdnde und Zugabe von 5% Chloroform konnten der Zellbruchstiicke durch
Zentrifugation (10 min, 500x g) entfernt werden. Die Uberstande wurden
abgenommen und nochmals mit 3% Chloroform versetzt. Sie konnten bel 4°C
gelagert werden. Ein Teil der Uberstande wurde aulerdem mit 7 % DM SO versetzt
und war bei -73°C lagerfahig.
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2.13 Screening von cDNA-Bibliotheken

2.13.1 Primaérscreening

Um bestimmte in | -Phagen klonierte cDNA tber DNA-Sonden nachweisen und isolieren zu
koénnen, wurden die Phagen in geeigneter Verdiinnung zusammen mit Wirtsbakterien auf einer
Petrischale vereinzelt und inkubiert. Anschlief3end wurden die | -Phagenklone auf Membranen
Ubertragen (BENTON & DAVIS 1977), mit DNA-Sonden hybridisiert und exponiert. Die

Signale auf dem Rontgenfilm flhrten dann zu den ,, positiven® Klonen auf der Petrischale.

Durchfuhrung:

Alle folgenden Arbeiten mit Bakterien wurden auf einer Sterilbank durchgefthrt. Auf
LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Tetracyclin wurde E. coli (XL1-Blue MRF") aus einer
Dauerkultur ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C vermehrt (siehe Kapitel 2.3.1). Mit
einer einzelnen Kolonie wurden 10 ml LB-Maltose-Medium in einem Erlenmeyer-
Kolben (50 ml) Uberimpft und bei 37°C im Schittelwasserbad fir 4 - 6 h inkubiert.
Durch die Maltosezugabe wird die Ausbildung des bakteriellen Maltoserezeptors
induziert, der als Oberfl&chenstruktur auch bei der Anheftung des Phagen erkannt
wird. Beim Erreichen einer ODggo von 1,0 wurden die Bakterien 10 min mit 5.000x g
pelletiert, in 5 ml sterilem 10 mM MgSO, resuspendiert und auf eine ODggo Von 0,5
eingestellt.

Vom Stamm XL1-Blue MRF" wurden 600 pl mit 5x10* Phagenpartikeln 15 min bei
37°C inkubiert, um eine gleichméaliige Adsorption der Phagenpartikel an die
Bakterien zu ereichen. Das Phagen-Bakterien-Gemisch wurde zu 48°C
vortemperierter Top-Agarose (6,5 ml) gegeben, gemischt und luftblasenfrei auf eine
vorgewarmte A 137 mm-NZY -Agarplatte ausgegossen, die 6 - 9 h bei 37°C inkubiert
wurde. Zugunsten einer besseren Fl&chenausnutzung wurden zunehmend auch
guadratische Petrischalen benutzt (siehe Tab. 4).

Petrischale [mm] NZY-Agar [ml] [ NZY-Top-Agarose [ml] | Bakteriensuspension [pl]
P P137 A 50 6,5 600
P 120 x 120 50 55 600
ST 90 A 20 3,0 200
SIT 100 x 100 40 4,5 300

Tab.4: Volumina der Medien und Bakteriensuspensionen in Abhéangigkeit der
Petrischalengr6fie.

Alle Petrischalen wurden von Greiner, Frickenhausen bezogen mit Ausnahme der 100 x 100 mm
Petrischalen (Sarstedt, Nurnbrecht). P=Primérscreening, S=Sekundérscreening, T=Terti&rscreening
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Vor dem Plaquelift wurden die Platten mindestens 3 h im Kihlschrank belassen und
auBerhalb des Kuhlschranks auf Kihlakkus gestellt, um ein Ankleben der Top-
Agarose an die Nylonmembran zu verhindern. Runde oder quadratisch
zugeschnittene Nylonmembranen (Duralon-UV™, Stratagene, Heidelberg) wurden
fur jeweils 2min aufgelegt, die Lage der Membran auf der Agarplatte durch
Einstiche mit einer Injektionsnadel markiert und die Membran vorsichtig mit einer
Pinzette wieder entfernt. Danach wurde die Membran fUr 2 min in Denaturierungs-
[6sung, fur 5min in Neutralisierungsiésung und fir 1 min in Waschlésung gelegt,
und gelegentlich leicht geschwenkt, um anhaftende Agarosereste zu entfernen. Die
transferierten Nukleinsduren wurden auf der noch feuchten Membran 2 min unter
UV-Licht der Wellenlange 302 nm (MinUVIS, Desaga, Heidelberg) fixiert,
anschlieffend bel 50°C fir 30 min getrocknet und bei RT gelagert. Durch
Hybridisierung der Membran mit einer DNA-Sonde (siehe Kapitel 2.8.6.1) konnten
»positive’ Klone identifiziert werden.

SM-Puffer: 100 mM NaCl
17mM  MgSO, 7H,0

Denaturierungs-L 6sung: 15M NaCl
05M  NaOH
Neutralisierungs-L sung: 15M NaCl

05M  TrissHCI (pH 7,4)

Waschl 6sung: 02M  Tris-HCI (pH 7,5)
2x SSC

Fur die Plaquelifts, die mit Digoxigenin markierten Sonden hybridisiert werden
sollten, kam ein leicht verandertes Protokoll zum Einsatz (The DIG System User’s
Guide for Filter Hybridization, Boehringer, Mannheim). Die Arbeitsschritte
entsprachen den oben beschriebenen, die Inkubationsdauer in Denaturierungs-,
Neutralisierungs- und Waschlsung wurden auf jeweils 5, 15 und 10 min verlangert.
Aulerdem variierte die Zusammensetzung von Neutralisierungs- und Waschl 6sung:

Neutralisierungs-L 6sung: 15M NaCl
1M  TrissHCI (pH 7,5)

Waschlésung: 2x  SSC

2.13.2 Waeitere Screening-Runden

Phagenplagues, die durch Hybridisierung mit einer Gensonde als positiv identifiziert
wurden, konnten aufgrund der asymmetrischen Markierung auf der Membran
eindeutig auf der Agarplatte lokalisiert werden. Die Klone wurden ausgestochen und
in 1 ml SM-Puffer Uberfihrt. Nachdem 20 ul Chloroform zugefiigt und kréaftig
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geschittelt wurde, konnte eine weitere Screening-Runde (Sekundérscreening) mit
deutlich reduziertem Phagentiter (40- 400 pfu pro Petrischale) auf kleineren
Petrischalen stattfinden, um die positiven Klone zweifelsfrei zu vereinzeln. Bei
Bedarf wurde eine dritte Screening-Runde (Terti&rscreening) angeschlossen. Auf
diese Weise isolierte Phagen-DNA wurden mittels in vivo-Excision in Phagemide
Uberfuhrt.

2.14 In vivo-Excision

Um das Phagemid aus dem Phagengenom auszuschleusen (zum Prinzip siehe auch Kapitel

2.12), wurde nach dem leicht abgewandelten Protokoll von Stratagene, Heidelberg verfahren.

Durchfuhrung:

Die Bakterienstdmme XL1-Blue MRF" und SOLR (bzw. XOLR bei der cDNA-
Bibliothek ,, Segment 2“) wurden frisch auf Agarplatten ausplattiert und G.N. bei
37°C bebritet (siehe Kapitel 2.3.1). Einzelne Kolonien wurden in Flissigmedium
vermehrt, pelletiert und mit 10 mM MgSO, auf eine ODgpo = 1 eingestellt. 200 pl
XL1-Blue MRF" wurden zusammen mit 250 pl Phagenlésung und 1 pl Helferphagen
(ExAssist, Stratagene, Heidelberg) fur 15 min bel 37°C inkubiert. Danach wurden
3 ml LB-Medium dem Ansatz zugegeben und fir weitere 3 h im Schittelwasserbad
belassen. Nach Erhitzen auf 70°C fur 20 min wurden 1 - 100 pl dieses Ansatz zu
200 pl SOLR- bzw. XOLR-Bakterien gegeben und fur 15 min bei 37°C inkubiert.
Die Selektion erfolgte durch Ausstreichen von 200 pl auf LBamp- bzw. LByan-
Agarplatten (cDNA-Bibliothek Segment 2) und Inkubation bel 37°C tber Nacht.

2.15 DNA-Sequenzierung

Fur die wahrend dieser Arbeit durch das Institut fur Molekulargenetik, Universitét Mainz
(ABI®-Sequenzierautomaten) und MWG-Biotech, Ebersberg (LI-COR®-Sequenzierauto-
maten) durchgefihrten automatischen Sequenzierungen wurde Uber Chromatographieséaulen
aufgereinigte pDNA (siehe Kapitel 2.6.6.2) verwendet.

DNA-Sequenzierungen beruhen auf der von SANGER et a. (1977) entwickelten Didesoxy-
Methode. In vier Paralelansétzen mit jewells einem der vier Didesoxy-Nukleotiden wird der
Sequenzierprimer enzymatisch verlangert und die Reaktion an einer bestimmten Stelle durch
den Einbau eines Didesoxy-Nukleotids abgebrochen. Da auf3erdem ein radioaktives Nukleotid
zugesetzt wird, konnen die unterschiedlich langen einzelstrdngigen DNA-Fragmente nach
einer gelelektrophoretischen Auftrennung audioradiographisch ausgewertet werden. Nicht-

radioaktive Sequenzierungen mit ABI®-Sequenzierautomaten beruhen auf Markierung der
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DNA mit jeweils unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Didesoxy-Nukleotiden in einem
Ansatz und anschlief3endem Abtasten des Sequenziergels durch Laserstrahlen. Im Unterschied
zu den ABI®-Sequenzierautomaten konnen mit den LI-COR®-Sequenzierautomaten 40 %
langere Leseldngen und mehr erreicht werden. Hierbei werden wie bel der radioaktiven
Sequenzierung vier parallele Ansdtze elektrophoretisch aufgetrennt. Statt radioaktiver

Nukleotide werden fluoreszenzmarkierte Primer eingesetzt.

2.16 Bestimmung des mitotischen Index

Der mitotische Index (MI) beschreibt das Verhdltnis mitotischer Zellen zu nicht mitotischen
Zéellen in Zellpopulationen oder Gewebeabschnitten. Die hierzu notwendigen Arbeiten fihrte
Dipl. Biol. A. Rothauer durch. 1 mm-Segmente des zweiten Blattes der Gerste wurden hierzu
in geséttigter Karminessigsaure fir 30 s aufgekocht, auf Objekttrager Gberfihrt und vorsichtig
unter dem Deckglas gequetscht. Mit dem nun sichtbaren kondensierten Chromatin konnte der

Ml Uber die Zahl der mitotischen Zellen mikroskopisch bestimmt werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Erstellung von cDNA-Bibliotheken aus Gersten-mRNA

Eine cDNA-Bibliothek aus dem gesamten Blattmaterial finf Tage alter etiolierter Keimlinge
wurde angelegt, um alle bel der Blattentwicklung auftretenden Tubulin-1sotypen erfassen zu
konnen. Zwei weitere cDNA-Bibliotheken wurden jeweils aus den Segmenten 1 und 2 (siehe
Abb. 3, Kapitel 1.2) erstellt, in denen mitose- oder cytokinesespezifische Mikrotubuli (MT)
vorkommen bzw. bandartige MT initiiert werden. Die moglicherweise nur in diesen

Segmenten auftretenden 1sotypen sollten so schneller gefunden werden.

3.1.1 Isolation von poly(A)"™-mRNA

Die Isolation von Gesamt-RNA (gRNA) aus Blattabschnitten des zweiten Blattes war
hinsichtlich Ausbeute und Qualitét mit den bisher beschriebenen Werten (MEYER 1994)
vergleichbar. Je nach Blattabschnitt konnte eine Ausbeute von 0,2 bis 1,5 mg/g FG erzielt
werden. Fur eine erfolgreiche Herstellung von cDNA fir cDNA-Bibliotheken war es nétig,
vor allem den Anteil der ribosomalen RNA (rRNA) tber oligo(dT)-Cellulose zu verringern.
Die Ausbeute der messenger-RNA (mRNA) an der gRNA lag zwischen 1,5 % und 3 %, die

ribosomalen Banden zeigten sich nach der Aufreinigung deutlich schwécher (siehe Abb. 7).

25S —
18S —

Abb. 7: Erfolg der mRNA-Anreicherung.

Vergleich von gRNA (Blattsegment 1) mit Gber oligo(dT)-Cellulose
aufgereinigter MRNA. Pro Bahn wurden jeweils 1 pg RNA in einem
2 %igen nicht-denaturierenden TBE-Agarosegel aufgetrennt.
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3.1.2 Die Synthesevon cDNA und Verpackung in Phagenpartikel

Die cDNA-Sequenzen einer cDNA-Bibliothek sollten im Idealfall vollsténdige Transkripte
reprasentieren. Deshalb wurde die GrofRe der Erst- und Zweitstrangsyntheseprodukte
dokumentiert (siehe Abb. 8), da mit dem Protokoll nur dann weiterverfahren wurde, wenn
auch hochmolekulare cDNA > 1,8 kb nachgewiesen werden konnte. Aul3erdem wurde vor
dem Screening der cDNA-Bibliotheken die Anzahl der rekombinanten Klone sowie die
durchschnittliche Insert-Lange zuféllig ausgewahlter Klone bestimmt. Der Titer der priméren
cDNA-Bibliotheken lag zwischen 0,3x10° und 3,1x10° pfu/ml, der Anteil der nicht-
rekombinanten Klone lag zwischen 3 und 9 % (zur Ubersicht siehe Tab. 5) und somit im
Rahmen der zu erwartenden Werte. Die durchschnittliche Klonlange von 1,0 bis 1,1 kb

entsprach denen in kommerziell erhdltlichen cODNA-Bibliotheken (Stratagene, Heidelberg).

1,8kb —

1 2 3 4

Abb. 8: Alkalische Gele zur Kontrolle von Erst- und Zweitstrangsynthese.

Links: cDNA aus mRNA des gesamten Blattmaterials. Mitte: cDNA aus mRNA vom Segment 1. Rechts: cDNA
aus mRNA vom Segment 2. Die Produkte der Erstrangsynthese sind jeweils mit ungeraden Zahlen bezeichnet,
die der Zweitstrangsynthese mit geraden. Die schwécheren Signale der Zweitstrangsynthese kamen durch das
unterschiedliche Verhétnis von [a32P]dATP zu unmarkierten dNTP in Erst- und Zweitstrangsynthese zustande
(cDNA Synthesis Kit, Instruction Manual, Stratagene Heidelberg, 1996). Die Kontroll-cDNA resultierte aus
mMRNA von 1,8 kb Lénge. Expositionsdauer zwischen 80 und 120 min.
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Spezifitdt der cONA- | Phagentiter prim. | Antell nicht- Klonlange £ | Phagentiter sek.
Bibliotheken cDNA-Bibliothek | rekombinanter cDNA-Bibliothek
[pfu/mi] Klone [pfu/mi]
Blatt , Gesamt* (1*) 0,3x10° 3% 1,0kb 22x10%
Segment 1 (4*) 1,1x10° 9% 1,1kb 06x10"
Segment 1 (1*) 0,3x10° 9% 1,1 kb 04x10"
Segment 2 (4*) 31x10° 5% 1,0kb 04x10"
Segment 2 (1*) 23x10° 6 % 1,0kb 02x10"

Tab. 5: Charakteristika der einzelnen cDNA-Bibliotheken.
4ug (4*) bzw. 1pg (1*) der Ligationsreaktion wurden fir die in vitro-Verpackung in | -Phagenpartikel
eingesetzt.

3.2 Isolierung von a-Tubulin-Sequenzen aus cDNA der Gerste

Proteinbiochemische Daten deuten an, da3 vor alem die a-Tubulin-Signale im
Entwicklungsgradienten aufféllige Unterschiede zeigen. Besondere Aufmerksamkeit galt
daher die Aufklarung der cDNA-Sequenzen des a-Tubulin, um so die Expressionsmuster auf

Transkriptionsebene untersuchen zu kénnen.

3.2.1 Herstellung homologer a-Tubulin DNA-Sonden tiber PCR

Um ohne initiales Screening einer cDNA-Bibliothek mit heterologen DNA-Sonden homologe
cDNA-Sequenzen des a-Tubulin zu erhalten, wurde mittels Reverser Transkriptions-PCR
(RT-PCR) aus mRNA der Gerste gezielt a-Tubulin amplifiziert. Mit den von Heiko Sawitzky
(MPI Ladenburg) zur Verfligung gestellten allgemeinen a-Tubulin-Primern konnten so
verschiedene homologe a-Tubulin-Sonden (siehe Abb. 9) hergestellt werden.

Die PCR-Reaktion mit der Primerkombination 212/214 ergab ein 325 bp-Amplifikat (siehe
Abb. 9). Nach Ligation und Transformation konnten zwei Klone (12-2 und 12-3) isoliert
werden, die zueinander eine DNA-Sequenzhomologie von 81 % aufwiesen. Klon 12-2 hatte
mit 90 % die héchste Homologie zu einem a-Tubulin aus Avena sativa (ASATUBULP), Klon
12-3 hatte mit 95 % die héchste Homologie zu einem a-Tubulin aus Triticum aestivum
(TAU76558). Mit der Primerkombination 211/214 wurde ein 641 bp-Fragment amplifiziert,
das nach der Klonierung (Klon 11-3) als im Uberlappungsbereich vollstandig homolog zu
12-3 charakterisiert werden konnte. Auf die Darstellung der Sequenzen wird an dieser Stelle
verzichtet, da keine Unterschiede zu den spdteren cDNA-Klonen voller Lange vorhanden

waren, die spéter aus der cONA-Bibliothek isoliert wurden (siehe Kapitel 3.2.6).
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I ORF a-Tubulin >
211 Sonde 11-3 q 214
Sonden 12-2 und 12-3
212 D q 214
0,2 kb 0,4 kb 0,6 kb 0,8 kb 1,0 kb 1,2 kb

Abb.9: Lage der homologen a-Tubulin-Sonden und Primer (Pfeilspitzen) zum kodierenden Bereich
(ORF) bisher bekannter a-Tubulin-Sequenzen héherer Pflanzen.

3.2.2 Screening der cDNA-Bibliothek nach Klonen hoher Abundanz

Um moglichst alle bei der Blattentwicklung relevanten Tubulin-1sotypen erfassen zu kdnnen,
wurde zundchst die cDNA-Bibliothek ,Blatt gesamt* durchmustert. Vereinzelbare positive
Signale waren hier nur dadurch zu erreichen, dal3 der Phagentiter auf 1/5 der Ublichen
Konzentration reduziert wurde. Nach dem Primérscreening von 1x10* pfu konnten zwischen
70 und 120 positive Klone bestimmt werden (siehe Abb. 10), von denen ca. 20 bis 30 starke
Signale ausgewahlt wurden. Mit den Sonden 12-2 und 11-3 wurden jeweils ca. 1x10* pfu
hybridisiert. Die dabel isolierten 23 bzw. 34 Phagenklone aus der cDNA-Bibliothek , Blatt
gesamt® wurden durch weitere Screeningrunden vereinzelt und der invivo-Excision

unterzogen. Die ausgeschleusten Klone wurden dann mittels Restriktionsananlyse

charakterisiert.
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Abb. 10: Reprasentative Autoradiogramme von Plaquelift-Hybridisierungen.
Lift und Replika-Lift eines Plaquerasens mit ca. 1x10* pfu der ersten Screeningrunde (Priméarscreening),
hybridisiert mit Sonde 11-3.
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3.2.3 Charakterisierung der positiven cDNA-Klone durch Restriktionsanalyse

Die aus dem Screening mit der Sonde 12-2 stammenden 23 Klone wurden nach
invivo-Excision Uber Restriktionsanalysen mittels Mehrfachverdau (siehe Abb. 11) naher
untersucht: Die Klone 1 bis 23 lief3en sich nach 4 verschiedenen Restriktionsmustern, R1, R2,
R7 und R8 (siehe Tab. 6) einordnen. Die aus dem Screening mit der Sonde 11-3 stammenden
34 Klone zeigten neben den schon bekannten Mustern R2 und R7 vier neue
Restriktionsmuster, R3 bis R6.

Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS8

[bp]
3472
2690

1882
1489

925
702

421
224

L e

Abb. 11: Diereprésentativen Restriktionsmuster der isolierten a-Tubulin-Klone.
Restriktionsmuster R1 bis R8, Mehrfachverdau mit Bgl I, EcoR V, Hind I1l, Ndel, Sal | und Xho | (1,5 %iges

Agarosegel).

Restriktionsmuster R1 | R | RB3| R4 | R5 | R6 | R7 | R8
Anzahl Klone 12-2 Screening 1 3 / / / / 10 9
Anzahl Klone 11-3 Screening / 17 2 1 7 4 3 /

Tab. 6: Einteilung der Klone in Gruppen geméal gemeinsamer Restriktionsmuster.

Aus jeder der acht Gruppen wurde jewells ein Reprasentant sequenziert. Auf diese Weise
konnten drel unterschiedliche, vollstandige und neue Isotypen von a-Tubulin charakterisiert
werden: HVATUBL (R1: Klon P1S1T9, 1617 bp), HVATUB2 (R2: Klon P1S5, 1708 bp) und
HVATUB3 (R7: Klon 2 07, 1692 bp) bzw. HVATUB3* (Klon 2 23 mit verkirztem
3 -Bereich, siehe Kapitel 3.2.6.3). Die cDNA-Sequenzen mit Sequenzvergleichen sind
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ausfuhrlich in Kapitel 3.2.6 dargestellt. Die hochsten Homologien des kodierenden Bereichs
zu den anderen a-Tubulin-Sequenzen der Gerste und anderer Spezies sind im Kapitel 3.2.8
zusammengefaldt. Die Klone aus R3 bis R6 stimmten mit den R2-Klonen hinsichtlich der
Sequenz Uberein, waren allerdings im 5 -Bereich unvollsténdig. Die R8-Klone entsprachen
5-unvollstéandigen R7-Klonen. Insgesamt acht der 57 Klone lief3en sich zu den Restriktions-
mustern R5, R6 und R8 zuordnen und stellten sich aber nach Ansequenzieren als falsch-

positiv heraus.

3.2.4 Abschétzung der Anzahl der a-Tubulin-Gene im Genom der Gerste durch
Souther nblot-Analysen

Nachdem bisher drel Isotypen von a-Tubulin isoliert werden konnten, wurde mittels
Southernblot-Anaysen die mogliche Gesamtzahl von a-Tubulin-lsotypen abgeschétzt, um die
Erfolgsaussichten eines umfangreicheren Screenings von cDNA-Bibliotheken bewerten zu
konnen.

Restringierte genomische DNA aus der Gerste wurde nach Elektrophorese und Transfer auf
eine Membran mit homologen Tubulin DNA-Sonden hybridisiert, um anhand der auftretenden
Banden die Anzahl vorhandener a-Tubulin-Genorte abschétzen zu konnen. Die Matrizen-
DNA fir Sonden wurde aus mdglichst konservierten Sequenzbereichen des kodierenden
Bereichs gewdhlt, um auch potentielle, bisher unbekannte Isotypen abdecken zu kdnnen.
AuRerdem wurden die schon bekannten Sequenzinformationen genutzt, um Restriktions-
enzyme auszuschlief3en, die innerhalb des Bindungsbereichs der jeweiligen Sonden schneiden
konnen. Eine Uberschétzung der 1sotypenanzahl sollte so vermieden werden. Da die Intron-
sequenzen nicht bekannt waren, konnte dies jedoch nicht generell ausgeschlossen werden.
Genomische DNA (10 bis 50 pg) wurde jeweils mit BamH |, Hind I11 oder Xbal 48 h voll-
standig restringiert, elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Abb. 12) und nach dem Transfer auf
eine Membran mit einem Sondenmix (12-2 und 12-3) hybridisiert. Vier Banden wurden bei
mit Xba | restringierter DNA detektiert (siehe Abb. 12 rechts): Die stérksten Signale zeigten
die beiden Banden unterhalb 7,7 kb, die Banden bel 12 kb und 4 kb waren vergleichsweise
schwach. Beim Restriktionsansatz mit Hind |11 konnten funf Hybridisierungssignale nachge-
wiesen werden, am stérksten waren die Banden bei 7,4 kb und 2,1 kb, die Banden bei 6,5 kb,
4,6 kb und 4,2 kb zeigten die gleiche Intensitét. Mit BamH | restringierte DNA zeigte zwei
schwache Banden bei 10,3 kb und 3,9 kb und eine stérkere bei 6,6 kb. Somit war mit weiteren

a-Tubulin-1sotypen zu rechnen und ein weiteres Screening schien erfolgversprechend.
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[kb]
26 —
12 —
7,7 —
6,2 —
4,2 —
2,1—
Abb. 12: Abschatzung der Anzahl von a-Tubulin-Genen
im Ger sten-Genom.
Links: Elektrophoretische Auftrennung genomischer DNA
(40 pg) von Gerste nach Restriktion mit Xba I, Hind 111 oder
BamH | (0,7 %iges Agarosegel). Rechts. Zugehoriger
Southernblot, hybridisiert mit einem Sondenmix (12-2 und
12-3) spezifisch fur den kodierenden Bereich von a-Tubulin

aus Gerste. Expositionsdauer 10 d.

3.2.5 Differenzierung a-Tubulin-positiver cDNA-Klone geringer Abundanz durch PCR

Um vor dem starken Hintergrund der schon bekannten Isotypen auch Klone sehr geringer
Abundanz finden zu kdnnen, wurden ale weitere a-Tubulin-positiven Klone nachfolgender
Screenings einer ,Negativ-Auslese® Uber PCR unterzogen. Die nun vorhandenen
Sequenzinformationen zu den drei Isotypen wurden genutzt, um aus dem nicht kodierenden
3’-Sequenzbereich isotypspezifische Primer abzuleiten. Nur a-Tubulin-positive Klone, die
nach der PCR mit 3"-spezifischen Primern keine Amplifikation zeigten, wurden weiter
untersucht. Im Unterschied zur Analyse Uber Restriktion waren so auch im 5-Bereich
unvollstéandige, aber potentiell neue Isotypen charakteriserbar. Um in den ersten
Blattsegmenten auftretende seltene Isotypen besser erfassen zu kdnnen, wurde das Screening
auf die fraglichen cDNA-Bibliotheken (,, Segment 1“ und ,, Segment 2*) fokussiert. Aul3erdem
sollten die a-Tubulin-positiven Primérscreening-Klone bereits vor der zweiten
Screeningrunde, in vivo-Excision und Plasmidpraparation auf unbekannte |sotypen untersucht
werden, um den Zeit- und Materialaufwand zu minimieren.

Zunéchst wurden von den nicht kodierenden 3"-Enden der bekannten a-Tubulin cDNA-KIone
Oligonukleotid-Sequenzen abgeleitet (zur genauen Sequenz, siehe Anhang), die zu in ihrer
Lénge deutlich unterscheidbaren PCR-Produkten fihrten (siehe Abb. 13). Dadurch sollte
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erreicht werden, dald in einem einzigen Reaktionsansaiz ale bekannten Isotypen getestet
werden koénnen. Diese Methode der Multiplex-PCR, bei der mehrere Primerpaare in einer
PCR-Resaktion an jeweils unterschiedliche Matrizen-DNA binden konnen, schied jedoch aus,
da es statt der erwarteten Amplifikationen nur zur Bildung von Primer-Dimerisierungs-
produkten kam. Die a-Tubulin cDNA-Klone mufdten deshalb in konsekutiven PCR-

Reaktionen mit den entsprechenden isotypspezifischen Primern getestet werden.

ORF HVATUB1
' >
D GSP1U (1430) GSP1D (1599) 4
ORF HVATUB2
[ N
Vv
D GSP2KL (1411) GSP2BL (1663) 4
ORF HVATUB3
' >
D GSP3U (1505) GSP3 D (1656) 4

Abb. 13: Positionen der isotypspezifischen a-Tubulin-Primer.

Dargestellt sind die letzten 60 bp des kodierenden Bereichs (ORF) und nicht kodierende 3"-Enden der a-Tubulin-
Isotypen aus Gerste. In Klammern ist die Position der Primer (Pfeilspitzen) angegeben. Die Grof3en der PCR-
Amplifikate: HV ATUB1-spezifisch: 170 bp. HVYATUB2-spezifisch: 235 bp. HY ATUB3-spezifisch: 160 bp.

Zusétzlich zum Screening der cDNA-Bibliothek ,, Blatt gesamt* wurde die Suche nach neuen
Isotypen auf die basalen Blattbereiche fokussiert. Durch Screening der cDNA-Bibliotheken
»oegment 1° und ,Segment 2° wurden bisher 163 positive Klone nadher untersucht. Als
HVATUBL konnten 40 Klone charakterisiert werden, 15 Klone entsprachen HYATUB2 und
55 Klone konnten als HVYATUB3 bestimmt werden. 16 Klone konnten mit allgemeinen
a-Tubulin-Primern als falsch-positiv charakterisiert werden. Als potentiell neue Formen
kamen 37 der verbleibenden positiven Klone in Frage. Bisher konnten die ersten 25 durch
Ansequenzieren wie folgt typisiert werden: Zwei Klone stellten bisher unbekannte |sotypen
dar. Die beiden neuen Isotypen wurden a's HYATUB4 und HVATUBS bezeichnet, sie waren
allerdings im 5"-Bereich unvollstandig. Eine ausfihrliche Darstellung der cDNA-Sequenzen
folgt in Kapitel 3.2.6.4 bzw. 3.2.6.5. Die héchsten Homologien des kodierenden Bereichs zu
a-Tubulin-Sequenzen anderer Spezies sind im Kapitel 3.2.8 (Tab. 10) zusammengefaldt. Von
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den verbleibenden Klonen stellten 14 insgesamt funf unterschiedliche Formen von
HVATUB2 mit verkirztem nicht kodierendem 3"-Ende dar. Auch eine im nicht kodierenden
3’-Ende verkirzte Variante von HVYATUBL konnte isoliert werden. Mdglicherweise stellen
diese Formen multiple Polyadenylierungsvarianten dar. Tab. 7 gibt eine Ubersicht iiber die
Verteillung der verschiedenen a-Tubulin-Isotypen in den cDNA-Bibliotheken. Acht Klone

mufdten als falsch-positiv ausgeschlossen werden, die Untersuchung der letzten zwolf Klone

steht noch aus.

| sotypen cDNA-Bibliothek cDNA-Bibliothek cDNA-Bibliothek
»Segment 1° »Segment 2 ,» Blatt-gesamt"

HVATUB1 (1600) 7 33 1

HVATUB1* (1586) / 1

HVATUB2 (1688) 9 6 28

HVATUB2* (1610) 1 /

HVATUB2* (1630) 1 /

HVATUB2* (1633) / 1

HVATUB2* (1634) 7 1

HVATUB2* (1639) 1 /

HVATUB3 (1675) 39 16 21

HVATUB3* (1626) / / 1

HVATUB4 (-) 1 /

HVATUB5S (-) / 1

Falsch-positive 14 10 8

Tab. 7: Anzahl der a-Tubulin-lsotypen und Formen mit verkirztem 3"-Ende in den cDNA-Bibliotheken.
Mit * bezeichnete |sotypen stellen die potentiellen Polyadenylierungsvarianten dar, in Klammern ist die Position
des jeweiligen Polyadenylierungsstarts angegeben. Zur besseren Ubersicht sind in der rechten Spalte zusitzlich
die Ergebnisse aus den vorangegangen Screeningrunden in der cDNA-Bibliothek , Blatt-gesamt®
zusammengefal3t.
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3.2.6 DiecDNA-Sequenzen von Hordeum vulgare a-Tubulin

Den ausfihrlichen Sequenzdaten der einzelnen cDNAs ist ein Uberblick Uber die
Sequenzierungsstrategie vorangestellt. In den cDNA-Sequenzen sind die Positionen der
Schnittstellen der wichtigsten Restriktionsenzyme eingetragen. Ein gerahmter Pfelil
kennzeichnet den kodierenden Bereich. Einzelne cDNA-Klone sind als gerahmte Balken
dargestellt und die durch die einzelnen Sequenzierungen abgedeckten Bereiche sind mit
Pfeilen bezeichnet. Die bendtigten sequenzspezifischen Primer sind mit den Synthesenamen
(in Klammern) aufgefihrt. Es konnten Leselangen von 0,4 bis Gber 1 kb erreicht werden. Alle
zur Sequenzermittlung bendtigten Primer (in Klammern) sind in Kapitel 2.4 bzw. im Anhang

aufgefihrt.

3.26.1 DieHordeumwulgarea-Tubulin cDNA-Sequenz HVATUB1

.BamHI
i Sacl . Sall Ndel
i i Xhol i Clal Pstl Hindlll i EcoRV Sall Xhol
L1l | | | | 1 | |
I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1
N
Vv’
ORF (1353 bp)
WER39 (T3) > - WER38 (T7)
WER41 (P2) >
- WER42 (P3) - WER43 (P4) >
WERA40 (P1)
0,5 kb 1,0 kb 1,5 kb

HVATUBL (1617 bp)

Abb. 14: Sequenzierungsstrategie von HVATUBL.
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Die cDNA-Sequenz von HVATUBL1

Die fur den Hordeum wvulgare a-Tubulin-Klon HVATUBL1 ermittelte Sequenz umfaldte
1617 bp. Auf den kodierenden Bereich entfielen 1353 bp (siehe Abb. 14 und 15), auf den
nicht kodierenden 5°-Bereich 77 bp und den nicht kodierenden 3"-Bereich ohne poly(A)-Ende
169 bp. Der nicht kodierende 3'-Bereich der kirzeren Variante umfalite 154 bp. Die
abgeleitete Aminosauresequenz setzte sich aus 450 AS zusammen, hatte ein berechnetes

Molekulargewicht von 49,6 kD und einen |soel ektrischen Punkt von 4,94.

1 GCCATTCTTT ACACCCAAGA AAGCCCGGAA GAGAAGGCGA GGGGECGAGGA GGAGGAGGAG
GAGGAGGAGG AGACGAGATG AGGGAGATCA TCAGCATCCA CATCGGCCAG GCCGGGATCC
M R E | IS | HI1 G Q A G I

CCATGCCCAG TGACACCACG GITGEEGTTG CACACGATGC GTTCAACACG TTCTTCAGTG
T MmP S DTT V GV A HD A FNT F F S

181

241 AGACCGGIGC GGGECAAGCAC GI'GCCGAGGEG CCATCTTCGT CGACCTTGAG CCCACTGICA

E T G A GKH VPR AI F V DULE P TV

301 TCGATGAGGT GCGCACCGGT GCCTACCGCC AGCTCTTCCA CCCGGAGCAG CTCATCTCTG

I DE V RTG A Y R QL F H P E Q L I S

361 GGAAGGAGGA TGCCGCCAAC AACTTCGCCC GTGGECCACTA CACTGTTGGA AAGGAGATCG
G KE DAAN NFA RGH Y TV G K E I

421 TAGATCTATG TCTGGATCGT GTACGCAAAT TGGCAGACAA TTGCACCGGEG CTGCAGGGAT

V D L CcC L bR VR K L A D NOCTS G L QG

TCTTGGTGIT CAATGCCTGIC GGTGGTGGAA CTGGATCAGG ACTGEGTITCT CTGITGTTGG
F LV FNAV GGG TGS GL GS L L L

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

AGCGCCTCTC
E R L

CACAGGTCTC
P Q V

TTGAGCACAC
L E H

GGICTCTTGA

GGTTGATTAT GGCAAGAAAT CTAAGCTTGG ATTCACCATT TACCCTTCCC
SsvbDyY GKIK SKUL GFTI Y P S

AACAGCTGIT GTAGAACCAT ACAACAGIGI CCTCTCCACT CACTCTTTGC
S T AV VEP YNS VL ST HSL

CGACGITGCG GICCTCCTAG ATAACGAGEC TATCTATGAC ATATGCCGGA
T DV A V L L DNE AI YD I CR

CATTGAGAGG CCAACCTACA CCAACTTGAA CAGGCTGATA TCACAGATCA

R S L

TATCTTCTICT

Dl ER P TY T NIL NRILIT S QI
TACCACCTCC CTGAGGTITTG ATGGIGCCAT CAATGIGGAT GICACAGAGT

I S S

TCCAGACCAA
F QT

TTATCTCTGC

L T T S L RF DGA I NVD V TE

CCTTGICCCT TACCCACGTA TCCATTTCAT GCTTTCGICG TATGCCCCTG
N L VP YPR I HF ML SS Y AP

CGAGAAGGCT TACCATGAGC AGCTCTCTGI GCCTGAAATC ACCAATGCTG

vV I S

TCTTTGAGCC

AAE KA YHE QL S VP EI TNA
CTCAAGCATG ATGGCCAAGT GTGACCCTAG GCATGGAAAA TATATGECCT

V F E

GCTGCTTGAT

p S SM MAK CDWP RHGK Y MA
GIACCGIGGI GATGITGTTC CCAAGGATGT  CAATGCCGECG GTAGCAACCA

C C L

TCAAAACCAA

MY R G DVV P KD VNAA VAT
GAGAACTGTC CAGITCGTCG ACTGGTGCCC TACCGEGITC AAGTGTGECA

I K T

K R TV QFV DWC PTGUF K CG
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1141 TCAACTACCA GCCACCTTCC GICGTCCCCG GAGGTGACCT

1201

1261
1321

1381

1441
1501

1561

GCCAAAGGTT CAGCGCGECCG

I NY QP P S V VP G G D

TGTGCATGAT CAGCAACAAC ACCGCTGICG CCGAAGIGIT

L AKV QRA
CTCGCGCATC GACCACAAGT

v C M I S NN T AV A EV

TCGACTTGAT GTACGCCAAG CGTGCGITCG TGCACTGGTA

F S RI1 D HK

CGTCCECGAG CGGAATGGAGG

F D L MY A K RAF V HW
AAGGTGAGIT CTCGGAGGECT CGTGAGGACT TGGECCGCCCT
E GE F S E A RED L A A

TTGGCGCCGA AGGCGCGGAC GACGAGGEECG ACGAGGGECGA
VvV GA E G A D DE G DE G

AATAAGGTAG TTGECTGGIT AATGATTGGEC TTTGATCTGI

Y V G E G ME
CGAGAAGGAC TACGAGGAAG
L E K D Y E E

TGACTACTAA GTAGCTGGIT

D D Y Stopp
ATACTCGGTA ATTTGGITCC

Abb. 15: Nukleinsiure- und abgeleitete Aminosaur esequenz von HVATUBL.
Die Position der 11-3-Sonde ist unterstrichen, die der 12-2- bzw. 12-3-Sonde doppelt unterstrichen, das

Ende des bel der potentiellen Polyadenylierungsvariante fehlenden 3"-Bereiches sind durch ,,—* gekennzeichnet.
TG-reiche Regionen im 3"-Ende sind grau unterlegt.

3.26.2 DieHordeumwulgarea-Tubulin cDNA-SequenzHVATUB2

:Sacl BamHI
Sacl : Xhol Hindlll LEcoRV
I I 1 “ 1 1 1 I 1 1 1 II I I 1 1 1 1 I 1 1
N
/
ORF (1356 bp)
WERA45 (T3) - WER46 (P5) -
WER47 (P6
- (P6) WERAA (T7)
SIMWG (P7) WERS51 (P8)
0,5 kb 1,0 kb 1,5 kb

HVATUB2 (1708 bp)

Abb. 16: Sequenzierungsstrategie von HVATUB2.
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Die cDNA-Sequenz von HVATUB?2

Die fur den Hordeum vulgare a-Tubulin-Klon HVATUBZ2 ermittelte Sequenz (siehe Abb. 16
und 17) umfaldte 1708 bp. Auf den kodierenden Bereich entfielen 1356 bp, auf den nicht
kodierenden 5-Bereich 99 bp und den nicht kodierenden 3"-Bereich ohne poly(A)-Ende
232 bp. Die nicht kodierenden 3'-Bereiche der potentiell

Ubergestellt. Die abgeleitete Aminosauresequenz setzte sich aus 451 AS zusammen, hatte ein

variabel polyadenylierten
Transkripte umfassten 183 bp, 178 bp, 177 bp, 174 bp und 154 bp und sind in Abb. 18 gegen-

berechnetes M olekulargewicht von 49,7 kD und einen |soel ektrischen Punkt von 4,86.

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

GGAAAGGCGT
ACCCATCTCG

CACATCGECC
H I G

CATGGCATTC
H G I

GCTTTCAACA
A F N

GITGATCTTG
V D L

CACCCTGAGC
H P E

TACACCATTG
Y T |

AACTGCACTG
N C T

GGCCTTGGIT
G L G

GGGTTCACAG
G F T

GTCCTGICCA
vV L S

GCCATCTATG

CTTCGTACTC
CCAGCGGECGEC

AGGCCGGCAT
Q A G

AGCCTGATGG
Q P D

CCTTCTTCAG
T F F

AGCCTACTGT
E P T

AGCTTATCAG
Q L I

GCAAGGAGAT
G K E

GTCTCCAGGG
G L Q

CTCTTCTCCT
S L L

TGTACCCATC
vV Y P

CCCACTCCCT
T H S

ACATCTGCCG

GCCTCTCTCC
AGCCCAACCA

CCAGGTCGGA
I Q V G

TCAGATGCCC
G Q MP

CGAGACTGGT
S E T G

GATTGATGAG
vV | D E

TGGCCAAGGAG
S G K E

TGTTGATCTG
IV D L

CTTCCTTGTIC
G F L V

AGAGCGTCTC
L E R L

TCCCCAGGTG
S P QV

CCTTGAGCAC
L L E H

CCGCTCCCTT

GCGCACACGA
CCCGCCACAA

AACGCGTGCT
N A C

GGTGACAAGA
G D K

GCTGGGAAGC
A G K

GTGAGGACTG
vV R T

GATGCAGCCA
D A A

TGCCTTGACC
C L D

TTCAATGCTG
F N A

TCTGITGACT
S Vv D

TCCACCTCTG
S T S

ACCGATGTCT
T D V

GACATTGAGC

GCTCTCGCCC
TGAGGGAGT G
M R E

GGGAGCTCTA
W E L

CCGTTGEEEG
T V G

ACGTCCCCCG
H V P

GTGCTTACCG
G A Y

ACAACTTCGC
N N F

GTATCAGGAA
R I R

TTGGAGGTGG
V G G

ATGGAAAGAA
Y G K

TTGITGAGCC
V V E

CTATCCTCCT
S I L

GCCCAACATA

CCTTCCTCCA
CATCTCGATC
cC I S I

CTGCCTCGAG
Y C L E

AGGTGATGAT
G G D D

TGCAGICTTT
R AV F

CCAGCTCTTC
R QL F

CCGTGGTCAT
A R G H

GCTGICCGAC
K L S D

AACTGCCTCT
G T G S

GTCCAACCTT
K S K L

ATACAACAGT
P Y N S

TGACAATGAG
L D N E

CACCAACCTC

Al Y
AACAGCCTTG

D1 C
TTTCTCAGGT

R R S L
CATATCATCA

DI E
CTGACTCCTT

R P T
CCCTGAGGT T

Y T N L
TGACGGTGCT

N R L
CTGAATGITG

V S Q
ATGTGAATGA

v I S S
GITCCAAACC

L T A
AACCTGGTGC

S L R
CCTACCCAAG

F D G A
GATCCACTTC

L N V
ATCCTTTCCT

D V N
CCTATGCCCC

E F QT
AGTGATATCA

N L V
GCAGAGAAGG

P Y P
CTTACCATGA

R I H F
GCAGCTGICT

M L S
GITGCCGAGA

S Y A
TCACCAACAG

P V I S
TGCATTCGAG

A E K
CCTTCCTCCA

A Y H
TGATGGCCAA

E Q L S
GTGTGACCCC

V A E
CGCCATGECA

I T N
AGTACATGEC

S A F E
CTGCTGICTC

P S S
ATGTACCGIG

M M A
GCGATGTICGT

K C D P
GCCCAAGGAC

R H G

K'Y M

A C C L

MY R

G D V

vV P K D
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1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

GICAACCCTG CTGIGECCAC CATCAAGACC AAGCGCACTA TCCAGITTGT

TGACTGGTGC

vV NA AV A T 1 K T K R T I Q F
CCCACTGCECT TCAAGTGCGG TATCAACTAC CAGCCACCTG GIGTCGTCCC

V D WZC

AGCCEECGAC

P T G F KC GI NY QPP GV YV
CTTGCCAAGG TCCAGAGEEC TGTGTGCATG ATCTCCAACT CCACCAGIGT

P G G D

TGITGAGGTC

L AK VQQR AV CM I SN S TS
TTCTCCCGCA TCGACCACAA GITTGACCTG ATGTACGCCA AGCGTGCCTT

V V E V

TGICCACTGG

F S R I DH KFDL MY A K RA

TATGTGEGTG AGCGTATGGA GGAGCGAGAG TTCTCTGAGG CCCGTGAGGA
Y v EGM EE GE F S E A R E

CTGGAGAAGG ACTATGAAGA AGTTGGTGCT GAGITCGACG ATGGTGAGGA
L E K DY E EV GA EF D D G E

GGTGATGAGT ACTAGAGCCT GCCTCCTGGT GCTTTCCCAA GGCGTACTAC

F V. H W

CCTTGCTGCC
DL A A

TGGTGACGAG
D G D E

TGCTATCCTA

G D E Y STOPP

1501 TGATCTGCCC AAGCGECTTT ATCTGITATC TGICTGITTG AATGITTGCT TTGIGGTGIT

1561

1621 TGTGTTACTA

1681

Abb. 17: Nukleinsiure- und abgeleitete Aminosiur esequenz von HVATUB2.

Die Position der 11-3-Sonde ist unterstrichen, die der 12-2 bzw. 12-3-Sonde doppelt unterstrichen, das
_________________________________________________________ TG-reiche
Regionen im 3'-Ende sind grau unterlegt. Das mdgliche Polyadenylierungssignal ist fett hervorgehoben, die
potentiellen variablen Polyadenylierungsstarts sind mit ,— gekennzeichnet, die nicht kodierenden 3"-Bereiche
jeder einzelnen potentiellen Polyadenylierungsvariante sind zur besseren Ubersicht gesondert in Abb. 18
dargestellt.

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

* * * * * * * *

TAATGT TATGTGCATGCGGT TATCTATGCCT TGECCTCTGTCTCCATTTTCCTGI TTCAATATGTGT TACTATCTGGT T( A) 21

.............................. (A 21 Klon 75-0-5
......................... (A) s Klon 4.5-5-10
......................... (A 19 Klon 71-0-5
......................... (A) 30 Kl on 60-0-5
......................... (A) 30 Kl on 79-0-5
......................... (A) 20 Kl on 6-0-5
......................... (A) 18 Klon 65-0-5
......................... (A) 18 Klon 69-0-5
......................... (A 19 Klon 76-0-5
........................ (A) 22 Kl on 9-5-10
..................... (A) 28 Kl on 57-0-5

(A 21 Klon 32-0-5

* * * * * * * *

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

Abb. 18: Gegeniiber stellung der 3"-Regionen der potentiellen HVATUB2-Polyadenylierungsvarianten.
in der ersten Zeileist die am haufigsten aufgetretene Form von HVATUB2Z ab Position 1609 bp aufgefiihrt.
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3.26.3 DieHordeum wulgarea-Tubulin cDNA-Sequenz HVATUB3

Zur Ermittlung der vollstdndigen cDNA-Sequenz wurde aul3er dem Klon 2_07 zusétzlich der
BamH I-Déeletionsklon von 2_07 (D2_07) und der im 5"-Ende um 340 bp kilrzere, aber sonst
vollsténdig sequenzhomologe Klon 2_09 herangezogen (siehe Abb. 19).

:Sacl
iiXhoI iHindIII Hindlll iBamHI iSaII
T T T T | T T T T I T T T T I T
N
Vv
ORF (1356 bp)
L ]
D2 07
L ]
2 09
207 (R) > D207 (R) >
ZO%R) -~
209 (V)
- 207W (PSMWG) 207 (U)
0,5 kb 1,0 kb 1,5 kb

HVATUB3 (1692 bp)

Abb. 19: Sequenzierungsstrategie von HVATUBS.

Die cDNA-Sequenz von HVATUB3

Die fur den Hordeum wvulgare a-Tubulin-Klon HVATUBS3 ermittelte Sequenz umfaldte
1692 bp (siehe Abb. 19 und 20). Auf den kodierenden Bereich entfielen 1356 bp, den nicht
kodierenden 5 -Bereich 143 bp und den nicht kodierenden 3 -Bereich ohne poly(A)-Ende
173 bp. Der nicht kodierende 3 -Bereich des potentiell variabel polyadenylierten Transkripts
umfaléte 127 bp. Die abgeleitete Aminosauresequenz setzte sich aus 451 AS zusammen, hatte
ein berechnetes Molekulargewicht von 49,7 kD und einen 1soel ektrischen Punkt von 4,87.
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61
121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

AGAGACCGGC
CCCTCCCTCC

CGCCCCTCCG

GCATCCAGGT
G 1 O

ATGGACAGAT
D G Q

TCAGTGAGAC
F S E

CTGTGATTGA
T V |

TCAGIGGCAA
I S G

AGATTGITGA
E I V

AGGGATTCCT
Q G F

TTCTTGAGCG
L L E

CATCTCCTCA
P S P

CTCTCCTTGA
S L L

GCCGCCGCTC

GICTTCGTAC
CTCCCGCCCG

ATCCGCCGEC

CGGGAACGCC
vV G N A

GCCCGGIGAC
M P G D

TGGTCCTGEG
T G A G

TGAGGTGAGG
D E V R

GGAGGATGCA
K E D A

CCTATGCCTT
DL C L

TGTCTTCAAC
L V F N

CCTCTCTGIT
R L S V

GGTCTCCACT
Q VS T

GCACACTGAT
E H T D

CCTTGACATT

TCGCCTCTCT
CCCGCCCECe

GACATGAGGEG
M R

TGCTGGGAGC
C W E

AAGACCGTITG
K T V

AAGCATGTAC
K H V

ACTGGCACTT
T G T

GCCAACAACT
A N N

GACCGTATCA
D R |

GCTGTTGGAG
AV G

GACTATGGAA
DY G

TCTGITGITG
S V.V

GIGECTGICC
vV AV

GAGCGCCCAA

CTCGCGCCTC
CGCTTCCCGT

AGTGCATCTC
E C |

TCTACTGCCT
L Y C

GGCGGAGGTGA
G G G

CCCGTGCTGT
P R A

ACCGCCAGCT
Y R Q

TTGCCCGTGG
F A R

GGAAGCTTGC
R K L

GTGGAACTGG
G G T

AGAAGT CCAA
K K S

AGCCATACAA
E P Y

TCCTTGACAA

CGACCTTTGG
TTCTCCACCG

GATCCACATC
S | H I

CGAGCACGCC
L E H G

TGATGCTTTC
D D A F

GITTGITGAC
VvV F V. D

CTTCCACCCT
L F H P

TCACTACACC
G H Y T

AGATAACTGT
A D N C

CTCTGGECCTT
G S G L

GCTTGEGITC
K L G F

CAGIGICCTG
N S V L

TGAGGCCATC

CCCTCGTCCT
GCGTAGCGCC

GGCCAGGCCG
G Q A

ATTCAGCCTG
I Q P

AACACCTTCT
N T F

CTTGAGCCCA
L E P

GAGCAGCTTA
E Q L

ATTGGCAAGG
I G K

ACTGGICTCC
T G L

GGITCTCTCC
G S L

ACAGTGTACC
T V. Y

TCCACCCACT
S T H

TATGACATCT

L L D
CATACACCAA

N E A |
CCTCAACAGG

Y D |
CTCGITTCTC

C R R
AGGICATCTC

S L DI
ATCCCTGACT

E R P
GCTTCCCTGA

T Y T
GGITTGATGG

N L N R
TGCTCTGAAC

L vV S
GICGATGTGA

Q V I
ATGAGTTCCA

S S L T
GACCAACCTG

A S L
GTGCCCTACC

R F D
CGAGGATCCA

G A L N
CTTCATCCTT

vV D V
TCTTCCTACG

N E F
CCCCAGTGAT

Q T N L
CTCAGCTGAG

vV P Y
AAGGCTTACC

P R |
ATGAGCAGCT

H F ML
CTCTGITGCC

S SY
GAGATCACCA

A PV
ACAGCGCCTT

I S A E
CGAGCCTTCC

K A'Y
TCCATGATGG

H E Q
CCAAGTGTGA

L SV A
CCCCCGCCAC

E I T
GGCAAGTACA

N S A
TGECCTACTG

F E P S
TCTCATGTAC

S MM
CGTGGTGATG

A K C
TTGIGCCCAA

D P R H
GGACGT CAAT

G K'Y
GCCETGCIGG

M A C
CCACCATCAA

CL MY
GACCAAGCGC

R G D
ACCATCCAGT

vV V P
TCGICGACTG

K D V N
GTGCCCCACT

A AV
GGCTTCAAGT

AT |
GCGGTATCAA

K T K R
CTACCAGCCA

T I Q
CCCAGCGICG

F v D
TCCCAGECEG

wC P T
CGACCTCECC

G F K
AAGGTCCAGA

C G |
GGGECCGIGIG

N Y Q P
CATGATCTCC

P S V
AACTCCACCA

v P G
GCGITGICGA

G DL A
GGICTTCTCC

K V Q
CGCATCGACC

R AV
ACAAGITCGA

C M I S
CCTCATGTAC

N S T
GCCAAGCGT G

S V.V
CCTTTGICCA

E V F S
CTGGTACGTIC

R I D
GCCGAGEECA

H K F
TGGAGGAGGG

DL MY
AGAGITCTCT

M E E

G E F S

A K R

GAGCGCCCGTG
E A R

A F V

AGGATCTCGC
E D L

H WY V

TGCCCTGGAG
A A L E

G E G

AAGGACTACG
K DY
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1441 AGGAAGITGG CGCCGAGITC GACGAGGEECG AGGACGGTGA TGAGGGECGAC GAGTACTAGA

E EV GAEZF DEG EDG DE G D E Y STOPP
1501 AGCCTGCCTC CTGGGEGTGCT GCTGCCACCC TGIGATCTGC CCGAGTGGCT TTATCTGITT

1561 GAATGCTTGC TTTGCTTTGT GGITGTTGET TTACAACCGT GTTGTAAGAG CCTGTGGTAT

1621 GITTGAACCC TGICGCACCT TGGITAATAT GCATGITATC TGGTTTGCCT ACACAAAAAA

1681 AAAAAAAAAA AA

Abb. 20: Nukleinsiure- und abgeleitete Aminosiur esequenz von HVATUBS.
Die Position der 11-3-Sonde ist unterstrichen, die der 12-2- bzw. 12-3-Sonde doppelt unterstrichen, das

Polyadenylierungssignal ist fett hervorgehoben. TG-reiche Regionen im 3'-Ende sind grau unterlegt. Anfang
und Ende des bei der potentiellen Polyadenylierungsvariante fehlenden Bereiches sind mit ,,—* gekennzeichnet.

3264 DieHordeumwulgarea-Tubulin cDNA-Sequenz HVATUB4

JHindlll Psitl BamHI BamHI
| | | |

ORF (870 bp)

>
- 29 (R) -
29 (i350w2) 29 (i350w1)
-
29 (U)
0,2 kb 0,4 kb 0,6 kb 0,8 kb 1,0 kb
|‘ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 ]

HVATUB4 (1050 bp)

Abb. 21: Sequenzierungsstrategie von HVATUBA4.

Die cDNA-Sequenz von HVATUB4

Der im 5-Bereich unvollstandige Hordeum vulgare a-Tubulin-Klon HVATUB4 umfalite
1050 bp (siehe Abb. 21 und 22), auf den kodierenden Bereich entfielen 870 bp und auf den
nicht kodierenden 3 -Bereich ohne poly(A)-Ende 161 bp. Aus der unvollstandigen Sequenz
konnten 289 C-terminale Aminosauren abgeleitet werden, aufgrund der Unvollstandigkeit der
Transkripts wurde auf elne Berechnung von Isoelektrischem Punkt und Molekulargewicht

verzichtet.
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601
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781
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AAGAAGT CCA
K K S

GAGCCCTACA
E P Y

CTGCTCGATA

AGCTTGEGTT
K L G

ACAGTGTGCT
N S V

ACGAGGCCAT

CACCGTGTAC
F T VY

GI'CCACCCAC
L S T H

CTACGACATC

CCATCTCCTC
P S P

TCTCTGCTGG
S L L

TGCAGGCGCT

AGGTGTCAAC
Q V S

AGCACACTCGA
E H T

CCCTGGACAT

CTCTGTGGIT
T S VvV V

TGICTCAATC
D VvV S |

TGAGAGECCC

L L D

ACCTACACCA

N E A

ACCTGAACCG

I Y D |

CCTCGICTCT

C R R

CAGGITATCT

S L D

CATCTCTGAC

I E R P

CACCTCCCTG

T Y T

AGGITTGATG

N L N

GIGCCCTGAA

R L V S

CGTGGACGTG

Q V I
ACCGAGTTCC

S S L

AGACCAACCT

T T S L

TGIGCCGTAC

R F D

CCTAGGATCC

G A L

ACTTCATGCT

N V D V

CTCGICCTAC

T E F

GCGCCGGTCA

Q T N
TCTCGECGGA

L V P Y

GAAGGCGTAC

P R |

CACGAGCAGC

H F M

TGICGGIGIC

L S S Y

GGAGATCACC

A PV

AACAGCGCGT

I S A

TCGAGCCGTC

E K A Y

GICCATGATG

H E Q
GCCAAGTIGTG

L S V

ACCCTCGCCA

S E I T

CGGECAAGTAC

N S A

ATGCECGTGCT

F E P

GCCTCATGTA

S S MM

CCGEEEECGAC

A K C

GIGGTGCCCA

D P R

AGGACGTGAA

H G K Y

CCCEECCGIT

M A C

GCCACCATCA

C L M

AGACCAAGCG

Y R G D

CACCATCCAG

vV V P

TTCGTGGACT

K D V

GGTGCCCCAC

N A AV

GCGEGITCAAG

AT |

TGCGECATCA

K T K

ACTACCAGCC

R T I Q
GCCCACTGTG

F v D

GI'GCCCEECG

w C P

GCGACCTGEC

T G F K

CAAGGTGCAG

C G |

AGCGECCGTCT

N Y Q
GCATGATCTC

PP T V

CAACTCCACC

vV P G

AGCGTCGICG

G D L

AGGICTTCTC

A K V Q
CCGCATTGAC

R AV

CACAAGITCG

C M |

ACCTCATGTA

S N S T

CGCCAAGCGEC

S V.V

GCCTTCGICC

E V F

ACTGGTACGT

S R I D

GEECGAGEEC

H K F

ATGCGAGGAGG

D L M

GCGAGITCTC

A F V

H W'Y

CCGCCCTGA
A A L

AGGAGGACGA
E E D

CCTATCTTTA

V G E G

GAAGGACTAC
E K DY

CGACTACTGA

M E E

G E F

GCGCAGAGEG
G A E

Y A K R

GGAGGECCCGT
S E A R

Abb. 22: Nukleinsiure- und abgeleitete Aminosiur esequenz von HVATUBA4.

Die Position der 11-3-Sonde ist unterstrichen, die der 12-2- bzw. 12-3-Sonde doppelt unterstrichen, das mdgliche
Polyadenylierungssignal ist fett hervorgehoben und TG-reiche Regionen im 3'-Ende sind grau unterlegt. Das
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3265 DieHordeumwulgarea-Tubulin cDNA-Sequenz HVATUBS
,BamHI ,Sall
I ) ) I ) ) ) I ) ) ) I ) ) )
r N
1
ORF (581 bp)
>
L11_5-10 (R)
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HVATUBS (794 bp)

Abb. 23: Sequenzierungsstrategie von HVATUBS.

Die cDNA-Sequenz von HVATUBS

Der im 5-Bereich unvollstandige Hordeum vulgare a-Tubulin-Klon HVATUBS umfalite
794 bp (siehe Abb. 23 und 24), auf den kodierenden Bereich entfielen 581 bp und auf den
nicht kodierenden 3"-Bereich ohne poly(A)-Ende 188 bp. Aus der unvollstandigen Sequenz

konnten 192 C-terminale Aminosauren abgeleitet werden, aufgrund der Unvollstandigkeit der

Transkripts wurde auf eine Berechnung von Isoelektrischem Punkt und Molekulargewicht

verzichtet.

61

121

181

241

301

361

CCAACCTGGT GCCGTACCCG AGGATCCACT TCATGCTCTC CTCCTACGCG CCCATCATCT
NL VPYP RI H FML S SY A P I |

CCGCGGAGAA GGCCTTCCAC GAGCAGCACT CTGICCCCGA GATCACCAAC ACCGTGITCG
S A E KA FH EQH S VP EI TN TVF

AGCCGICGAG CGTCATGECC AAGTGCGACC CCCGGCACGE CAAGTACATG GCGTGCTGCC
E PSS SV MA KCD PRH GKY M ACSC

TCATGTACCG CGCCGACGTC GIGCCCAAGG ACGTCAACTC CGCCGTCCAC TCCATCAAGA
L MY RGDV VPK DVN S AV H S 1 K

CCAAGAGGAC CGTGCAGITC GTCGACTGGT GCCCGACTGG GITCAAGIGC GGGATAAACT
T KR TV QF V DW CPT GF KZC G 1 N

ACCAGCCGECC GACGGIGGIT CCGEGAGEEE ACCTGECCAA GGTGCEECEE GCGGTGTGCA
Yy Q p PTVYV P GG DL A KVRR AVC

TGATCAGCAA CAACACGEECG GIGECCGAGG TCTTCTCECG CATCGACCEC AAGITCGACC
M1l S NNTA V AE VF S RI DR KFD
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421 TCATGITACGC CAAGCGCGCG TTCGTGCACT GGTACGICGG GGAAGCGATG GAGGAGEEEG
L MY A KRAFVH WYV GEGMM EE G
481 AGITCTCGGA GGCCAGGGAG GACCTGGECCG CCCTGGAGAA GGACTACGAG GAGGTCGGAG

E F S EARE DLA AL E KDYE E VG

541 CTGAGGGTGA AGACGACGAC GACGAAGITG ATGAGTACTG AGITGATCGG TCGTGCTTAA
A E G E DODUD DEV D E Y STOPP

601 TITGEGTGEC AGTGITGICC ACTTCTATGC CGTTCCTTCT TCTCTGICCC TGTTTTCCTG
661 TTGCATCIGI GATGITCGGI GGITAGCAGA GTAAAAAACT TGTCAGATTG ATTCGTATGC

721 TCTGACGGIT CAGIGCCACA TAATAATGAA CGAAGAGITT TTGTACTGTA AAAAAAAAAA

781 AAAAAAAAAA AAAA

Abb. 24: Nukleinsiure- und abgeleitete Aminosiur esequenz von HVATUBS.
Der Bindungsbereich der 11-3-Sonde ist unterstrichen und der der 12-2- bzw. 12-3-Sonde doppelt unterstrichen
dargestellt. Das mogliche Polyadenylier ungssignal ist fett hervorgehoben und TG-reiche Regionen im 3"-Ende.

gestrichelt.

Zur Untersuchung der isotypspezifischen Genexpression konnte die bereits jetzt bekannte
Sequenzinformation der nicht kodierenden 3 -Bereiche aller finf a-Tubulin-1sotypen genutzt
werden (siehe Kapitel 3.5.1.2). Die entsprechenden vollstandigen cDNA-Sequenzen von
HVATUB4 und HVATUBS konnten durch ein erneutes cDNA-Bibliothek-Screening mit
5-nahen HVATUB4- und HVATUBS-spezifischen Gensonden, Uber eine genomische
Bibliothek oder durch 5"-RACE (rapid amplification of cDNA-ends) ermittelt werden.

3.2.7 DieBasenverteilungin den cDNA-Sequenzen HVATUB1 bisHVATUBS

Die Basenverteilung in den untersuchten cDNA-Sequenzen wurde anhand des Gehalts der
Purinbasen (A/T) dargestellt. Fur die kodierenden Bereiche der a-Tubulin-Sequenzen konnte
ein Gehalt von durchschnittlich knapp 45 % ermittelt werden (siehe Tab. 8). Die nicht
kodierenden 5°-Bereiche waren mit durchschnittlich 32 % &mer an Purinbasen. Der A/T-
Gehalt der nicht kodierenden 3-Regionen ohne Poly(A)-Sequenz war gegeniber allen

anderen Regionen deutlich hoher.

A/T-Gehalt [%]
5 -nicht kodierend kodierend 3’-nicht kodierend
HVATUB1 39,0 449 59,2
HVATUB2 32,3 45,3 57,3
HVATUB3 25,9 43,7 50,9
HVATUB4 / / 49,7
HVATUBS / / 56,4

Tab. 8: Basengehalte kodier ender und nicht kodierender Regionen bei a-Tubulin-Sequenzen aus Ger ste.
Bel HVATUB4 und HVATUBS sind nur die nicht kodierenden 3"-Bereiche aufgefihrt, da die 5"-Bereiche nur

teilweise bekannt sind.
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3.2.8 Sequenzvergleicheder a-Tubulin-Isotypen der Gerste

Bel einem Sequenzvergleich (siehe Abb. 25) auf Basis der abgeleiteten Aminosduren mit
HVATUB2 as Referenz zeigten HVATUB2, HVATUB3 und HVATUB4 (soweit die
Sequenz bis jetzt bekannt) die groRten Ubereinstimmungen, HVATUB1 und HVATUBS
(soweit die Sequenz bis jetzt bekannt) wichen stérker ab. Die gréfdten Unterschiede zeigten
sichin den letzten 11 bis 13 AS des C-Terminus.

HVATUB2 1 MREC SI H GQAG QVGNACWVEL YCLEHG QPDGQVPGDKTVGGGEDDAFNT FFSETGAGKHVPRAVFVDLEPTVI DEVRT
HVATUB3 L e

HVATUBA 1 - o m o m o m o s oo e o m ot o m o o o o e e i
HVATUBL 1 ...l NQ.T..S.T...VAH. ... .. L
HVATUBS 1 == - o m o mm o m o m o m o e o m ot o o ot o e i

HVATUB2 81 GAYRQLFHPEQLI SGKEDAANNFARGHYTI GKEI VDLCLDRI RKLSDNCTGL QGFLVFNAVGGGTGSGLGSLLLERLSVD
HVATUB3 81 . T. ..t A
HVATUBA 1 - m - m oo mm o m oo e o m ot o m o o o o e o e i

HVATUB1 8l Voo, N A
HVATUBS R R R R R R R
HVATUB2 161 YGKKSKLGFTVYPSPQVSTSVVEPYNSVLSTHSLLEHTDVSI LLDNEAI YDI CRRSLDI ERPTYTNLNRLVSQVI SSLTA
HVATUB3 161 ... e AV
HVATUB4 L T
HVATUB1 161 .......... oo A AV. P I T
HVATUBS R R R R R R R

HVATUB2 241 SLRFDGALNVDVNEFQTNLVPYPRI HFGLSSYAPVI SAEKAYHEQL SVAEI TNSAFEPSSMVAKCDPRHGKYMACCLMYR
HVATUBS 24 L

HVATUB4 79 . T S
HVATUBL 241 ....... L P LAV
HVATUBS e oo F...H.P....TV..... 1
HVATUB2 321 GDVVPKDVNAAVATI KTKRTI QFVDWCPTGFKCA NYQPPGVWPGGEDLAKVQRAVCM SNSTSVWEVFSRI DHKFDLMYA
HVATUB3 321 ... S
HVATUB4 159 ... .. ... T
HVATUBL 321 .................... Voo S NAA ...
HVATUBS 64 ......... S..HS. ..... 1 T R....... NAA...... R......
HVATUB2 401 KRAFVHWYVGEGVEEGEFSEAREDLAALEKDYEEVGAEFDDGEDGDEGDEY
HVATUB3 401 ... E..........
HVATUB4 239 ... . . GG D...E DD
HVATUBL 401 ... GAD-.....D
HVATUBS 144 ... GE--.D.. V...

Abb. 25: Sequenzvergleich der a-Tubulin-lsotypen aus Ger ste auf Basis der abgeleiteten Aminosauren.
Nur von der Referenzsequenz abweichende Aminosduren sind angegeben, fehlende Positionen bzw. durch das
alignment bedingte L licken sowie die noch nicht bekannten aminoterminalen Seguenzbereiche sind durch Striche
dargestellt.

Bei einem auf den bisher bekannten Sequenzbereich beschrénkten alignment der funf
a-Tubulin-Isotypen liegt die geringste Ubereinstimmung, bezogen auf die abgeleitete
Aminosauresequenz, bei 88 % (siehe Tab. 9). HVATUBZ2 und HVATUBS hatten die hochste
Homologie zueinander, die grofite Abweichung von allen anderen a-Tubulin-Isotypen der
Gerste wiesHVATUBS auf.
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HVATUB1 HVATUB2 HVATUB3 HVATUB4 HVATUBS
HVATUB1 80 (80) 81 (83) (81) (80)
HVATUB2 92 (94) 94 (93) (85) (79)
HVATUB3 93 (94) 99 (99) (88) (81)
HVATUB4 (94) (96) (95) (84)
HVATUBS (92) (88) (89) (89)

Tab. 9: Homologiewerte [%] der a-Tubulin-Isotypen der Gerste.

Oberhalb der Diagonalen: Vergleich der kodierende Bereiche von HVATUB1 bis HVATUBS. Unterhalb der
Diagonalen: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen. Die Homologiewerte in Klammern verweisen auf
Vergleiche der auf die Lange des unvollstdndigen Klons HYATUBS abgeglichenen Sequenzen. Die schraffierten
Zellen verweisen auf die Vergleiche zwischen HVATUB2, HVATUB3 und HVATUBA4.

Ein Sequenzvergleich des C-terminalen Bereichs auf Aminosdureebene der Isotypen mit
HVATUB2 as Referenz zeigte bel allen Isotypen eine vollsténdige Homologie zwischen der
Position 394 und 438 (siehe Abb. 26). Ab Position 439 beginnt der hypervariable C-Terminus,
dessen Sequenz sich zwischen den Isotypen deutlich unterschied. In diesem Bereich zeigten
die Isotypen HVATUB2 und HVATUB3 mit nur einem Aminosaureaustausch die grofdte
Gemeinsamkeit. Dagegen wich HVATUB4 von diesen mit sechs verdnderten Positionen
innerhalb einer Sequenzfolge von 13 Aminosauren betrachtlich ab. Die Isotypen HVATUB1
und HVATUBS5 wiesen auferdem im hypervariablen C-Terminus eine bzw. zwel
Aminosauren weniger auf. Alle a-Tubulin-Isotypen der Gerste besitzen an Position 447

Glutaminsdure, an Position 449 Asparaginsdure und ein terminales Tyrosin.

394~ 439"
HVATUB2 VEVFSRI DHKFDL MYAKRAFVHWYVGEGVEECEFSEAREDL AAL EKDYEEVGAEF DDGEDGDEGDEY
HYATUBS E..........
HVATUBA GG D...EDD
HVATUBL A GAD-..... D.
HVATUBS A ...... R GE D..V

Abb. 26: Vergleich des C-terminalen Bereichs.

Die Aminosduresequenzen von HVATUB1 bis HVATUBS wurden gegentibergestellt, dargestellt sind die letzten
67 Aminosduren (bezogen auf HYATUB?2). Der Sequenzbereich zwischen den Pfeilen ist vollstdndig homolog,
bei Position 439 beginnt der Bereich des hypervariablen C-Terminus. Fehlende AS-Positionen sind durch Striche
dargestellt.

Bel einem Vergleich der kodierenden Sequenzbereiche der a-Tubulin-1sotypen von Gerste mit
anderen Pflanzenspezies war die Homologie zu Isotypen monokotyler Pflanzen jeweils am
hochsten (siehe Tab. 10). AulRerdem ist die Homologie zu den néchstverwandten a-Tubulin-
Sequenzen anderer Spezies (soweit bekannt) oft hoher, als das bei eéilnem Vergleich der
Isotypen untereinander innerhalb der Spezies H. vulgare der Fall ist (siehe Tab. 10). Diese
Tendenz war auch beim Vergleich der abgeleliteten AS-Sequenzen festzustellen.
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verglichene Sequenzen Homologie DNA [%] Homologie Protein [%]
HVATUBL1/ASATUBULP (A. sativa) 93 97
HVATUB2/ TAU76558 (T. aestivum) 95 100
HVATUB3/ TAU76558 (T. aestivum) 94 99
HVATUB4 / AF008120 (E. indica) (89) (95)
HVATUB5/ ZMALTUB3 (Z. mays) (85) (85)

Tab. 10: Vergleich der a-Tubulin-lIsotypen der Gerste mit den jewells dhnlichsten Sequenzen anderer
Spezies.

Homologiewerte [%] der kodierenden Bereiche und abgel eiteter Aminosduresequenzen. Die Werte in Klammern
beziehen sich auf die bisher bekannten Sequenzbereiche. Bei HVATUB4 und HVATUBS ist ein Vergleich
wegen der fehlenden vollsténdigen Sequenzinformation nur beschrénkt aussagefahig.

Auch die nicht kodierenden isotypspezifischen 3"-Sequenzen zeigten zwischen den |sotypen
der Gerste eher weniger Gemeinsamkeit als zu den dhnlichsten anderer Spezies. HVATUB2,
HVATUBS3 und HVATUB4 lassen zusammen mit a-Tubulin aus Weizen (TAU76558) noch
ein aignment zu (siehe Abb. 27), wobei HVATUB4 am stérksten abweicht. HYATUB1 und
HVATUBS differieren fir dieses alignment zu stark. Nur fur HVATUBL ist noch ein
sinnvoller Vergleich moéglich, alerdings nur mit einer a-Tubulin-Sequenz der Spezies Reis
(nicht gezeigt).

1470 1550

* * * * * * *

TAU76558 - - GCCTGCCTCCTGGT GCTTTCCCAAGGCT TGCTACTGCTATCCTATGATCTGCCCGAGTGECTTTATCTGT TATCTGTCTGT TTGAACG
HVATUB2 A e GA .. A Co T.

HVATUB3 AA. ............ Gecrmmmeeeee- LGL...CC .G ---..MA . C...---C

HVATUB4 --T.----------- ....Car. . - CACGGAGATCGCCC....—...CC.AT ..... A---.. CA . TGC. ... ccar
1560 1620

TAU76558 TTTGCTTTGTGGTGTTTGTITTTACAACCTGT TGTGT TGTAAGAACCTT- - - GTATCTTTGAACCTGC- - - - TTT-- - - - GCA--------

HVATUBZ . AATTG.C.GC....... AA----. G TATGI. . . TGCGGTTA

HVATUB3 ............. TG .. G . G..GIG....G.......--.---- Ll &

HVATUB4 CC..T....G. AG GTA. G.. ATCG LCT.----- . TA. - CG GTGA. . ATCA A---- Toeeeeeen-

1630 1650

TAU76558 ------ CCTTGG - -----emmmmm e e - TTAATATGCATG- CTATCTGGTITATG- - - - - T

HVATUB2 TCTATG...... CCTCTGICTCCATTTTCCTGIT. C. . . . .. TGTA ... -

HVATUB3 - ----- . mmmmmmmmmm - LI TG CTACAC

HVATUB4 ------ T.CT--mmmmmm e ee e GG .CA------ ... CCeeeeee-

Abb. 27: Alignment der nicht kodierenden 3"-Bereiche von HVYATUB2, HVATUB3 und HVATUBA4.
Als Referenz ist der entsprechende Sequenzbereich aus TAU76558 von Weizen angegeben.
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3.3 Isolierung von b-Tubulin-Sequenzen aus cDNA der Gerste

Proteinbiochemische Daten deuten an, dal3 b-Tubulin-Signale im Entwicklungsgradienten in
hoherer Anzahl vorhanden sind und auch keine so auffélligen Unterschiede in ihrer
Zusammensetzung zeigen, wie es bel a-Tubulin der Fall ist. Trotzdem wurde exemplarisch
untersucht, ob auch zur Isolierung von b-Tubulin-Sequenzen der bei a-Tubulin durchgefihrte
Weg gangbar ist, um flr spatere Untersuchungen tber erste Sequenzdaten von b-Tubulin zu

verfuigen.

3.3.1 Herstellung homologer b-Tubulin DNA-Sonden tiber PCR

Um maglichst schnell Gber Sequenzinformationen im homologen System verfiigen zu kdnnen,
wurde auch hier der Weg Uber die RT-PCR eingeschlagen. Mit den von Heiko Sawitzky (MPI
Ladenburg) zur Verfigung gestellten allgemeinen b-Tubulin-Primern konnten verschiedene
homologe Sonden fur b-Tubulin (siehe Abb. 28) hergestellt werden.

Die Primerkombination 235/237 fihrte zu einem 746 bp-Fragment, die Primerkombination
236/238 zu einem 761 bp-Fragment. Nach Klonierung der PCR-Produkte konnten vier Klone
35-1, 35-3, 36-7 und 36-8 isoliert und sequenziert werden. Die Klone 35-3 und 36-8 wiesen
im Uberlappungsbereich eine DNA-Sequenzhomologie von 100 % auf. Hochste Homologie
bestand mit 97 % zu einem b-Tubulin aus Triticum aestivum (TAU76745). Zu diesen waren
die Klone 35-1 und 36-7 nur noch zu 88 % bzw. 83 % homolog. Klon 35-1 hatte die hdchste
Homologie mit 95 % zu einem anderen b-Tubulin-Isotyp aus Triticum aestivum (TAU76896).
Klon 36-7 hatte die héchste Homologie mit 91 % zu einem dritten b-Tubulin-lsotyp aus
Triticum aestivum (TAU76895). Die Sequenzen entsprachen in ihren Uberlappungsbereichen
bis auf Klon 36-7 den spéter gefundenen cDNA-Bibliothek-Klonen (siehe Kapitel 3.3.3). Es
standen nun drei verschiedene homologe DNA-Sonden fur b-Tubulin zum Screening von
cDNA-Bibliotheken zur Verflgung.
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' >
ORF b-Tubulin
235 D Sonden 35-1 und 35-3 q 235
236 [) Sonden 36-7 und 36-8 4 238
0,2 kb 0,4 kb 0,6 kb 0,8 kb 1,0 kb 1,2 kb

Abb. 28: Lage der homologen b-Tubulin-Sonden und Primer (Pfeilspitzen) zum kodierenden Bereich
(ORF) bisher bekannter b-Tubulin-Sequenzen héherer Pflanzen.

3.3.2 cDNA-Bibliothek Screening mit b-Tubulin-Gensonden

Jeweils 1x10* pfu der cDNA-Bibliothek , Blatt-gesamt* wurden zunédchst mit den DNA-
Sonden 35-1 und 35-3 nach b-Tubulin durchmustert. Bisher konnten drei neue |sotypen von
b-Tubulin beschrieben werden: Klon HV35-3 P1S1, bezeichnet ds HVBTUB1 hatte die
hochste Homologie (97 %, kodierender Bereich) zu einem b-Tubulin aus Triticum aestivum
(TAU76745). Klon 35-1_P1S1 trug im 5 -Bereich nicht die vollsténdige Sequenzinformation,
wurde bezeichnet als HVBTUB2 und hatte die hdchste Homologie (96 %, kodierender
Bereich) zu einem anderen b-Tubulin aus Triticum aestivum (TAU76896). Die ausfihrlichen
Sequenzdaten sind im Kapitel 3.3.3 dargestellt. Die b-Tubulin-Sonde 36-7 wurde bisher noch
nicht zum Screening eingesetzt und erhielt die Bezeichnung HVBTUB3.

3.3.3 Die cDNA-Sequenzen von Hordeum vulgare b-Tubulin

Den ausfihrlichen Sequenzdaten der einzelnen cDNAs ist ein Uberblick Uber die
Sequenzierungsstrategie vorangestellt. In den cDNA-Sequenzen sind die Positionen der
Schnittstellen der wichtigsten Restriktionsenzyme eingetragen. Die durch die einzelnen
Sequenzierungen abgedeckten Bereiche sind mit Pfellen bezeichnet. Die bendtigten
sequenzspezifischen Oligonukleotide (zur genauen Sequenz siehe Kapitel 2.4 bzw. Anhang)

sind mit den Synthesenamen (in Klammern) bezeichnet.



Ergebnisse

82

3331 DieHordeumwulgareb-Tubulin cODNA-Sequenz HVBTUBL

Pstl iCIaI iEcoRV iEcoRI BamHlI HindIIIi

\4

ORF (1344 bp)

HVREV (R)

HVUNI2 (U)

0,5 kb 1,0 kb 1,5kb

HVBTUBL1 (1646 bp)

Abb. 29: Sequenzierungsstrategie von HVBTUBL.

Die cDNA-Sequenz von HYBTUB1
Der Hordeum vulgare b-Tubulin-Klon HYBTUB1 umfaldte 1646 bp (siehe Abb. 29 und 30),

auf den kodierenden Bereich entfielen 1344 bp, auf den nicht kodierenden 5 -Bereich 83 bp

und auf den nicht kodierenden 3"-Bereich ohne poly(A)-Ende 194 bp. Die abgel eitete Amino-

sauresequenz setzte sich aus 447 AS zusammen, hatte ein berechnetes Molekulargewicht von
50,2 kD und einen | soel ektrischem Punkt 4,64.

121

181

241

301

361

421

ACCACACCCC CTCCTACTCC CCCCGCTCTC CCTCTCGCCG CCGACTGTTC TCGTTGCGOG
AACCATCTCA TACCTCGGOG AAGATGAGGG AGATCCTGCA CATCCAGGGT GGGCAATGTG
MR EI L HI QG G QC

GCAACCAGAT CGGIGCCAAG TTCTGGGAGG TGGTGIGTGA TGAGCATGGC ATTGACCCAA
GNQ I GAK FWE VVC DEMHG I DFP

CTGGGCGCTA CACCGGTACC TCTGACCTGC AGITGGAGCG TGICAATGIC TACTACAATG
T GR Y T GT S DL QL E RV NV Y Y N

AGGCCTCCTG TGGTCCCTTT GTGCCCCGTG CAGITCTTAT GGACCTTGAG CCGGGTACCA
EAS CGRF VPR AVL MDLE P GT

TGGACAGTGIT CCGCACTGGEG CCTTATGGEC AGATCTTCCG CCCTGACAAC TTTGICTTTG
M DS VRTSG PYG QI F RPDN F VF

GGCAATCTGG TGCTGGTAAC AACTGGGCCA AGGGCCACTA CACCGAGGGT GCTGAGCTTA
G QS GAGN NWA KGH YTUEG G A EL

TCGATTCTGI TTTGGATGIT GTGAGGAAGG AGGCTGAGAA CTGTGACTGI CTGCAAGGAT
I bsS vL.L bv VRK EAE NOCDT C L QG
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481 TCCAAGITATG CCACTCCCTT GGIGGTGGTA CTGGATCTGG CATGGGTACC CTGITGATAT

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441
1501
1561
1621

F Q V
CTAAAATCAG

C H S L

GGAGGAGTAC

G G G

CCTGACCGCA

T G S

TGATGCTGAC

G MG T

GITCTCAGIG

L L |

TTCCCCTCAC

S K |

CAAAAGTATC

R E E Y

TGACACTGIG

P D R

GITGAGCCAT

M M L

ACAATGCAAC

T F S V

TCTCTCAGIC

F P S

CATCAGITGG

P K V

TTGAGAATGC

S DT V

TGATGAGTCGC

vV E P

ATGGTTCTTG

Y N A

ACAACGAGEC

T L S V

TCTCTATGAC

H Q L
ATCTGITTCA

V E N

GGACTCTTAA

A D E C

GCTGACCACA

M V L

CCTACCTTTG

D N E

GCGACTTGAA

A L Y D

CCATCTAATC

I C F

TCTGCTACCA

R T L

TGAGTGGAGT

K L T T

CACATGCTGC

P S F

CTGAGGITCC

G D L

CTGGTCAGCT

N H L |

GAATTCCGAC

S AT

CTCCGGAAGC

M S G

TGCCAGTGAA

v T C C

CCTTATCCCC

L R F

TTCCCTCGCC

P G Q
TCCACTTCTT

L NS D

CATGGTGEEC

L R K

TTTGCTCCAT

L AV

TGACATCCCG

N L I P

F P R

L HF

TGGGTCTCAG CAGTACCGIG CCCTCACGGT

F MV G

CCCAGAACTC

F A P

ACCCAGCAAA

L T S

TGTGGGATGC

R G S Q

CAAGAACATG ATGIGCGCCG CCGATCCTCG

Q Y R

A L T

Vv P E L

CCATGECCGT

T QR
TACCTCACCG

M W D

CCTCTGCCAT

A K N M

GITCCGTGGT

M C A

AAGATGAGCA

A D P

CAAAGGAGGT

R H G R

TGATGAGCAG

Y L T

ATGATCAACG

A S A

TCCAGAACAA

M F R G

GAACTCGICC

K M S

TACTTCGIGG

T K E

AGTGGATCCC

V D E Q
CAACAACGTG

V Q N

TCTGTGACAT
vV C D

CCATCCAGGA
S 1 Q

CTTTCTTGCA
A F L

GCAACATGAA
S N M

AGGGCGAGTA
E G E

TGTGTGGTGC
TTATGAATCT
TCCTAAGCTT
TAAAAAAAAA

K N S S

CCOGCOGACA
I P P T

Y F V

GGGECTCTCGA
G L S

E W I

TGGECGICCAC
M A S

GATGITCCGG AGGGTGAGCG AGCAGITCAC

E M F R

TTGGTACACT
H WY T

CGACCTCGTC
N D L V

R V S

GGCGAAGGCA
G E G

TCAGAGTACC
S E Y

E Q F

TGGACGAGAT
M D E

AGCAGTACCA
Q QY

CGAGGATGAG GATCAGGAGG CCGAGGACGA

Y E D E

TTTGCTGEGT
GITTATCATC
TGTATTTTCC
AAAAAAAAAA

D Q E

GGGGGTTCTA
GCAACTACCG
ATGITATGEC
AAAAAA

A E D

GGGGCAGAGT
CTTGTACGCC

P N N V

CTTCGTCGEC
T F V G

TGCCATGTITC
T A M F

GGAGITCACC
M E F T

GGATGCCACT
QDAT

CATGTAAGA

M I N

AAGTCCAGCG
K S S

AACTCGACCT
N S T

AGGAGGAAGG
R R K

GAGGCCGAGA
E A E

GCCGACGAGG
A D E

GGGEGEGAGGTC

D M STOPP

TTGATCTGIT
ACCGCCATTC

TGGTGCTTTG
TTCCTGCCTT

ACCTTCTGGG TATTGTATCA CTTGATGCCG

Abb. 30: Nukleinsdure- und abgeleitete Aminoséur esequenz von HVBTUBLI.

Die Lage der 35-3-Sonde ist unterstrichen dargestellt.

hervorgehoben und TG-reiche Regionen im 3"-Ende sind schattiert.

Mdogliche Polyadenylierungssignale sind fett
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3.3.32 DieHordeum wulgareb-Tubulin cDNA-Sequenz HVBTUB2

iEcoRV Sacl iBamHI

L N
V'
ORF (993 bp)
351REV (R) >
351UNI (U)
0,2 kb 0,4 kb 0,6 kb 0,8 kb 1,0 kb 1,2 kb

HVBTUB2 (1274 bp)

Abb. 31: Sequenzierungsstrategie von HVBTUB2.

Die cDNA-Sequenz von HVBTUB2

Der im 5-Bereich unvollstdandige Hordeum wvulgare b-Tubulin cDNA-Klon HVBTUB2
umfal3te 1274 bp (siehe Abb. 31 und 32), auf den kodierenden Bereich entfielen 994 und auf
den nicht kodierenden 3"-Bereich ohne poly(A)-Ende 262 bp. Aus der Sequenz konnten 330
C-terminale Aminosauren abgeleitet werden, aufgrund der Unvollstandigkeit der Transkripts

wurde auf eine Berechnung von | soel ektrischem Punkt und Molekulargewicht verzichtet.

1 TGACGITGIC AGGAAGGAGG CTGAGAACTG TGACTGCCTT CAAGGITTCC AAGTATGCCA
bDvyv RKE AEN CDTCL QGF QVZC

61 CICICITGGI GGTGGTACTG GATCAGGCAT GGGGACACTT TTGATATCAA AGATCAGGGA
HSL G G6GG6GT GSG MGTUL L IS KI R

121 GGAGTACCCA GACCGCATGA TGITAACATT CTCTGITTTC CCTTCACCGA AAGTATCTGA
EEYP DRM ML T FSVF PSP KV S

181 TACTGIGGIT GAGCCTTACA ATGCCACTCT TTCGGICCAT CAGITGGITG AGAATGCAGA
b TVvyVYy EPY NAT L SVH QL V ENA

241 TGAGIGCATG GITCTTGACA ACGAGGCCCT TTATGACATC TGITTCAGGA CTCTTAAGCT
bECM VL D NEA L Y DI CFR TUL K

301 GACCACTCCC ACCTTTGGAG ATTTGAACCA TTTGATCTCT GCCACCATGA GIGGAGIGAC
L T T P SF G DL N HLI S A TM S GV

361 CTGCTGCCTG AGGITCCCTG GCCAGCTGAA CTCCGACCTC CGGAAGCTGG CAGTGAACCT
T CcCCcCL RFP GQL NSDUL RKUL A VN

421 GATCCCCTTC CCACGICTCC ACTTCITCAT GGITGSGITC GCGCCCCTGA CCTCCCGCGG
LI PF PRL HFF MV GF APL TS8R
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481 CTCCCAGATG TACCGCTCCC TCACCGTCCC

GGAGCTCACC CAACAAATGT

GGGACTCCAA

G S QM YRS L TV

541 GAACATGATG TGCGCCGCGG ACCCCCGCCA

PELT Q QM
CGGCCGCTAC CTCACTGCCT

W D S

CGGCCATGIT

K NMM CAA DPR

601 CCGTGGCAAG ATGAGCACCA AGGAGGTGGA

H G R Y L T A

CGAGCAGATG ATCAACGTGC

S A M

AGAACAAGAA

F RGK MST KEV

661 CTCATCCTAC TTCGIGGAGI GGATCCCCAA

N S S Y
721 GCCGAGGGEEC
A P R G
781 GITCCGECGT
M F R R
841 GIACACGGEEC
WY T G
901 CCTCGTCECC
DL V A
961 CGAGGACGAG
Y E D E

1021
1081
1141
1201
1261

TCGTGCTCAG
GITGCGGITT
GIGTAGITTG
ATCTAGCAGG
AAAAAAAAAA

F V E WI P
CTGTCCATGG CGTCCACCTT
L S M A ST

GTGAGCGAGC AGTTCACGGC
VSE QFT

GAGGGCATGG ACGAGATGEA
E GM D E M

GAGTACCAGC AGTACCAGGA
E Y Q QY Q

GACGACGCCG ACCTTCAGGA
DDA DL Q

GGTCAGEEEG CTATTTCTGA
GGGIGTGACG GGEGECTGCCCC
CATTTGICAG AGITAATTTG
TTTGTAATGI GGCTCGITCT
AAAA

DE QM I NV

CAACGTCAAG TCGAGCGTGT
N NV K § SV

CATCGGCAAC TCCACGTICCA
F1 G N S T S

CATGITCCGG CGCAAGGECCT
AAMF R R KA

GITCACCGAG GCCGAGAGCA
E F T E A E S

CGCCACCGCC GACGAGGAGG
D AT A D E E

GIAGGGAGGG GCGAGGTCTG
E STOPP

TGECTCCCTG TCCCTGCTAG
CATCTTCGEG GAGTCGTGEA
GIAGITCAGTT TGTTGGCGGT
GAATCCCAAG GAATGTTTGC

Abb. 32: Nukleinsdure- und abgeleitete Aminosaur esequenz von HVBTUB2.

Q N K

GCGACATCGC
C D |

TCCAGGAGAT
I Q E

TCCTTCACTG
F L H

ACATGAACGA
N M N

AGGAACTGTA
E E L

TTCTTGGTCG

TAGITTGTAT
CTTGITGCTT
GAACTTGAAT
TGTITTGAAAA

Die Lage der 35-1-Sonde ist unterstrichen, mdgliche Polyadenylierungssignale sind fett hervorgehoben und

TG-reiche Regionen im 3'-Ende sind schattiert.

3.3.3.3 DieHordeum wulgareb-Tubulin cDNA-Sequenz HVBTUB3

Ndel .EcoRl
i iHindIII iHindIII | iBamHI
I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1
L >
ORF (714 bp)
WER24 (T3) >
WER25 (T7)
0,2 kb 0,4 kb 0,6 kb

HVBTUB3 (714 bp)

Abb. 33: Sequenzierungsstrategie von HVBTUB3.
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Die cDNA-Sequenz von HYBTUB3

Der aus der PCR-Reaktion mit der Primerkombination 236/238 stammende unvollstandige
Hordeum vulgare b-Tubulin cDNA-Klon HVBTUB3 umfaldte 714 bp (siehe Abb. 33 und 34).
Aus der unvollstandigen Sequenz konnten 238 Aminosauren abgeleitet werden. Wegen der

Unvollsténdigkeit des PCR-Klons wurde auf eine Berechnung von Isoelektrischem Punkt und

Molekulargewicht verzichtet.

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

CTGACCTTCT CTGICTTCCC ATCACCAAAG GICTCAGACA CCGTGGTTGA

L T F

GCTACGCTTT CCGITCACCA

A T L

GAACGCTCTGT ACGACATATG

E A L

CTGAACCATC TTATCTCTGC

L N H

CAACTCAACT CTGATCTTCG

Q L N

TTCTTCATGG TCGGECTTTGC

F F M

ACTGICCCTG AGCTGACCCA

T V P

CCCAGGCATG GCCGCTACCT

P R H

GAAGTGGATG AGCAGATCCT

E V D

ATCCCCAACA ATGTCAAGTC

I P N

TCCACGTTCG TCGGCAACTC

S T F

TTCACCGCCA TGITCAGGAG

F T A

S V F

S VvV H

Y D |

L I S

S DL

V G F

E L T

G R Y

E Q M

N V K

V G N

M F R

P S P K VSD T VYV
ACTCGITGAG AACGCTGATG AGIGTATGGT

QL V E NAD ECWM

CTTCCGCACA CTAAAGCTTG CCACCCCTTC
C FRT L KL ATP

TACCATGAGT GGITGTCACAT GCTGICTGAG
AT MS GV T COCL

CAACGCTTGCT GTGAATCTCA TCCCGITCCC
R K L A V N L I P F

CCCGCTGACG TCGCGCGGGT CACAAATGTA
A PLT SRG S QWM

GCAAATGTGG GATGCCAAGA ACATGATGTG
Q QMW DAK NMM

CACTGCCTCG GCCATGITCC GTGGGAAGAT
L T A S A MF R GK

GAACGTCCAG AACAAGAATT CATCCTACTT
L NV Q NKN S S Y

AAGCGTGTGI GACATCCCGC CCACGGGECCT
s Sv C DI P PTG

CACGTCGATC CAGGAGATGT TCCGCCGCGT
S TSI QEM FRR

GAAGGCCTTC TTGCACTGGT ACACAGGCGA
R K A F L HW Y TG

GCCATACAAT
E P Y N

GCTTGACAAT
V L D N

GITTGGTGAC
S F G D

GITCCCTGGEA
R F P G

CCGCCTCCAC
P R L H

CCGTGCTCTC
Y R AL

CGCCGCCGEA
C A A G

GAGTACCAAG
M S T K

CGTGGAGT GG
F V E W

GAAGATGICG
L K M S

GAGCGAGCAG
VS E Q

GGGC
E G

Abb. 34: Nukleinsiure- und abgeleitete Aminosiur esequenz von HVBTUB3 ohne Primer sequenzen.

3.3.4 DieBasenverteilung der cDNA-Sequenzen HVBTUB1 bisHVBTUBS3

Der Gehalt der Purinbasen (A/T) in den b-Tubulin-Sequenzen war den Werten der a-Tubulin-
Sequenzen dhnlich: Bei HYBTUB1 wurden im kodierenden Bereich 45,3 % bestimmt, sowie
34,9% und 51 % im nicht kodierenden 5°- bzw. 3"-Bereich ohne Poly(A)-Sequenz. Bei

HVBTUBZ2 lag der Gehalt an Purinbasen im nicht kodierenden 3"-Bereich bel 49,2 %.
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3.3.5 Sequenzvergleicheder b-Tubulin-lsotypen aus Ger ste

Ein Vergleich (siehe Abb. 35) auf Basis der abgeleiteten Aminosauresequenzen zeigt (soweit
die Sequenz bis jetzt bekannt) die groRte Ubereinstimmungen zwischen den Sequenzen

HVBTUB1 und HVBTUBZ2, letztere war im C-Terminus um e ne AS kirzer.

HVBTUB1 1
HVBTUB2 1
HVBTUB3 1

MREI LHI QGGQCGNQ GAKFWEVVCDEHGE DPTGRYTGT SDLQLERVNVYYNEASCGRFVPRAVL VDL EPGTVDSVRTGP

HVBTUB1 81
HVBTUB2
HVBTUB3

HVBTUB1 161
HVBTUB2 44
HVBTUB3 1

HVBTUB1 241
HVBTUB2 124
HVBTUB3 77

HVBTUB1 321
HVBTUB2 204
HVBTUB3 157

NBTKEVDEQNINVQNKNSSYFVEMVPNNVKSSVCDIPPTGLSMNSTFVGNSTSIQENFRRVSEQFTANFRRKAFLHMWTG
.................................... AR ..o
.......... L K S

HVBTUBL 401 EGI\/DEI\/EFTEAESNI\/NDLVSEYQX'JYQZ)ATADEEGE YEDEDQEAEDDM
HVBTUB2 284 ..o A EL..... -D.DLGE
HVBTUB3 237 . .= m = s mm e mme e e ome e

Abb. 35: Vergleich der abgeleiteten Aminosdur esequenzen HVYBTUB1, HVBTUB2 und HVYBTUBS.
Nur von der Referenzsequenz abweichende Aminosduren sind angegeben, fehlende Aminosduren bzw. durch das
alignment bedingte L licken sowie die noch nicht bekannten Sequenzbereiche sind gestrichelt dargestellt.

Bei einem alignment, das sich auf den bisher bekannten Sequenzbereich beschrénkt, liefien
sich nur beziglich der kodierenden Bereiche auf Nukleinsdure-Ebene (soweit bekannt)
grofdere Unterschiede differenzieren: Die Sequenzen von HVBTUB1 und HVBTUB2 zeigten
hierbei die groRte Ubereinstimmung (siehe Tab. 11). Ein alignment der nicht kodierenden

3’-Regionen ist hier nicht sinnvoll, da die Sequenzen zu wenig Ubereinstimmung zeigen.

HVBTUB1 | HVBTUB2 | HVBTUB3
HVBTUB1 88 83
HVBTUB2 96 84
HVBTUB3 96 97

Tab. 11: Homologiewerte der b-Tubulin-Sequenzen aus Ger ste.

Verglichen wurden die kodierende Bereiche (oberhalb der Diagonalen) von HVBTUB1, HVBTUB2 und
HVBTUB3 und die abgeleiteten Aminosduresequenzen (unterhalb der Diagonalen). Die Gegenliberstellung
wurde abgeglichen auf die kiirzeste Sequenz (HVBTUBS3).
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3.4 Isolierung einer g-Tubulin cDNA-Sequenz aus Ger ste

gTubulin spielt as Initiator der raumlich definierten Nukleation der Mikrotubuli
maoglicherweise auch im Entwicklungsgradienten des Gerstenblattes eine wichtige Rolle bei
der Organisation der kortikalen Mikrotubuli. Daher war neben den Untersuchungen zum
a-Tubulin auch die Aufkldrung der cDNA-Sequenz des gTubulin bei der Gerste ein
Schwerpunkt in der vorliegenden Arbeit.

3.4.1 Herstellung homologer gTubulin DNA-Sonden Giber PCR

Um maglichst schnell Uber Sequenzinformationen im homologen System verfiigen zu kdnnen,
wurden Uber RT-PCR zunéchst Teilsequenzen von g-Tubulin aus Gerste amplifiziert, die nach
Klonierung und Sequenzierung als homologe DNA-Sonden dienten.

Aus einem konservierten Sequenzbereich des g-Tubulin von monokotylen Pflanzen wurden
Primersequenzen mit geringem Degenerationsgrad abgeleitet, die zugleich wenig Homologie
mit a- und b-Tubulin aufwiesen. Mit der Kombination GU1/GD3 konnte ein 656 bp grof3es
Fragment (G3A), mit der Kombination GU2/GD3 ein 621 bp grofes Fragment (G6S)
amplifiziert werden (siehe Abb. 36). Beide Klone waren im Uberlappungsbereich vollstandig
sequenzhomolog und hatten die groRte Ahnlichkeit (89 %) mit g-Tubulin aus Oryza sativa
(AF036957). Die Sequenzen entsprachen in ihren Uberlappungsbereichen der spéter isolierten
cDNA-Sequenz und sind im Kapitel 3.4.6 dargestellt.

- >
ORF g-Tubulin
GU2 D Sonde G6S 4 GD3
Gul D Sonde G3A { GD3
0,2 kb 0,4 kb 0,6 kb 0,8 kb 1,0 kb 1,2 kb 14 kb

Abb. 36: Lage der homologen gTubulin-Sonden und Primer (Pfeilspitzen) zum kodierenden Bereich
(ORF) bisher bekannter g-Tubulin-Sequenzen héherer Pflanzen.
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3.4.2 cDNA-Bibliothek Screening mit g Tubulin-Gensonden

In Gegensatz zum Screening nach stark abundanten a- und b-Tubulin-Klonen mufite beim
Screening nach g Tubulin pro Petrischale ein Phagentiter von 4 bis 6x10* pfu eingesetzt
werden, um positive Signale zu erzielen. Eingesetzt wurden die selbst entwickelten Sonden
G6S und G3A. In der cDNA-Bibliothek , Blatt gesamt“ wurden 8,4x10° pfu durchmustert, in
der cDNA-Bibliothek , Segment 1¢ 5,5x10° pfu und in der cDNA-Bibliothek , Segment 2
1,05x10° pfu. Diesmal wurden zusitzlich auch sehr schwach markierte Klone im
Primarscreening ausgewahlt, um auch potentiell divergierende Isotypen nicht auszuschliefen.
Von insgesamt rund 1,7x10° durchmusterten Phagenklonen verblieben nur 26 positive Klone,
die der invivo-Excision unterzogen wurden. Nach PCR mit M13-Primern konnten diese in
drei Grof3en eingeteilt werden: 16 Klone mit 1600 bp Lange, ein Klon mit 1790 bp L&nge und
neun Klone mit 1870 bp Lange (siehe Tab. 12). Jeweils ein Klon pro Gruppe wurde
sequenziert (Klon GO1-1, G56 und G11-1). Alle wiesen 100 %ige Sequenzhomologie im
Uberlappungsbereich auf und konnten gemeinsam as ein neues g-Tubulin charakterisiert
werden, HVGTUB aus Gerste. Die ausfihrliche Beschreibung der Sequenz erfolgt in Kapitel
3.4.6. Die hochste Homologie (90 %, kodierender Bereich) bestand zu einem g-Tubulin aus
Oryza sativa (AF036957). Der Klon G11-1 wies einen vollstandigen kodierenden Bereich auf,
die Klone G56 und GO01-1 waren in unterschiedlichem Mal3e im 5 -Bereich unvollsténdig. Der
nicht kodierende 3"-Bereich dieser Klone war jedoch langer als der von G11-1 (siehe
Abb. 37).

Lange der Klone [bp]

cDNA-Bibliothek
»oegment 1

cDNA-Bibliothek
»Segment 2¢

cDNA-Bibliothek
» Blatt-gesamt*

1600 (GO1-1)

11

4

1

1790 (G56)

/

/

1870 (G11-1)

/

/

Tab. 12: Anzahl der g Tubulin-Sequenzen unter schiedlicher Lange in den cDNA-Bibliotheken.
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3.4.3 Charakterisierung weiterer g Tubulin cDNA-KIlone durch PCR

Aus den nicht kodierenden 3 -Bereichen wurden Primersequenzen abgeleitet, um die Ubrigen
Klone hinsichtlich méglicher Isotypvarianz tUber Sequenzunterschiede im nicht kodierenden
3 -Bereich zu charakterisieren. So sollten potentielle neue Isotypen auch bei g-Tubulin Gber
PCR nachzuweisen sein. Ein ,neuer” Isotyp sollte demnach keine PCR-Amplifikation
ergeben. Ein Primerpaar (GGSPL2/GGSPR3) war sowohl spezifisch fur die Variante mit
kurzem 3"-Bereich als auch spezifisch fur die mit dem langen 3"-Bereich (=3"-spezifisch). Das
andere (GGSPL2/GGSPR1) war spezifisch fir die Variante mit langem 3-Ende (siehe
Abb. 37). Alle verbliebenen 23 gTubulin-positiven Klone wurden mit 3"-spezifischen
Primern als HYGTUB klassifiziert, nur hinsichtlich der Lange des 3"-Bereiches ergaben sich
Unterschiede (siehe Abb. 38, untere Reihe). Mdglicherweise sind diese Unterschiede im nicht

kodierenden 3"-Bereich auf multiple, variabel polyadenylierte Transkripte zurlickzuf Gihren.

N
1

ORF (1410 bp)
GGSPL2 GGSPR3 GGSPR1

G111

0,5 kb 1,0kb 1,5kb 2,0kb
| 1 1 1 1 l 1 1 1 1 l 1 1 1 1 l 1 1 1 1 l

HVGTUB (2039 bp)

Abb. 37: Primerpositionen im nicht kodierenden 3" -Bereich zur Unterscheidung potentieller Varianten
von g-Tubulin aus Ger ste.

Der kodierende Sequenzbereich (ORF) ist as Pfeilform dargestellt, die Klone als gerahmten Balken und die
Positionen der Primer als Pfeilspitzen.
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[bp]

600

700_\ 11 22 24 26 29 65 7
500\
400 %
300 —
200 —
100 —
700
11 12224262957
600\ 15 17 21 23 25 27 =
500

400 k
300 —
200 —
100 —

01 15 17 21 23 25 27

Abb. 38: PCR zum Nachweis potentieller neuer Varianten von g-Tubulin.

Obere Reihe: PCR-Amplifikationen mit der Primerkombination GGSPL2/GGSPR3 (3'-spezifisch). Untere
Reihe: Primerkombination GGSPL2/GGSPRL1 (spezifisch fir nicht kodierendes langes 3"-Ende). Bis auf den
Klon 65 (cDNA-Bibliothek ,, Blatt-gesamt”, unterstrichen) und die Klone 40 bis 43 (cDNA-Bibliothek ,, Segment
2*, mit Kéastchen markiert) stammen alle Klone aus der cDNA-Bibliothek ,Segment 1. Jeweils 7,5 ug einer
PCR-Reaktion (25ul) mit 2,5 ng Template wurden aufgetrennt (2 %iges Agarosegel).

3.4.4 Nachweiseinesvollstandigen g-Tubulin-Transkripts mittels RT-PCR

Alle Screeningrunden fiuhrten entweder zu gTubulin cDNA-Klonen mit vollsténdigen
kodierenden Bereichen und verkirzten 3'-Enden oder zu im kodierenden Bereich
unvollstandigen cDNA-Klonen mit langen 3"-Enden. Die bisher gefundenen cDNA-Klone
sind mit groRer Wahrscheinlichkeit Kopien des gleichen Gens, da sie in den
Uberlappungsbereichen des offenen Leserahmens und der nicht trandatierten Bereiche zu
100% Ubereinstimmten. Da kein Klon der Variante mit sowohl vollstédndigem kodierenden
Bereich, as auch langem 3"-Ende in den cDNA-Bibliotheken gefunden werden konnte, sollte
mittels RT-PCR getestet werden, ob ein Transkript vollstandiger Lénge vorhanden ist. Mit
Primern, die aus Bereichen nahe des 5°- und des 3"-Endes der bekannten Klone abgeleitet

wurden, sollte dies geklart werden. Die Ubliche Vorgehensweise eines 5°- oder 3"-RACE




Ergebnisse 92

(rapid amplification of cDNA ends) erschien hier nicht notwendig, da die cDNA-Sequenzen
beider Enden bekannt waren.

Zunéachst wurde mit oligo(dT)-Primern revers transkribierte cDNA (aus mRNA vom
Segment 1) fur die PCR mit Primern nahe der beiden Enden der gTubulin-Sequenz
(GGSPL3/GGSPR4) eingesetzt. Dies fuhrte zwar stets zur Amplifikation eines Fragments in
der erwarteten Lange von etwa 2 kb, dessen Sequenz jedoch eine hohe Homologie zur
kodierenden Sequenz fur eine ATP-Synthase aus Mais aufwies.

Daher wurde die Spezifitét der reversen Transkription durch den Einsatz von gTubulin-
Primern (GGSPO1R) anstelle von oligo(dt)-Primern erhéht (siehe Abb. 39). Die so erhaltene
g Tubulin-cDNA mit langem 3"-Ende wurde dann durch PCR und anschlief3ende Restriktion
charakterisiert: Zwei unabhangige PCR-Ansdtize wurden mit ,nested® Primern der
Primerkombination GGSPL3/GGSPR3 bzw. GGSPL4/GD3 durchgefiihrt, um so gezielt
cDNA mit vollstdndigen 5-Enden amplifizieren zu konnen. Beide Ansédtze fuhrten zu
PCR-Produkten erwarteter Gréfe (PCR-Produkt 1, 1805 bp und PCR-Produkt 2, 890 bp, siehe
Abb. 40, links). Paralel zu den PCR-Ansdtzen mit cDNA wurden Kontroll-Ansdize mit
sddH,O sowie mit mRNA statt cDNA durchgefthrt, um falsch-positive Amplifikationen
durch klonierte bzw. genomische DNA im Reaktionsansatz auszuschliefien.

Das PCR-Amplifikat 1 wurde anschliefiend mit EcoR |, das PCR-Amplifikat 2 mit Hind Il
restringiert, um Uber die in HVGTUB vorhandenen Restriktionserkennungssequenzen
mogliche Fehlamplifikationen der vorangegangenen PCR-Reaktion auszuschlief3en. Das
restringierte PCR-Amplifikat 1 ergab zwei Banden bei 1410 bp und 395 bp, das restringierte
PCR-Amplifikat 2 zwel Banden bei 615 bp und 275 bp (siehe Abb. 39 und 40). Somit konnte
die Existenz eines vollstandigen Transkripts von g-Tubulin tber RT-PCR mit den Primern aus

den 5"- und 3"-Enden belegt werden.
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‘HindlIl 1191 bp
iHindIII 645 bp | iEcoRI 1422 bp
I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I
N
1’
ORF (1410 bp) CGSPRA
GGSPL4
DD 4 GGSPR3 4 4
GGSPL3 GD3 GGSPO1R
-
cDNA-Synthese
PCR-Produkt 1 (1805 bp)
1410 bp 395 bp
PCR-Produkt 2 (890 bp)
615 bp 275 bp
0,5 kb 1,0 kb 1,5 kb 2,0 kb
I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I
HVGTUB (2039 bp)

Abb. 39: Charakterisierung des vollstandigen Transkripts HVGTUB mittels RT-PCR und anschlief3ender
Restriktion.

Oben sind die Positionen der Restriktionserkennungssequenzen dargestellt, der offene Leserahmen (ORF) der
HVGTUB-Sequenz ist as gerahmte Pfeilform dargestellt. Der Pfeil skizziert die cDNA-Synthese, die
Primerpositionen und -orientierungen sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Die Restriktionsfragmente der
PCR-Produkte sind durch gerahmte Balken dargestellt.

[bp] [bp]
1500
2000 1200
1500 1031
1200 ggg X
1031
700
900 600 §
800 500 —— Abb.40: PCR- und Restriktionsansitze zum
700 400 — Nachweis des vollstandigen  gTubulin-
600 300 Transkripts.
500 —— 200 Links: 5ug einer PCR-Reaktion (25 pg) mit den
Primerkombinationen = GGSPL3/GGSPR3 (1),
GGSPL4/GD3 (2). Rechts: 25 pg des Restriktions-
ansatzes von (1) und (2); 2 %iges Agarosegel.
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3.4.5 Abschéatzung der Anzahl der g-Tubulin-Geneim Genom der Gerste

Im Gegensatz zu den Verhédltnissen beim a-Tubulin (siehe Kapitel 3.2.4) wurden bisher keine
weiteren Isotypen von g-Tubulin gefunden. Southernblot-Analysen mit genomischer DNA
sollten Hinweise darauf geben, ob mehr als ein einziges g Tubulin-Gen zu erwarten ist.
Genomische DNA (10 bis 50 pg) wurde jewells mit EcoR |, BamHI, Hind Il oder Xba |
restringiert, um anhand der auftretenden Banden Aussagen Uber die vorliegende Anzahl von
I sotypen treffen zu konnen. Nach Restriktion mit EcoR | bzw. Hind I11, Membrantransfer und
Hybridisierung mit Sonde G3AH (5"-Hind Il Restriktionsfragment der Sonde G3A) konnte
jewells eine einzige Bande oberhalb 9,8 kb bzw. 2,7 kb detektiert werden (siehe Abb. 41). Die
Restriktion mit BamH | lieferte nach der Hybridisierung ebenfalls eine einzige Bande bel
3,5 kb, die aber wegen der schwachen Signalintensitat nur schwer dokumentierbar war (nicht
gezeigt). Nach Restriktion mit Xbal konnten zwel Banden (1,5 kb und unterhalb 9,8 kb)
detektiert werden. Dies ist sehr wahrscheinlich darauf zurtickzufthren, daf? diese Schnittstelle
auch innerhalb des Sondenbindungsbereichs auftritt.

Im Genom der Gerste scheint nur ein Genort fir g Tubulin zu existieren, es ist daher wenig
wahrscheinlich, dald auf Transkript-Ebene noch weitere Isotypen von g-Tubulin vorhanden

sind. Ein weiteres Screening von cDNA-Bibliotheken erschien daher nicht sinnvoll.

EcoR | Hind Ill Xba
[Kb] g _ [Kb] =
i : 98 —
9.8 — | =m . 27 _ |- -
7,7 — : ¥, ’ :
62 — 6,2 —
51— | & . 51—
43 — | 43 —
35— £ 3 3,5 — «
- Abb. 41: Southernblot zur Abschétzung der
2,7 — - 2,7 — Anzahl von gTubulin-Genen im Gersten-
Genom.
19 — 19 — Links: Mit EcoR | bzw. Hind Il restringierte
15 — i 15 _ . genomische DNA (25 und 50 pg). Rechts: Mit
1,3 — 13 — : Xba | restringierte genomische DNA (25 und
50 ug). Hybridisiert wurde mit Sonde G3AH
(5"-Hind I11-Restriktionsfragment der Sonde
- G3A) spezifisch fur den kodierenden Bereich
von g Tubulin; Expositionsdauer 10 d.
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3.4.6 DieHordeum vulgare g Tubulin cDNA-Sequenz HVGTUB

Zur Ermittlung der vollstédndigen cDNA-Sequenz wurden neben dem Klon G11-1 zusétzlich
die im 5- Bereich unvollstandigen aber sonst zu vollstandig sequenzhomologen und im
3’-Bereich langeren Klone G01-1 und G56 herangezogen (siehe Abb. 42).

Xhol ,ECORV ,ECORI
i Xhol i ,ECORV ,Hindlll i,Xhol
iXbal I I iHindIII iPstl I iNdel " iNotl iDral

\V4

ORF (1410 bp)

G1l1-1

L ]
G56
L ]
GO01-1
11-1 (R) > - -
G56 (R) - G56 (V)
- 01-1 (R)
G56 (1186w1U) 11-1 (1186W1R) >
- 11-1 (1186w1U) - 01-1 (U)
-
11-1 (V)

0,5 kb 1,0 kb 1,5kb 2,0kb

HVGTUB (2039 bp)

Abb. 42: Sequenzierungsstrategie von HVGTUB

Der kodierende Bereich ist durch einen gerahmten Pfeil gekennzeichnet, die einzelnen cDNA-Klone durch
gerahmte Balken dargestellt und die durch die einzelnen Sequenzierungen abgedeckten Bereiche sind mit Pfeilen
bezeichnet. Die Primer (genaue Sequenzen siehe Kapitel 2.4 bzw. Anhang) sind in Klammern dargestelIt.
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Die cDNA-Sequenz von HYGTUB

Auf den kodierenden Bereich entfielen 1410 bp (siehe Abb. 43), auf den nicht kodierenden
5-Bereich entfielen 155 bp und auf den nicht kodierenden 3"-Bereich ohne poly(A)-Ende
456 bp. Der nicht kodierende 3"-Bereich des potentiell variabel polyadenylierten Transkripts
war um 171 bp kirzer. Die abgeleitete Aminosduresequenz bestand aus 469 AS, hatte ein

berechnetes M olekulargewicht von 52,8 kD und einen |soel ektrischen Punkt von 5,87.
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1201

1261

1321

1381
1441

1501

1561

1621
1681
1741
1801
1861

1921

1981

AGGTGGACCC
E VvV D

ACTTCGTAGA
N F V

TTCAAACCAC
vV Q T

TATTCAGCAA
L F S

ACTACAGGAA
N Y R

AAATTATAGA
E I |

GGGGAATGEA
W G M

AACACAGGTC
P T Q V

GIGGGGACCT
E WG P

CCACAGEGTT
T H RV

ATGICTGEEG
K C L G

GITCCCAATG
K F P M
GCGTCTGGTT
E G L V

GGACCTTGA
E DL G

CATGAGAGCC
H E S

GCAAGCATTC
A S |

AGTGGITTGA
S G L

CAGTATGAAA
Q Y E

TTTGCGGACA
F A D
GATGAATACA
D E Y

GATGCAAATG
D A N

TACAAAGGAT
L Q R

AGGTTGCATT
Q V A

TGITAGCAAA
M L A

AGCTGAGGAA
K L R

ATGATCTGTIC
N D L
AGGCTTGCGA
K A C

TTGCGECCGC
vV A A

ACGTGAAAGG
I R E R

GICAAGAAAA
L S R K

TCATACTAGC
N H T S

AAAGCAAGCC
K K Q A

TGAATTCGAT
S E F D
ATCACCTGAC
E S P D

ACTTGAGTCG
A L E S

AACCTTGTTA
K L V

TCACCATATG
S P Y

ATCCGTICACT
I R H

TTTCTTGACA
F L D

GAATCTCGAG
E S R
TATATCAAAT
Y | K

AAGTTAGITG
K L V

TGGITATACA

TATAGCTGIC

TCTTTTTTAA

AGTGAATCTA

Abb. 43: Nukleinsdure- und abgeleitete Aminoséur esequenz von HVGTUB.

Der Bindungsbereich der G3A-Sonde ist unterstrichen, der der G6S-Sonde zusétzlich doppelt unterstrichen und
mogliche Polyadenylierungssignale sind fett hervorgehoben. Anfang und Ende des bei der potentiellen
Polyadenylierungsvariante fehlenden Bereiches sind durch ,—* gekennzeichnet. TG-reiche Regionen im 3"-Ende
spezifische PCR-Fragment (Primerkombination
GGSPL2/GGSPR1)

ist gestrichelt

markiert.

GGSPL2/GGSPR3) ist zusétzlich umrahmt.
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3.4.7 Der Basengehalt der cDNA-Sequenz HVGTUB
Der Gehalts an Purinbasen (A/T) war ahnlich dem bei den anderen bisher beschriebenen

Tubulin-Sequenzen aus Gerste. In der nicht kodierenden 5-Region konnte ein Wert von
28,4 % bestimmt werden. Allerdings wies g-Tubulin mit 55,1 % im kodierenden Bereich und
59,0 % im nicht kodierenden 3"-Bereich ohne Poly(A)-Sequenz hier leicht erhthte Werte auf.

3.4.8 Sequenzvergleich des g Tubulins aus Gerste mit anderen Spezies

Bisher gibt es noch wenig Sequenzdaten Uber pflanzliche g-Tubuline, so scheinen auch in den
verschieden Pflanzenarten nur ein bis zwel Isotypen aufzutreten. Der Vergleich abgeleiteter
AS-Sequenzen des g-Tubulin der Gerste mit anderen Spezies zeigte (siehe Abb. 44), dal3
pflanzliches g-Tubulin im C-Terminus 17 - 23 AS mehr besitzt als tierisches, wobel g-Tubulin
aus dikotylen Pflanzen wiederum um funf AS langer ist als das der monokotylen Pflanzen.
Der C-Terminus ist sehr variabel, Uber Speziesgrenzen hinweg konservierte Homologien
befinden sich eher im N-terminalen Bereich. Allerdings besitzt g-Tubulin aus Gerste zwischen
Position 83 und 95 Sequenzbereiche, die sich deutlich von denen aller anderen bisher
bekannten g-Tubulin-Sequenzen der Gefal3pflanzen unterscheiden. Das Motiv 91 IYLSEH 96
ist im Gegensatz zu allen anderen bekannten pflanzlichen Sequenzen vollsténdig identisch mit
dem aus Mensch. Die hochste Homologie von 96 - 97 % bestand zu den Sequenzen der
anderen Monokotylen, zu Dikotylen bestand noch 89 - 91 % Homologie und zu g-Tubulin aus

Chlamydomonas bzw. Mensch jeweils 72 %.
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Abb. 44: Vergleich der abgeleiteten AS-Sequenz von g-Tubulin aus Ger ste mit anderen Pflanzenarten.
Nur die von der Referenzsequenz abweichenden AS sind angegeben, fehlende AS bzw. alignment-bedingte
L icken sind mit Strichen dargestellt. Als,, outgroup” diente HUMGTUB.
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3.5 Genexpressionsstudien

Im Vordergrund stand die Aufkléarung der Expression a-Tubulin-Isotypen innerhalb des
Entwicklungsgradienten des Blattes, da die Ergebnisse auf Proteinebene hier - im Gegensatz
zu den Verhdltnissen beim b-Tubulin - eine deutliche differenzielle Expression vermuten
liefen. Aulderdem galt es zu untersuchen, ob g-Tubulin-Transkript auf3er in meristematischen
Geweben noch in weiter differenzierten Blattbereichen auftritt. Aus den jetzt bekannten
cDNA-Sequenzen fur Tubulin, die durch das umfangreiche Screening der cDNA-Bibliotheken
ermittelt werden konnten, wurden sowohl homologe als auch isotypspezifische
DNA-Gensonden abgeleitet. Mit diesen spezifischen DNA-Sonden konnte die Genexpression
von a- und g-Tubulin im Entwicklungsgradienten des Blattes mittels Northernblot-Analysen
detailliert untersucht werden.

Alle Northernblot-Untersuchungen wurden zwei bis drei mal wiederholt, dabei traten keine
auffalligen Abweichungen auf. Dartberhinaus wurden die Spezifitdt der DNA-Gensonden

durch Kreuzhybridisierungstests bestétigt (nicht gezeigt).

3.5.1 Expression von a-Tubulin-mRNA

In Mesophyllzellen von Hordeum vulgare kommt es im Laufe der Blattentwicklung zu
charakteristischen Ausprdgungen des mikrotubuléren kortikalen Cytoskelettmusters, wie in
Abb. 3, Kapitel 1.2 am Beispiel des zweiten Blattes schematisch dargestellt ist. In der
vorliegenden Arbeit wurde sowohl der Gesamtgehalt von a-Tubulin-Transkript als auch das
Auftreten isotypspezifischer a-Tubulin-Transkripte in  RNA-Préparationen aus den
entsprechenden Blattsegmenten untersucht. Zum einen mit homologen Gensonden, die mit
konservierten Bereichen im 3"-Bereich des offenen Leserahmens von a-Tubulin-Sequenzen
hybridisieren kénnen, und zum anderen mit isotypspezifischen Gensonden, die mit den nicht
kodierenden 3"-Sequenzbereichen der Transkripte hybridisieren.

Die Hybridisierungssignale mit der homologen Sonde 11-3 fir konservierte Bereiche im
3 -Bereich der kodierenden Sequenz zeigten ein Maximum des a-Tubulin-Transkriptes bei
Segment 3 (siehe Abb. 45), danach erfolgt eine stetige Abnahme bis auf 10 % im Segment 14.
Dies bestédtigte die entsprechende Untersuchungen mit einer heterologen DNA-Sonde aus
Mais (MEYER et al. 1998).
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Abb. 45: Abundanz von a-Tubulin-Transkript im Entwicklungsgradienten des Blattes.

Oben: Elektrophoretische Auftrennung von gRNA (12 pg) der Segmente 1 - 14. Deutlich zu erkennen ist die
Abnahme der cytosolischen rRNA-Anteile zugunsten der Zunahme plastiddrer rRNA. Unten: Mit Sonde 11-3
hybridiserte  mMRNA. Die Banden der a-Tubulin-Transkripte befinden sich bei 1,8 kb. Stringente
Waschbedingungen, Expositionsdauer 65 h.

3511 Hergdlungisotypspezifischer DNA-Sonden mit PCR

Die a-Tubulin-1sotypen der Gerste wiesen im kodierenden Bereich eine zum Tell sehr grof3e
Ahnlichkeit zueinander auf. Daher mufte zur Differenzierung der verschiedenen a-Tubulin-
Isotypen die Hybridisierung auf den isotypspezifischen nicht kodierenden 3'-Bereich
eingegrenzt werden. Die bendtigten isotypspezifischen DNA-Sonden wurden mittels PCR
unter Verwendung der isotypspezifischer Primer hergestellt (siehe Abb. 46). Je nach Isotyp
wurden PCR-Sonden im Bereich von 158 bis 175 bp Lange amplifiziert (siehe Abb. 46
und 47).

Alle Hybridisierungsansdtze sollten im Hinblick auf die eingesetzte Aktivitdt vergleichbar
sein. Da die Effizienz der PCR-Reaktionen unterschiedlich war (siehe Abb. 47), wurde mittels
Flissigszintillations-Zahlung die spezifische Aktivitdt der Reaktionen bestimmt und die
Hybridisierungen jeweils mit 2x10° cpm (3,36x10’ cpm/ml) Sonden-Aktivitét durchgefiihrt.
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Abb. 46: Positionen der isotypspezifischen a-Tubulin DNA-Sonden.
Dargestellt sind die letzten 60 bp des kodierenden Bereichs (ORF) und nicht kodierende 3"-Enden der a-Tubulin-
I sotypen aus Gerste. In Klammern ist die Position der Primer (Pfeilspitzen) angegeben.

Abb. 47: Nicht-radioaktiver PCR-Ansatz zur Uberprifung der
Amplifikationseffizienz der isotypspezifischen Sonden.
Aufgetrennt wurden 5 pg eines PCR-Ansatzes (25 pug) mit 2,5 ng
Template-DNA. Annealingtemperatur 50°C (2 %iges Agarosegel).
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35.1.2 Entwicklungsspezifische Expresson der einzelnen a-Tubulin-I sotypen

Die gRNA-Prgparationen der enzelnen Blattabschnitte wurden mittels Dotblot-
Hybridisierungen mit der Sonde 11-3 und den funf isotypspezifischen Sonden analysiert. Mit
allen Sonden konnten jeweils charakteristische Expressionsmuster im Entwicklungsgradienten
des Blattes nachgewiesen werden (siehe Abb. 48). Aulerdem wurden diese Signale zur
Quantifizierung densitometrisch ausgewertet (siehe Abb. 49).

Im folgenden sollen die Expressonsmuster der enzelnen Isotypen wéahrend der
Blattentwicklung gegentibergestellt werden. Den Hybridisierungen mit isotypspezifischen
Sonden ist das ,integrierende” Muster der mit allen a-Tubulin-Isotypen hybridisierenden
11-3-Sonde vorangestellt. Der Transkriptgehalt von HYATUB1 und HVATUBS stieg an vom
Segment 1 bis zum Segment 3 und nahm in den folgenden Segmenten wieder ab. Besonders
auffallig war diese Abnahme bei HVATUBS, wobel in RNA &lterer Blattabschnitte sich eine
wieder leicht erhbhte Abundanz zeigte. Mittels Northernblot-Analysen (siehe Abb. 50) konnte
dieser Anstieg in dteren Segmenten allerdings nicht bestétigt werden. Innerhalb der ersten
drei Blattsegmente konnte bei HVATUB2 und HVATUB4 en genau entgegengesetztes
Expressionsmuster beobachtet werden. Bereits im basalen Segment war der Transkriptgehalt
am hochsten, gefolgt von ener stetigen Abnahme zu dteren Blattabschnitten hin. Bel
HVATUB2 verlief diese Abnahme wesentlich schneller als bei HVATUBA4. Die héchste
Abundanz von HVATUB3 war hingegen deutlich verschoben in Richtung &lterer
Blattabschnitte (Segmente 4 bis 10) jenseits der Zellstreckungszone. HYATUB3 wurde aber
auch bereits im Segment 1 stark exprimiert (Uber 50 %), danach erfolgte eine nur geringe
Abnahme des Signals, um dann wieder zuzunehmen. In den Segmenten 4 bis 10 verblieb der
Transkriptgehalt von HVATUBS3 Uber dem Niveau von 60 %. Erst danach erfolgte eine rasche
Abnahme des Signals.
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Abb. 48: |sotypspezifische Expression der a-Tubulin-Transkripte aus Gerste im Entwicklungsgradienten
des Blattes.

Dotblot-Analyse von gRNA (12 pg) der Segmente 1 - 14. Stringente Waschprozedur. Expositionsdauer der Blots
HVATUB1 bisHVATUBS: 2 d 19 h. Expositionsdauer der Blots HVATUB4 und HYATUBS: 4d 17 h.
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Abb. 49 (links): Densitometrisch ausgewertete
Signale der a-Tubulin-Transkripte des
Dotblots (Abb. 48):

Die Transkriptmengen jedes einzelnen Isotyps
wurden auf Basis des jeweils stérksten Signalsin
Beziehung gesetzt.

Abb. 50 (unten): Northernblot des a-Tubulin-
TranskriptsHVATUBS.

gRNA (6 pg) der Segmente 1, 3, 5, 7, 14 wurden
untersucht,  stringente  Waschbedingungen,
Expositionsdauer 7 d.
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Die Transkriptgehalte der Segmente wurden nicht nur bezogen auf die jeweils hochste
Abundanz innerhalb ein und derselben isotypspezifischen Untersuchung in Relation gesetzt.
Die verschiedenen isotypspezifischen Abundanzen wurden auch miteinander verglichen. Die
auf den Blots (siehe Abb. 48) parallel aufgetragenen Konzentrationsrethen der jewelligen
Sonden-DNA (nicht gezeigt) dienten hierfir als Bezugsgrof3e. Das im Entwicklungsgradienten
jeweils am starksten hervortretende Signal wurde Uber diese Bezugsgrofde quantifiziert. Am
stérksten exprimiert wurde das Transkript HVATUB3, das jewells starkste Signal jeder
anderen isotypspezifischen Markierung wurde zu diesem in Beziehung gestellt: Verglichen
hierzu wies HYATUB2 eine Signalstérke von 0,90 auf, bei 0,24 lag HVATUB1, HVATUB4
hatte eine Signalstérke von 0,16 und das stérkste Signal des Transkripts von HVATUBS wies
nur noch eine Intensitét von 0,03 auf (siehe Abb. 51).

Segment 4
1 -~
Segment 1
0,9 -
0,8 -
— 0,7 -
<
o 0,6 - Abb. 51: Vergleich  der
° absoluten Signalstéarken der
N 051 a-Tubulin-I sot
S 04 Berechnungsgrundlage  waren
g die Dotblots (Abb. 48). Uber
< 0.3 Segment3 parallel aufgetragene Konzen-
0,2 Segment 1 trationsreihen der jewelligen
Sonden-DNA  wurden  die
0.1 4 Segment 3 jeweils  starksten  Signae
0 : : : 1 innerhalb des Entwicklungs-
HVATUBL HVATUB2 HVATUB3 HVATUB4  HVATUBS gradienten quantifiziert und in
Bezug zueinander gesetzt.
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3.5.2 Expression von g-Tubulin-mRNA

g Tubulin, bekannt als Bestandteil von Mikrotubuli-organisisierenden Zentren (MTOCYS)
mitotischer Zellen, sollte in der vorliegenden Arbeit auf sein Auftreten im Zuge der
Blattentwicklung untersucht werden. Da zu erwarten war, dal3 das gTubulin-Transkript
HVGTUB in weitaus geringerem Mald exprimiert wird als a-Tubulin, wurden zunachst
MRNA-Préparationen des mitosereichen, ersten Segments untersucht. gTubulin-Transkript
konnte durch Hybridiserung mit einer im kodierenden Bereich bindenden Sonde
nachgewiesen werden (siehe Abb.52). Die Banden der gTubulin-Transkripte lagen im
Gegensatz zu den Banden der a-Tubulin-Transkripte etwas oberhalb der 18S-rRNA-Bande
und wurden auf etwa 2 kb geschétzt. Da schon in 100 - 200 ng mRNA g Tubulin-Transkript

nachgewiesen werden konnte, wurde in den folgenden Untersuchungen gRNA eingesetzt.

25S —

18S —
165

0102051 3 6 0,05 01052575 20
pg mRNA pg Sonden-DNA G3A

Abb. 52: Nachweisvon g-Tubulin-Transkript bei Gerste.

Links: Northernblot mit einer Konzentrationsreihe von 0,1 bis 6 ug mRNA des ersten Segments. Hybridisiert
wurde mit der homologen DNA-Sonde G3A (kodierender Bereich), die zur Abschétzung der Nachweisgrenze in
einer Konzentrationsreihe von 0,05 bis 20 pg aufgetragen wurde (rechts). Stringente Waschbedingungen,
Expositionsdauer 4 d.

Um korrelative Abweichungen zwischen gTubulin-Expression und Zellteilungsaktivitat
herstellen zu konnen, wurde der mitotischen Index (MI) gesamter Blattquerschnitte (Dicke

1 mm) der ersten 10 mm nahe der Blattbasis bestimmt. Innerhalb der ersten drei Millimeter

nahm der M1 noch leicht zu, um nach dem Erreichen eines Maximums von knapp 7 % in den
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folgenden Blattabschnitten stark abzunehmen (siehe Abb. 53). Acht bis neun Millimeter
entfernt von der Blattbasis konnten in sehr seltenen Falen noch vereinzelte Mitosestadien
angetroffen werden, danach waren keinerlei Mitosestadien mehr nachweisbar.

Die anschlieffende Untersuchung der Genexpresson von ¢Tubulin im gesamten
Entwicklungsgradienten wurde ebenfalls mit einer im kodierenden Bereich bindenden
DNA-Sonde durchgefuihrt. Verglichen mit der Abundanz von a-Tubulin zeigte sich eine
weitaus schnellere Abnahme der Signalintensitdt entlang des Entwicklungsgradienten (siehe
Abb. 54). Die Abnahme verlief allerdings nicht in dem starken Mal3e, wie es der Verlauf des

MI erwarten lief3. Zur genaueren Untersuchung wurden diese Signale densitometrisch erfal3t.

Mitotischer Index [%)]
N

0 hd 00—

0 1 2 3 4'1 5 é 7 8 9 10| Abb.53: Bestimmung des mitotischen Index in Segment 1
und 2.

Untersucht wurden Blattquerschnitte (1 mm) den ersten
10 mm nahe der Blattbasis.

Blattlange [mm]

Die gTubulin-Transkriptmengen in gRNA der einzelnen Blattsegmente nahmen vom
Maximum im Segment 1 rasch auf unter 15 % in Segment 5/6 ab (siehe Abb. 54). In den
folgenden Blattabschnitten war kaum noch Transkript nachweisbar. Faldt man die Werte des
MI (1 mm-Abschnitte) auf eine Klassenbreite entsprechend der funf Millimeter langen
Segmente zusammen, um einen Vergleich mit den densitometrisch bestimmten g Tubulin-
Transkriptmengen fuhren zu kdnnen, ergab sich fir Segment 1 ein MI-Durchschnittswert von
5,3%. Im Segment 2 betrug die Haufigkeit von Mitosen dann nur noch rund 1/18 dieses
Wertes. Im Unterschied dazu betrug die densitometrisch bestimmte gTubulin-
Transkriptmenge in diesem Abschnitt jedoch noch ungeféhr die Halfte, verglichen mit dem
ersten Segment. Bemerkenswert ist, dal3 die Signalstérke im Segment 3 noch bei rund 38 %

lag, wahrend hier keinerlei Mitosestadien mehr anzutreffen waren.
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Abb. 54: g-Tubulin-Expression im Vergleich mit Haufigkeit von Mitosestadien.

Oben: Vergleich der densitometrisch bestimmten Transkriptmengen von g-Tubulin (D) (vom unten dargestellten
Blot) mit dem mitotischen Index (@) entlang des Entwicklungsgradienten (Schema Mitte). Unten: Mit Sonde
G6S markierter Northernblot mit gRNA(12 pug) der einzelnen Blattsegmente 1 bis 14. Stringente Waschprozedur,
Expositionsdauer 2 d 20 h.

35.21 Hergdlung 3-Bereich pezifischer DNA-Sonden fur g Tubulin

Um erste Untersuchungen hinsichtlich potentieller Polyadenylierungsvarianten (stellvertretend
hierfir die Klone G01-1 und G56 mit langem 3"-Ende, Klon G11-1 mit kurzem 3"-Ende)
durchfihren zu konnen, wurden die benétigten DNA-Gensonden mittels PCR unter
Verwendung der in Abb. 55 dargestellten Primer hergestellt. Die Sonde (11-1), spezifisch fir
beide Varianten, konnte mit der schon erprobten Primerkombination GGSPL2/GGSPR3
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(siehe Kapitel 3.4.3) hergestellt werden, die Sonde (01-1) fur den langen nicht kodierenden
3"-Bereich wurde unter Verwendung der Primer GGSPO1L und GGSPO1R hergestellt (siehe
Abb. 55).

N
1

ORF (1410 bp)
GGSPL2 GGSPR3 GGSPO1R

b

GGSPO1L

G1l1-1

0,5kb 1,0 kb 1,5kb 2,0 kb
| 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 |

HVGTUB (2039 bp)

Abb. 55: Herstellung von Sonden spezifisch fir den nicht kodierender 3"-Bereich von HVGTUB durch
PCR.

Die bisher bekannten Varianten von HVGTUB sind durch offenen Balken dargestellt, der kodierende Bereich
(ORF) ist as Pfeilform gekennzeichnet und die Lage der Primer mit Pfeilspitzen. Die Primerkombination
GGSPL2/GGSPRS3 fuhrt zur fur beide Varianten spezifischen Sonde (11-1), die andere Kombination fuhrt zur
Sonde(01-1), die spezifisch fur dielange Version ist.

Die PCR-Reaktion ergab bei der Sonde (11-1) sechs- bis achtmal mehr Amplifikat als bei
Sonde (01-1) (siehe Abb. 56). Deshalb wurde auch hier die spezifische Aktivitét bestimmt,

um die Aktivitdt der Hybridisierungsansatze angleichen zu kénnen.

bl
700 ( (

600 _—k

500 ~_

400 —

v Abb.56: Nicht-radioaktiver PCR-Ansatz zur Uberprifung der
300 Amplifikationseffizienz der Sonden spezifisch fir den nicht kodierenden
200~ 3 -Bereich.

100 Sonde (01-1) war spezifisch fur das lange 3"-Ende, Sonde (11-1) war spezifisch
flr beide Varianten. Aufgetrennt wurden 5pg eines PCR-Ansatzes (25 ug);
2 %iges Agarosegel.
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35.22 Nachwesvon HVGTUB-Transkript mit 3'-goezifischen DNA-Sonden

Mit beiden Sonden konnte gTubulin-Transkript im Northernblot (siehe Abb. 57)
nachgewiesen werden und die Abnahme der Signalintensitét verlief bel beiden ahnlich.
Allerdings war die Signalintensitdt nach der Hybridisierung mit der fir den langen nicht
kodierenden 3"-Bereich spezifischen Sonde (01-1) derart schwach (nicht gezeigt), dal3 eine
densitometrische Quantifizierung nicht moglich war. Dem konnte abgeholfen werden durch
die Erhdhung der spezifischen Aktivitdt bei der Sondenmarkierung. Ein Vergleich der
densitometrisch ermittelten Werte der Signalstérke beider Hybridisierungen bestétigte, dal3 die
Abnahme der Signalstérken bei beiden entlang des Entwicklungsgradienten fast gleich verlief
(Abb. 58). Aufkerdem war die Abnahme der Signalintensitét vergleichbar zu der bel der
Markierung mit der Sonde G6S (kodierender Bereich) beobachteten Kinetik. Das sehr
schwache Signal der fir die lange 3"-Variante spezifischen Sonde kann as erster Hinwel's auf
die Existenz zweier Varianten auch auf RNA-Ebene verstanden werden. Hierzu sind jedoch

noch eingehendere Untersuchungen nétig.

Sonde spez. f. beide Varianten

25 S— @i R
1g5— B MR SR o e
16sd |

Abb. 57: Nachweis von
Sonde spez. f.Variante langes 3'-Ende gTubulin  mittels  Sonden
spezifisch  fir den nicht
kodierenden 3"-Bereich.

Oben: Markierung mit der fir
beide Varianten spezifischen
25S— “TFrr Sonde (Sondenmarkierung mit
18 S— 12,5 pCi [a32P|dATP). Unten:
16 S_/' _ Markierung mit der fir das lange
3-Ende gpezifischen Sonde
(Sondenmarkierung mit 50 pCi
[a32P]dATP). gRNA (12 pg)
der Segmente 1 bis 10, sowie 12
und 14 wurde untersucht.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 14 Stringente Waschprozedur,
Expositionsdauer 5 d 20 h.
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Abb.58: Relative Werte der
densitometrisch erfal3ten
Transkriptmengen.

Die Markierungen mit der Sonde
11-1 (o) und der Sonde 01-1 (®)
von Abb. 57 wurden verglichen
mit der Markierung (siehe
Abb. 54) durch Sonde G6S (D),
die im kodierendem Sequenz-
bereich hybridisiert. Dargestellt
sind nur die Hybridisierungs
signale der Transkripte aus den
Segmenten 1 bis 6.
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4. Diskussion

4.1 Genexpression von a-Tubulin

In vielzelligen Organismen treten a- und b-Tubuline in der Regel in Multigenfamilien auf
(LUDUENA 1998), weshalb die Aufklérung der Genexpression der einzelnen Isotypen von
zentraler Bedeutung ist. Im tierischen Organismus ist die entwicklungsabhangige Expression
von Tubulin-Isotypen schon seit einiger Zeit bekannt (siehe auch LEWIS et al. 1985,
LINHARTOVA et a. 1992, JANG & OBLINGER 1992). Auch bel Pflanzen werden
Tubulin-lsotypen entwicklungsspezifisch exprimiert. Erstmals wurde dies bei Arabidopsis
thaliana beschrieben (SILFLOW et a. 1987, LUDWIG et a. 1988, KIM & AN 1992,
CARPENTER et a. 1992, CARPENTER et al. 1993). Bei Zea mays wird Tubulin gleichfalls
entwicklungsspezifisch exprimiert (MONTOLIU et al. 1990a, HUSSEY et al. 1990, JOY CE
et a. 1992). So tritt der a-Tubulin-Isotyp ZMALTUBL im Gegensatz zu ZMALTUB3
bevorzugt in Wurzelspitzen auf (MONTOLIU et al. 1990a). Entwicklungsspezifische
Expression von Tubulin-Isotypen wurde auch bei einer Relhe anderer Pflanzenarten
untersucht (Ubersicht siehe Tab. 13), alerdings wurde bisher bei keiner einzigen
Pflanzenspezies die Genexpression aller bekannter Tubulin-Isotypen einer Genfamilie im
Entwicklungsverlauf eines Organs analysiert. In der vorliegenden Arbeit konnten die Daten

zur Genexpression zudem mit cytoskel ettalen Musterénderungen korreliert werden.

Spezies Quelle

Daucus carota OKAMURA et a. (1997)

Eleusineindica YAMAMOTO & BAIRD (1999)

Eucalyptus globulus DIAZ et al. (1996)

Glycine max CREELMAN & MULLET (1991), HAN et a. (1991)
Gossypium hirsutum DIXON et al. (1994), WHITTAKER & TRIPLETT (1999)
Lupinus albus VASSILEVSKAIA et a. (1996)

Nicotiana tabacum SORRI et al. (1996), OKAMURA et a. (1999)
Oryza sativa QIN et al. (1997)

Prunus amygdalus STOCKER et al. (1993)

Solanum tuberosum TAYLOR et al. (1994)

Zinnia elegans YOSHIMURA et a. (1996)

Tab. 13: Ubersicht (iber weitere Pflanzenarten, bei denen Genexpressionsstudien beziiglich Tubulin-
I sotypen durchgefiihrt wurden.
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4.1.1 Differenzielle Genexpression der a-Tubulin-lIsotypen im Entwicklungsgradienten

des Blattes

Da der Anteil der Mesophyllzellen gegenliber anderen Zelltypen des Blattes dominant ist
(JELLINGS & LEECH 1982), kdonnen Beobachtungen auf cytologischer Ebene gut mit
Analysen, die auf dem Extrakt einzelner Blattsegmente beruhen, korreliert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Transkriptmengen der einzelnen Tubulin-1sotypen zueinander
in Beziehung gestellt, ein interner Mengenstandard als Bezugsgdlie zur Quantifizierung von
Transkriptmengen war daher nicht notwendig.

Bei a-Tubulin zeichnete sich im Gegensatz zu b-Tubulin bereits auf Proteinebene eine
weitaus deutlichere differenzielle Expression der Isotypen ab (HELLMAN 1995,
HELLMANN & WERNICKE 1998), deshalb stand im Zentrum der Genexpressionsstudien
das a-Tubulin. Die hier vorliegenden Untersuchungen zur Transkription der a-Tubulin-
Isotypen ermoglichten es, enen Zusammenhang zwischen dem Auftreten der
charakteristischen, in der Einleitung beschriebenen MT-Strukturen und der differenziellen
Transkription der funf a-Tubulin-lsotypen der Gerste wéhrend der Blattentwicklung
herzustellen.

Die aus den isolierten cDNA-Sequenzen abgel eiteten DNA-Sonden flr den nicht kodierenden
3 -Bereich dienten zum isotypspezifischen Nachweis der Transkripte des a-Tubulin. Am
stéarksten wurde HVATUB3 im Entwicklungsgradienten exprimiert, nicht ganz so stark
HVATUB2. Dann folgten HVATUB1 und HVATUBA4. Die geringsten Transkriptmengen
wies HVATUBS auf. Die einzelnen Isotypen waren nicht nur unterschiedlich stark im
Entwicklungsgradienten vertreten, sondern wiesen auch untereinander verschiedene, fur jeden
einzelnen Isotypen charakteristische Expressionsmuster auf. Die zusétzlichen diffusen
Markierungen im niedermolekularen Bereich, die nach Hybridisierung mit der fir den
kodierenden Bereich homologen a-Tubulin-Sonde beobachtet wurden (siehe Abb. 45, Kapitel
3.5.1), konnten ein Hinweis sein auf mogliche Degradationsprodukte von Tubulin-mRNA im
Rahmen eines erhdhten turn-over bestimmter 1sotypen.

Die Expressionsmuster der flnf Isotypen lief3en sich in drei Gruppen unterteilen: Eine Gruppe
hatte am meisten Transkript in Blattbereichen, in denen hauptsachlich Mesophyllzellen mit
distinkten MT-Blndeln (,MT-Band-Isotypen”) auftreten, eine zweite Gruppe hatte die
hochste Abundanz in Bereichen mit dem hochsten mitotischen Index (, M max-1Sotypen”) und
die dritte Gruppe wurde bevorzugt exprimiert in dteren Blattregionen, in denen Zellen mit

zerstreuten, zuféllig angeordneten M T (,, Random-MT-1sotypen®) auftreten.
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. MT-Band-lsotypen: HVATUB1 und HVATUBS zeigten in meristemnahen Geweben
folgendes Expressionsmuster: Nach enem sehr niedrigen Transkriptgehalt in
meristematischen Bereichen der Blattbasis wurde ein Maximum in Segment 3 erreicht. In
diesem Entwicklungsbereich der Zellstreckung werden in den Mesophyllzellen die distinkten
transversalen Mikrotubulibéander ausgebildet (siehe Abb.59). Zu fordern wéren daher
Eigenschaften dieser Isotypen, die spezifisch die Bundelung von MT erleichtern oder diese
stabilisieren. Unklar bleibt die Bedeutung der Dotblot-Signale von HVATUBS in dlteren
Blattbereichen (ab Segment 11). Die Stéarke dieser Signale war allerdings weit unter dem
Niveau des Maximums, wie auch durch zusétzliche Northernblot-Analysen (Abb. 50, Kapitel
3.5.1.2) bestétigt werden konnte. Eine leicht erhthte Abundanz cytoskelettaler Transkripte in
dterem Blattgewebe konnte bel Gerste schon fir Aktin beobachtet werden (MEY ER 1994).
1. Ml qax-1sotypen: Das Expressionsmuster dieser Gruppe verlauft innerhalb der ersten drei
Segmente genau entgegengesetzt zu dem der letzten Gruppe: HVATUB2 und HVATUBA4
wurden am stérksten in meristematischen Bereichen der Blattbasis (Segment 1) mit hohem
mitotischem Index (M) exprimiert (siehe Abb. 59) und nehmen wahrscheinlich innerhalb der
MT-Muster eher mitosepezifische Aufgaben war. Denkbar wére ein erhohtes Vorkommen in
den Spindelfasern wahrend der Mitose. Aber auch wahrend der Cytokinese konnten M max-
Isotypen innerhalb der MT des Phragmoplasten, der zur Ausbildung der neuen Zellwand
beitragt, spezielle Aufgaben wahrnehmen. Falls die in BYRNE et al. (1993) und GREEN
(1993) dargestellten biologischen Halbwertszeiten (etwa 100 min) von Tubulin-mRNA auch
fUr Gerste zutradfen, mifdten bei hoher Korrelation zum mitotischen Index der Transkriptgehalt
von HVATUB2 und HVATUB4 dlerdings noch sehr vie schneller absinken.
Wahrscheinlicher als eine Halbwertszeit der Tubulin-Transkripte im Tagesbereich erscheint
daher, da3 HVATUB2 und HVATUBA4 neben mitose- und cytokinesespezifischen Funktionen
in geringerem Mal3e auch Aufgaben in anderen M T-Cytoskel ettstrukturen erfiillen.

[11. Random-MT-lIsotypen: HVATUBS ist der einzige Vertreter dieser Gruppe. Dieser
Isotyp wurde als einziger der finf Isotypen einerseits auf sehr hohem Niveau, andererseits
aber bevorzugt in den Blattbereichen jenseits der Zellstreckungszone exprimiert, in denen fast
nur noch Mesophyllzellen mit zerstreuten MT vorkommen (Segmente 5 - 9). Auch im basalen
Meristem war die Expression gegentiber den folgenden zwel Segmenten leicht erhoht, in den
nahezu isodiametrischen Zellen des Meristems sind neben zellteilungsspezifischen MT auch

zerstreute M T zu finden. Diese zerstreute MT-Anordnungen sind im kortikalen MT-Netz sich
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differenzierender Pflanzenzellen neben anderen Anordnungen fast immer zu finden. Dies
wrde das hohe Gesamtniveau der Expression erklaren helfen.

Die Transkriptmengen der |sotypen entsprechen auch in etwa der Verteilung der cDNA-Klone
in den verschiedenen cDNA-Bibliotheken (siehe Tab. 14)

cDNA-Bibliothek HVATUB1 HVATUB2 HVATUB3 HVATUB4 HVATUBS
Segment 1 7 19 39 1 /
Segment 2 34 8 16 / 1
Blatt , gesamt* 1 28 22 / /

Tab. 14: Vorkommen der a-Tubulin-Isotypen der Gerstein den cDNA-Bibliotheken.
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Abb.59: Vergleich der relativen Transkriptmengen der a-Tubulin-lIsotypen mit den kortikalen MT-
Mustern im Entwicklungsgradienten.

Die Maxima der Transkriptmengen der einzelnen Isotypen (siehe Abb. 49, Kapitel 3.5.1.2) und des mitotische
Index wurden auf den Wert 1 bezogen.
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4.1.2 Vergleich der Abundanz der a-Tubulin-Isotypen auf Transkriptionsebene mit
Signalen der 2D SDS-PAGE

Auf Proteinebene konnten bisher abhangig vom Entwicklungszustand des Blattes bis zu
sieben a-Tubulin Signale durch zweidimensionale (2D)-Gelelektrophorese mit anschlief3en-
dem Immunoblot differenziert werden (HELLMANN 1995, HELLMANN & WERNICKE
1998). Die dabei exklusiv auftretenden Signale von Proteinextrakten aus den Segmenten 2
und 3 korrespondierten mit dem Auftauchen distinkter transversaler kortikaler MT-Bander in
den Mesophyllzellen. Allerdings war die Aufldsung von sieben Signalen nicht immer
reproduzierbar (pers. Mitteilung SEIDEL-GUYENOT, HELLMANN 1995). Bel den
folgenden Vergleichen werden deshalb die Signale a2 und a3 sowie a6 und a7 zusammen-
gefaldt betrachtet (siehe Abb. 60).

Von HVATUB3 war am meisten Transkript Uber den gesamten Entwicklungsgradienten
hinweg vorhanden, die Signale a2/3 konnten also diesem entsprechen. HVATUB2 und
HVATUB4 wiesen die htéchsten Transkriptmengen in meristemnahen Blattsegmenten auf,
wobel HVATUB4 nicht so stark exprimiert wurde. Diesen Isotypen wéaren a4 bzw. a5
zuzuordnen. Von den beiden letzten unterschieden sich mit genau entgegengesetzter
Expression innerhab der ersten drei Segmente HVATUB1 und HVATUBS, wobei
HVATUBS noch weitaus schwécher auftrat. Jenen Isotypen konnte man die Signale al bzw.
ab6/7 zuweisen.

Beim derzeitigen Kenntnisstand ist die dargestellte Zuordnung der Signale auf Proteinebene
zu den cDNA Sequenzen anhand der Transkript-Abundanzen die Methode der Wahl. Eine
Zuordnung Uber den berechenbaren |soelektrischen Punkt erscheint wenig sinnvoll, da noch
nicht bel alen Isotypen die vollstandige Sequenz bekannt ist. Aul3erdem kann die Existenz
posttranlationell modifizierter Isotypen nicht generell ausgeschlossen werden, wodurch auf
Proteinebene mehr Signale auftreten kénnen, als unterschiedliche Transkripte vorhanden sind.
Bisher konnte jedoch bei Tubulin aus Gerste keine posttrangationelle Modifikation
nachgewiesen werden (PIRRUNG 1999).

Eine genauere Zuordnung der 2D SDS-PAGE Signale zu den Isotypen auf cDNA-Ebene ist
nur durch weitere Experimente auf Proteinebene mdglich, beispielsweise durch die
Sequenzierung von Tubulinprotein aus Gerste. Die Immunoblot-Signale kdnnten durch
Mikrosequenzierung der separierten Proteine den Isotypen auf cDNA-Ebene zugeordnet

werden.
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Abb. 60: Zuordnung a-Tubulin-
Isotypen HVATUBL bis HVATUBS zu
250 - 300 den Signalen der 2D SDS-PAGE (nach
HELLMANN 1995).
Tubulinprotein aus Blattsegmenten des
8 : ,2 Gerstenblattes wurde nach 2D SDS-PAGE
‘pm};.n und Westerntransfer mit anti a-Tubulin
77 ; . Antikérpern  (DM-1A) markiert. Die
Ziffern der Signale 1 - 7 entsprechen nicht
den Isotypen auf cDNA-Ebene.

Eine weitere Moglichkeit zur Einordnung von Westernblot-Signalen zu bestimmten |sotypen
wurde die in vitro-Transkription und anschlieffende Trandlation auf Basis vollstandiger
cDNA-Klone bieten. Beispielsweise kénnte etwa im Retikulozytenlysat-System mit
gleichzeitiger Gabe von [*S]-Methionin zum Translationsansatz das so hergestellte Protein
zusammen mit Pflanzenextrakt in der 2D-SDS PAGE aufgetrennt und nach Immunoblotting
dem entsprechenden I sotyp tber Autoradiographie zugeordnet werden. Dies ware eine weitere
Maoglichkeit, genauere Zuordnungen zwischen Immunoblot-Signalen und Isotypen auf cDNA-
Ebene zu erreichen.

Vor dem Hintergrund der nicht immer reproduzierbaren Auftrennung von sieben Signalen auf
Westernblot-Ebene kann mit einiger Sicherheit davon ausgegangen werden, dal3 eher funf als
sieben Isotypen von a-Tubulin vorliegen, zuma die Ergebnisse der Southernblot-
Untersuchungen auch in eine &hnliche Richtung weisen. Somit liegt der Umfang der
a-Tubulin-Isotypen in der fir die htheren Pflanzen Ublichen Bandbreite von vier bis sieben

| sotypen.
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4.1.3 Fur die Antikor perher stellung geeignete Sequenzmotive

Mit den vorliegenden Sequenzinformationen kdnnen nicht nur isotypspezifische DNA-Sonden
hergestellt werden, es ist auch maoglich, mittels abgeleiteter AS-Segenzen Peptide zur
Antikorperherstellung zu gewinnen. Auf diese Weise waren weiterfihrende |mmunoblot- oder
immuncytol ogische Untersuchungen maglich.

Unterschiedliche Assemblierungseigenschaften und/oder Resistenz gegen MT-depolymeri-
sierende Inhibitoren bei verschiedenen Tubulin-lsotypen wurden bereits vielfach beschrieben
(BORCK & BRAYMER 1974, THOMAS et a. 1985, JOSHI et al. 1987, LI et a. 1996,
YAMAMOTO et a. 1998). In diesem Zusammenhang ist es bedeutsam, dal? insbesondere der
C-Terminus der Tubulinmonomere eine wichtige Rolle bei MT-Depolymerisation spielt, wie
aus in vitro-Experimenten bekannt ist (BOKROS et al. 1996). Da sich die Tubulin-1sotypen
der Gersten-Sequenzen im hypervariablen Bereich des C-Terminus aufféllig in ihrer
Aminosauresequenz unterscheiden, ist auch anzunehmen, dal3 Unterschiede hinsichtlich ihrer
Assemblierungseigenschaften bestehen. Gerade die isotypspezifischen Unterschiede in diesen
Sequenzbereichen wirden zugleich eine hervorragende Moglichkeit bieten, isotypspezifische
Antikorper Uber synthetische Peptide herzustellen. Da der C-Terminus zudem nicht nur an der
Oberflache des Monomers, sondern auch im MT an der Aul3enseite exponiert ist \ WEHLAND
et a. 1984, BREITLING & LITTLE 1986, SMERTENKO et a. 1997), sind protein-

biochemische und immuncytol ogische Untersuchungen gleichermal3en maglich.

GODDARD et a. (1998) beschrieben bereits die Herstellung isotypspezifischer polyklonaler
Antikorper gegen Tubulin aus Mais (anti-a-1-tubulin und anti-a-5-tubulin), die erfolgreich
eingesetzt werden konnten (EUN & WICK 1998). Die Sequenzen der dafir eingesetzten
Peptide wurden aus einem 11 bis 13 AS langem Motiv des hypervariablen C-Terminus
abgeleitet. Die aus den cDNA Sequenzen abgeleiteten AS-Sequenzen von HVATUB3 und
HVATUBLI aus der Gerste sind vollsténdig identisch zu ZMALTUB1 bzw. ZMALTUBS aus
Mais (siehe Abb. 61). Deshalb kdnnten die nach GODDARD et a. (1998) hergestellten
Antikorper auch fir proteinbiochemische oder immuncytol ogische Untersuchungen bel Gerste
eingesetzt werden. Fur die Isotypen HVATUB2, HVATUB4 und HVATUBS muifdten
allerdings noch isotypspezifische Antikorper hergestellt werden, da deren Sequenzmotive aus

dem hypervariablen C-Terminus nicht mit denen aus Mais Ubereinstimmen.
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HVATUB2 FDDGEDGDEGDEY
HVATUB3 |FDEGEDGDECGDEY
ZNALTUBL FDEGEDGDEGDEY
HVATUB4 GGDDEDGEEDDDY
HVATUB1 |GADDE- GDEGDDY
ZNVALTUBS |GADDE- GDEGDDY
HVATUBS GED- - DDDEVDEY

Abb. 61. Gegenluberstellung der flr eine Peptidsynthese (GODDARD et al. 1998) relevanten AS-Sequenz
des hypervariablen Bereiches des a-Tubulins aus Gersteund Mais.

In alen Sequenzen Ubereinstimmende Positionen sind schattiert, von HVATUB2 abweichende Positionen fett
unterlegt, durch das alignment bedingt Licken sind durch Striche gekennzeichnet. Bei Mais und Gerste
Uberei nstimmende Segquenzen sind umrahmt.

4.1.4 Funktionelle Bedeutung der entwicklungsspezifischen Expression von Tubulin-

| sotypen

Uber einen funktionellen Zusammenhang zwischen dem Auftreten bestimmter Isotypen und
dem Entwicklungszustand des jeweiligen pflanzlichen Gewebes ist bisher wenig bekannt. Erst
seit kurzem gibt es im tierischen System Hinweise Uber die Unersetzlichkeit bestimmter
Isotypen bezlglich ihrer Funktion. HUTCHENS et a. (1997) beschreiben, dal3 bei der
Spermatogenese transgener Drosophila ein Austausch eines a-Tubulin-1sotyps durch einen
sehr dhnlichen Isotyp zu mannlicher Sterilitdt fuhrt. Derartige Experimente wurden bei
Pflanzen bisher noch nicht durchgefiihrt. Erste Experimente mit transgenen Pflanzen wurden
bisher nur im Zusammenhang mit der Aktivitdt von Tubulin-Promotoren be der
Zellentwicklung beschrieben (URIBE et al. 1998). Zum jetzigen Zeitpunkt scheinen daher nur
indirekte Hinweise auf funktionelle Zusammenhange mit der Expression bestimmter Tubulin-
I sotypen bei Pflanzen denkbar.

Eine Maoglichkeit stellt die Suche nach Anhatspunkten flr speziesibergreifende
isotypspezifische funktionelle Gemeinsamkeiten bel Mais und Gerste dar. Im folgenden sollen
die Befunde der Expressionsstudien aus Mais mit denen der vorliegenden Arbeit verglichen
werden, da bezuglich monokotyler Pflanzen nur bei Mais ahnlich umfangreiche Daten Uber
Tubulin vorliegen. Die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen stimmen alerdings nur
teilweise Uberein und immuncytol ogische Daten innerhalb eines Entwicklungsgradienten sind
bei Mais kaum vorhanden.

Hinweise auf funktionelle | sotypspezifische Gemeinsamkeiten bel Gerste und Mais:

Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Expressionsanalysen der vorliegenden Arbeit ist nur
maoglich, wenn gemeinsame Anhaltspunkte beider Spezies fir eine Funktion existieren. Am

ehesten ist das Mald der Teilungsaktivitdt des untersuchten Gewebes as gemeinsamer
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funktioneller ,Marker* geeignet: Die relative Transkriptmenge von ZMALTUBS3,
ZMALTUBL und ZMALTUB2 aus Mais ist am hochsten in teillungsaktiven Geweben von
Embryonen (MONTOLIU et al. 1990a) und meristematischen Wurzelgewebe (JOYCE et al.
1992, Fig. 3, S. 102). Ba Gerste weisen HVATUB2 und HVATUB4 die hdchsten
Transkriptmengen im basalen Meristem des Blattes auf. Dies konnte ein Hinweis auf Uber
Artgrenzen hinausgehende funktionelle Gemeinsamkeit von Isotypen bezliglich mitose- oder
zellteilungsspezifischer Aufgaben sein, zumal die genannten Tubulin-Gene der Gerste auch
ale der selben Gruppe der a-Tubulin-Gene zugehoren (siehe Kapitel 4.5.1). Da alerdings
keine umfangreichen parallelen cytologischen Daten zu diesen Untersuchungen aus Mais
vorliegen, sind weitergehende Interpretationen bezlglich moglicher cytoskelettaler
Korrelationen nicht moglich.

Das Auftreten der anderen Isotypen aus Gerste, die mit MT-Bandern oder MT zerstreuter
Anordnung korrelieren, kann hingegen nicht sinnvoll mit den Befunden aus Mais verglichen
werden. Die Untersuchungen bei Mais (MONTOLIU et a. 1990a, JOYCE et a. 1992)
beziehen sich nicht auf einen Entwicklungsgradienten innerhalb eines Organs, sondern auf
unterschiedliche Organe oder Gewebetypen, aulderdem fehlen parallele cytologische Studien.
Neuere in situ Hybridisierungsexperimente bei Wurzelspitzen von Mais zeigen zwar
Expressionsmuster eines L eitbiindel-spezifischen a-Tubulin-Transkripts gegentiber eines eher
im Meristem aktiven (URIBE et al. 1998). Allerdings kdnnen auch hier wegen fehlender
immuncytologischer Untersuchungen keine Zusammenhénge zu den mikrotubuldren
Cytoskel ettstrukturen hergestellt werden.

4.2 Genexpression von g-Tubulin

Bei Saugetieren ist das g-Tubulin bekannt als Bestandteil Mikrotubuli-organisierender Zentren
(MTOCs), die strukturell an Centriolen gebunden sind (BURNS 1995). In Landpflanzen sind
strukturell gut definierte MTOCs nur in Farnen und Gymnospermen, die begeil3elte
Schwarmerstadien (in Form von Blepharoplasten oder ahnlichen Strukturen) ausbilden,
vorhanden. Angiospermen hingegen weisen ein nicht scharf umgrenztes sogenanntes
Centroplasma auf, von dem die Nukleation der Spindelfasern ausgeht. Bel Pflanzen sind
Nukleation und Organisation von MT oft an Membransysteme wie die Kernmembran, das
Plasmalemma oder das glatte Endoplasmatische Reticulum gekoppelt (LIU et a. 1993,
VAUGHN & HARPER 1998).
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Abgesehen von Mitose- und Cytokinesevorgdngen muf3 auch in anderen Stadien des
Z€ellzyklus die Reorganisation des Cytoskeletts gewahrleistet sein. Im Zusammenhang mit der
Umgestaltung des pflanzlichen MT-Cytoskeletts im Zellkortex wird ebenfalls das g-Tubulin
as organisierender Faktor diskutiert (McDONALD et a. 1993). Immunfluoreszenz-Studien
zeigen zerstreut-punktierte Markierungen im Préprophaseband (LIU et al. 1993, LIU et al.
1994). Immuncytologische Untersuchungen belegen ferner eine Lokalisation von g-Tubulin
nicht nur am Minus-Ende von MT-BUndeln, sondern auch in zerstreuter Anordnung langs der
MT-Bindel (JOSHI & PALEVITZ 1996, VAUGHN & HARPER 1998). Es wird vermutet,
dal3 bet MT-Bindeln nicht nur am Minus-Ende ringartige Initiator-Komplexe aus 13
g Tubulin-Monomeren (OAKLEY 1995, RAFF 1996) positioniert sind, sondern dal3 diese
auch innerhalb der pflanzlichen MT-Bindel vorliegen, um ein schnelleres und flexibleres
Reagieren innerhalb mikrotubulérer Reorganisationsprozesse zu erleichtern (VAUGHN &
HARPER 1998). Méglicherweise wird die Umgestaltung des kortikalen MT-Cytoskeletts
auch bel postmitotischen Mesophyllzellen der Gerste auf diese Weise durch g-Tubulin

réumlich mitorganisiert.

4.2.1 Vorkommen von g-Tubulin-Transkript auf3erhalb des basalen Meristems

In der vorliegenden Arbeit sollte Uberpruft werden, ob beim Auftreten neuer MT-Muster
innerhalb der Mesophyllzellen ein Zusammenhang mit der Transkription von g-Tubulin
besteht. Da die Expression von g-Tubulin bekanntermal3en parallel zu mitotischen Vorgangen
stattfindet, wurde der mitotische Index entlang des Entwicklungsgradienten des Blattes
bestimmt. Unterschiede zwischen dem Degressionsverlauf des mitotischem Index und dem
Degressionsverlauf des gTubulin-Signals sollten so einen Hinweis auf die gTubulin-
Abundanz au3erhalb der Zellteilung geben.

Innerhalb der ersten drei Millimeter des ersten Segments war der Mitotische Index (MI) am
hochsten, bereits im Verlauf von Segment 2 sank der M1 auf den Wert Null (siehe Abb. 62).
Die Transkriptmenge in diesem Segment betrug jedoch noch die Hafte des Maximalwertes.
Im Segment 3 konnten keinerlei Mitosestadien mehr nachgewiesen werden, die relative
Transkriptmenge von g-Tubulin lag aber immer noch bei 38 % des Maximums.

Eine Erklérung fur die auffalige Diskrepanz in der Degressionsgeschwindigkeit zwischen Ml
und Abundanz von g-Tubulin-RNA bdote die biologische Halbwertszeit dieses Transkripts. Die

wachstumsbedingte Translokation meristematischer, mitotisch aktiver Zellen von der
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Blattbasis bis zum Segment 2 dauert sieben bis 14 h bei einer Wachstumsgeschwindigkeit von
0,7 mm/h (MEYER 1994). Habwertszeiten fur pflanzliche mRNA werden zumeist im
Stundenbereich angegeben (JOHNSON et al. 1998, GUTIERREZ et al. 1999), die fiir
Tubulin-mRNA werden meist in Minuten, seltener in Stunden (BYRNE et a. 1993). Nach
GREEN (1993) betragt die Halbwertszeit pflanzlicher b-Tubulintranskripte etwa 100 min.
Geht man von einer durchschnittlichen Translokationszeit von 10 h aus, so dirfte im
Segment 2 nur noch ca. 1,6 % der urspriinglichen Transkriptmenge vorhanden sein, unter der
Annahme, dal3 g-Tubulin- und b-Tubulin-Transkripte eine dhnliche Halbwertszeit besitzen.
Wenn g-Tubulin ausschliefdlich in meristematischen Bereichen exprimiert wirde, sollte in
Segment 2 und 3 kein g-Tubulin-Transkript mehr nachweisbar sein.

Die Grinde der hohen Abundanz von g Tubulin-Transkript in den Segmenten 2 und 3 sind
also eher in Vorgangen zu suchen, die nicht mitose- oder cytokineseabhéngig sind. Dies
spricht daflr, dal3 g-Tubulin neben zellteilungsspezifischen Aufgaben wie Initiierung von
Spindelfasern noch weitere Funktionen erfiillt, die im Zusammenhang mit der Reorganisation
des mikrotubuléaren kortikalen Cytoskeletts stehen. So kénnte g-Tubulin verantwortlich sein
fUr die Initilerung der bandartig organisierten kortikalen MT der Mesophyllzellen im Segment
2 und 3. Erste Hinweise lassen vermuten, dal3 auch bei anderen Pflanzen auf3erhalb von
Mitose- und Cytokineseaktivitét g-Tubulin-Transkript vorliegt (KAUTZ 1999).

Allgemein weist pflanzliches g-Tubulin eher im C-Terminus aufféllige Sequenzunterschiede
gegentber tierischem g-Tubulin auf (siehe Abb. 44, Kapitel 3.4.8). Es wird angenommen, dal3
tierisches g-Tubulin Uber den C-Terminus mit anderen centrosomalen Proteinen interagiert
(BURNS 1995). Die Nukleation der Mikrotubuli von Angiospermen wird dagegen nicht Uber
Centriolen gesteuert. Dies konnte en weiterer Anhaltspunkt dafir sein, dal3
Sequenzunterschiede in dieser Region auch funktionelle Bedeutung haben, insbesondere im
Hinblick auf die mdgliche Beteiligung von g-Tubulin an der Initiation kortikaler Mikrotubuli

bei Pflanzen.
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Abb. 62: Vergleich der relativen Transkriptmengen von g-Tubulin und a-Tubulin mit den kortikalen
Mustern der Mikrotubuli im Entwicklungsgradienten des Blattes.

Die Maxima der Transkriptmengen und des mitotischen Index wurden auf den Wert 1 bezogen. Die g-Tubulin-
Abundanz wurde mit der a-Tubulin-Abundanz (Sonde konserv. a-Tubulin, Abb. 49, Kapitel 3.5.1.2) verglichen.

4.2.2 Zur Antikorperherstellung geeignete Sequenzmotive

Bei g Tubulin liegt die Homologie auf Proteinebene zwischen der Sequenz aus Gerste und der
aus Mensch nur noch bei 75% und nicht bei 83 % wie zwischen a-Tubulin aus Maus
(MUSTUBA2M) und Gerste (HVATUB1). Dies konnte die Wahrscheinlichkeit einer
Antikorperbindung aufgrund weniger gut passender Epitope verringern, weshalb bel einem
Nachweis von pflanzlichem gTubulin-Protein die gegen tierisches Protein gerichteten

Antikorper al's weniger gut geeignet erscheinen.
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Obwohl mit gegen menschliches g-Tubulin gerichteten Antikdrpern (JOSHI et al. 1992)
bereits pflanzliches g-Tubulin bei Allium cepa und Arabidopsis thaliana nachgewiesen wurde
(McDONALD 1993, LIU et a. 1994), konnte mit diesem Antikorper bei Gerstenprotein keine
eindeutige Markierung erreicht werden. Sowohl immuncytologische als auch Westernblot-
Experimente wurden durchgefihrt (ZUKOWSKI 1994). Allerdings konnten in den
Immunoblots keine distinkten Banden bel Gersten-Gesamtprotein detektiert werden. In den
Mesophyllzellen der Gerste zeigte sich in Interphase-Zellen perinucledre Fluoreszenz, bei
Anaphase-Zellen war die Fluoreszenz auf die Spindelpole beschrénkt. M oglicherweise liefzen
sich eindeutigere Ergebnisse erreichen, wenn zur Antikorperherstellung ein aus pflanzlichen
Sequenzen abgeleitetes Peptid verwendet wirde, da sich pflanzliche und tierische Epitope
dieses Bereichsin drei AS unterscheiden.

Neuere Arbeiten zeigen, dal3 sowohl mit Antikorpern, die gegen die AS-Sequenzmotive der
Positionen 38 - 53 aus Arabidopsis thaliana g-Tubulin (MARC 1997) bzw. gegen die Motive
35-50 aus Chlamydomonas reinhardtii (SILFLOW et a. 1999) gerichtet sind, g-Tubulin
detektiert werden konnte. Diese Sequenzbereiche liegen innerhalb eines konservierten,
N-terminalen Motivs. Gegen Proteinbereiche des C-Terminus (Positionen 368 - 383)
gerichtete Antikorper wurden ebenfalls bei Chlamydomonas erfolgreich eingesetzt
(SILFLOW et a. 1999). Sollen die selben Antikérper auch fir Untersuchungen bel
unterschiedlichen Spezies eingesetzt werden, erscheinen indes noch weiter im C-Terminus
gelegene Bereiche als wenig sinnvoll, da die Sequenzunterschiede zwischen den Arten
zunehmen. Dennoch wurden auch bel immuncytol ogischen Untersuchungen an Angiospermen
monoklonale Antikorper eingesetzt, die gegen Peptide an den Positionen 434 - 449 aus
menschlichem gTubulin gerichtet waren (BINAROVA et a. 1998). In diesem Bereich
stimmen zwischen pflanzlichen und menschlichem g-Tubulin von 16 AS nur neun Uberein,
was den sinnvollen Einsatz dieses Antikorpers im pflanzlichen System grundsétzlich in Frage
stellt.

Fur die Antikorperherstellung wéare das C-terminale Motiv 368 - 383 aus Chlamydomonas
(SILFLOW 1999) geeignet, alerdings sollte wegen der Sequenzabweichung in zwel
Positionen die entsprechende Sequenz aus Gerste herangezogen werden. Es kdnnte aber auch
wie in MARC (1997) bel Arabidopsis (s.0.) verfahren werden, da die N-terminale Sequenz
~EDFATQGGDRKDVFFY*“ aus A. thaliana vollstandig homolog zum entsprechenden

Sequenzbereich aus Gerste ist.
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4.3 Multiple Polyadenylierung

Bel vier von neun in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Tubulin-lIsotypen der Gerste
traten im nicht kodierenden 3'-Bereich unterschiedlich lange Varianten auf, so etwa bei
HVATUB2 bis zu sechs Formen unterschiedlicher Lange. Obwohl nicht generell
ausgeschlossen werden kann, dal3 die verkirzten Formen das Resultat von Sekundéarstrukturen
bei der cDNA-Synthese sind, lassen die umfangreichen Daten aus der Literatur (siehe unten)
darauf schlief3en, dal? tatsachlich Transkripte des selben Gens mit unterschiedlich langem
nicht kodierenden 3"-Bereich mdglich sind.

Bei pflanzlicher mRNA ist das Vorkommen mehrerer Polyadenylierungsstarts weit verbreitet
(WU et a. 1995). Bei verschiedenen pflanzlichen Genen kommen bis zu 14 unterschiedliche
Moglichkeiten zur Polyadenylierung vor (DEAN et al. 1986, KLAHRE et a. 1995). Auch bei
a- und b-Tubulin-Transkripten aus Mais sind Varianten mit multipler Polyadenylierung
beschrieben worden (MONTOLIU et a. 1990b, ROGERS et a. 1993). Besondere Sequenz-
motive im nicht kodierenden 3"-Bereich beeinflussen den Start der Polyadenylierung: Es
lassen sich nach HUNT (1994) ,Near Upstream Elements® (NUES) von ,Far Upstream
Elements* (FUES) abgrenzen, die gemeinsam den Ort der Polyadenylierung bestimmen sollen
(MacDONALD et a. 1991, ROTHNIE et a. 1994, WU et a. 1995, HUNT & MESSING
1998).

Near Upstream Elements:

Eine typisches in fast alen tierischen Sequenzen gefundenes NUE stellt die Basenfolge
AAUAAA dar, die sechs bis 40 Basen stromaufwérts der Polyadenylierungsstelle liegt
(PROUDFOQOT & BROWNLEE 1976). Bel Pflanzen ist diese Sequenzfolge allerdings nicht
hoch konserviert (MOGEN et al. 1990, HUNT & MESSING 1998) oder fehlt vollstandig (LI
& HUNT 1995). So besitzen nur 1/3 aler untersuchten pflanzlichen cDNA-Sequenzen das
vollstandige Element, wahrend etwa die Hélfte Varianten enthalten, in denen nur vier bis finf
der sechs Basen Ubereinstimmen (JOSHI 1987). Im Gegensatz zum tierischen System konnen
sogar an fast beliebiger Stelle des , klassischen* NUE-Motivs AAUAAA experimentell
Nukleotidsubstitutionen gesetzt werden, die ohne nennenswerten Einflud auf die
Prozessierung des 3 -Ende bleiben. (BIRNSTIEL et a. 1985, WU et al. 1995, ROTHNIE
1996).

Far Upstream Elements:

FUE-Elemente, die bei Sadugetieren nicht vorkommen, liegen in grof3erer Entfernung

stromaufwarts der Polyadenylierungsstelle. Im Gegensatz zu den NUEs scheinen sie eher
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einen Bereich mehrerer moglicher Polyadenylierungsstarts 40 bis 160 Basen stromabwarts
festzulegen. Fur FUEs des rbcS-Gens der Erbse sind charakteristische Basenfolgen z.B.
UAUUUGUA oder UUGUA (MOGEN 1992). Es werden auferdem weitere Motive
(UUUGUA, UGUGUUUUUU und UGUUGUG) fur Pflanzen diskutiert (ROTHNIE 1996).
Aufgrund dieser Variabilitdt zwischen verschiedenen FUEs wird allgemein UG-reichen
Sequenzen im nicht kodierenden 3"-Bereich diese Rolle zugesprochen (HUNT 1994, HUNT
& MESSING 1998).

In den bisher bekannten Tubulin-Sequenzen der Gerste ist das klassische NUE-Motiv
AAUAAA kurz vor dem Polyadenylierungsstart nur bei HVGTUB vorhanden (siehe Abb. 43,
Kapitel 3.4.6), dort alerdings zweimal kurz hintereinander. Das leicht abweichende Motiv
AATGAA (WU et a. 1993, WU et al. 1994) findet sich nur bei HVATUBS (siehe Abb. 24,
Kapitel 3.2.6.5) und HVGTUB. Wenn alerdings im Sinne JOSHI (1987) auch noch starker
abweichende Motive zugelassen werden, konnen auch bel den dbrigen Sequenzen NUE-
Polyadenylierungssignal e definiert werden (nicht gezeigt).

Die bisher bekannten Tubulin-Sequenzen der Gerste weisen eher typische FUE-
Sequenzfolgen wie (T)TTGTA auf, die sich in der Regel 40 bis 160 bp stromaufwarts des
poly(A)-Bereiches befinden (siehe die Kapitel 3.2.6, 3.3.3 und 3.4.6). Ausnahmen sind
HVATUBL1 und HVGTUB. Be HVATUBS tritt dieses Motiv ebenfalls auf, alerdings an fir
FUEs untypischer Stelle neun bp unmittelbar vor dem Polyadenylierungsstart. Alle bisher
beschriebenen a-, b-, und gTubulin-Isotypen der Gerste weisen hingegen UG-reiche
Sequenzen 40 bis 160 bp stromaufwarts des Polyadenylierungsstarts im Sinne von HUNT
(1994) auf.

Diein dieser Arbeit beschriebenen cDNA-Sequenzen der Gerste besitzen keine konservierten
Signalsequenzen fur Polyadenylierungsstarts, die allen Tubulin-Sequenzen gemeinsam sind.
Nur die UG-reichen FUE-Sequenzen lassen sich bel alen Tubulin-Sequenzen der Gerste
finden. Dies bestétigt die Beobachtung, dal3 bel pflanzlichen Transkripten weniger genau
definierte Motive als Signalsequenzen fur die Polyadenylierung genutzt werden.

4.3.1 Die Bedeutung multipler Polyadenylierungen

Ein Grofdteil der mRNA wird as heterogene Kern-RNA (hnRNA) nach dem Spleif3en im
Zuge ihrer Reifung vor dem Export in das Cytoplasma an definierter Stelle polyadenyliert. Im
Gegensatz zur mRNA aus Saugetieren konnen pflanzliche mRNAs zumeist an

unterschiedlichen Stellen des nicht kodierendem 3'-Bereichs polyadenyliert werden
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(WU et a. 1995). Neuere Arbeiten weisen jedoch auf multiple funktionelle Poly-
adenylierungssignale auch in Saugetier-Transkripten hin (PENHOAT et a. 1997, HUNT &
MESSING 1998). Obwohl Untersuchungen Uber die Rolle des nicht kodierenden 3 -Bereichs
in Bezug auf Transkriptionstermination und mRNA-Export aus dem Kern (WU et al. 1995)
durchgeftihrt wurden, gibt es noch wenig Hinweise auf die Bedeutung der multiplen
Polyadenylierung fir die Expression eines bestimmten Gens. INGELBRECHT et al. (1989)
untersuchten die Expression Uber Reportergene mit Deletionsmutationen im 3"-Bereich und
stellten fest, dal3 verkirzte 3" -Enden die Genexpression vermindern kénnen. Allgemein wird
angenommen, dal3 durch Lange und Segquenzunterschiede des nicht kodierenden 3"-Bereichs
die Stabilitdt der mRNA und somit die Trangdationseffizienz mitbestimmt wird (GALLIE
1993, GUTIERREZ et al. 1999).

4.3.2 Expression von Polyadenylierungsvarianten des Tubulin

Bei monokotylen Pflanzen wurden aul3er bel Gerste bisher nur bei Mais cDNA-Sequenzen
von a- und b-Tubulin mit unterschiedlich langem nicht kodierenden 3"-Bereich isoliert
(MONTOLIU et a. 1990b, ROGERS et a. 1993). Expressionsanalysen weisen darauf hin,
da3 eine kirzere Variante von ZMALTUB1 aus Mais bevorzugt in meristematischen
Geweben exprimiert wird (MONTOLIU et al. 1990b). Bei Gerste traten hauptsachlich in der
cDNA-Bibliothek ,, Segment 1“ verklrzte Varianten von HVATUB2 auf. Dies kdnnte as
erster Hinweis angesehen werden, dal3 auch bel der Gerste eine bevorzugte Expression der
kirzeren Variante eines a-Tubulin-1sotyps in teilungsaktivem Gewebe stattfindet.

Hingegen sind bei pflanzlichem g-Tubulin noch keine Polyadenylierungsvarianten bekannt.
Die zwei in der vorliegenden Arbeit beschriebenen im nicht kodierenden 3"-Bereich unter-
schiedlich langen Varianten von HVGTUB kodnnten das Produkt multipler Polyadenylierungs-
formen darstellen, die auch differenziell exprimiert werden. Erste Northernblot-Analysen
erbrachten jedoch keinen auffalligen Unterschied in der Degression der Transkriptmengen
beider Varianten. Vielmehr veranderten sich die relativen Transkriptgehalte beider Varianten
in dem Mal3e, wie es auch mit der Sonde aus dem kodierenden Bereich nachgewiesen werden
konnte. Genauere Aussagen waren mit DNA-Sonden gleicher spezifischer Aktivitdt moglich.
Die Signdintensitéten aus den Hybridisierungen mit beiden Sonden kénnten dann durch
Subtraktion Hinweise auf Mengenunterschiede beider RNA-Spezies geben. Der Nachwels
einer im 3-Bereich kirzeren Variante auf RNA-Ebene konnte zusétzlich durch einen

Endonuklease S1-Protektions Assay oder quantitative RT-PCR erfolgen.
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4.4 Schnellere ldentifizierung nah verwandten |sotypen mittels PCR-
Technik

Aus den proteinbiochemischen Daten der Arbeitsgruppe und den Verhdtnissen bei anderen
Pflanzenspezies ist zu schlief3en, dal3 die Multigenfamilie des b-Tubulin noch umfangreicher
ist als die des a-Tubulin. Bei Arabidopsis thaliana sind neun exprimierte |sotypen bekannt
(SNUTSTAD et a. 1992), bei Zea mays wurden acht Isotypen (VILLEMUR et al. 1994)
beschrieben.

Die in dieser Arbeit etablierte Methode der Ausschlief3ung schon bekannter 1sotypen mittels
PCR in der ersten Screeningrunde stellt bereits einen grofden Fortschritt gegeniber
herkdmmlichen cDNA-Bibliothek-Screenings dar. Ein schnellerer Zugang zu nah verwandten
cDNA-Sequenzen wére dennoch winschenswert. Ein Mdglichkeit dazu wirde die von
FAGOTTI et a. (1998) entwickelte ,,Multiple isoform recovery (MIR)-PCR* bieten. Diese
Methode basiert auf der Kombination der RACE (rapid amplification of cDNA ends)-Technik
mit der Herstellung subtraktiver cDNA-Bibliotheken. Uber sukzessive Subtraktionen der am
haufigsten vorkommenden Isotypen werden die weniger stark exprimierten |sotypen
angereichert. Die Anreicherung wird dadurch erreicht, da3 die cDNA schon bekannter
Isotypen mittels isotypspezifischer biotinylierter Primer durch eine Streptavidin-Affinitéts
Chromatographie zurtickgehalten wird und von der weiteren cDNA-Prozessierung
ausgeschlossen wird.

Da in der vorliegenden Arbeit schon drei b-Tubulin-Isotypen aus Gerste isoliert werden
konnten, wére sogar eine Zusammenfassung mehrerer Subtraktionsschritte auf einen denkbar.
Nachteilig ist, dald mit dieser Methode nur Teilsequenzen zu isolieren sind. Wird die Technik
indes so modifiziert, da’3 insbesondere die nicht kodierenden 3"-Regionen amplifiziert
werden, waren auch mit Teilsequenzen schon isotypspezifische Genexpressionsstudien

moglich.
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4.5 Phylogenetische Analysen

Ein Vergleich der Aminosduresequenzen zwischen den Tubulinklassen zeigt, dal3 a- und b-
Tubulin zu 36-42% Ubereinstimmen, g¢gTubulin hat zu beiden nur noch eine
Ubereingtimmung von 28 - 35% (BURNS 1991), woraus die Annahme folgt, da? in der
Evolution g-Tubulin zuerst divergierte (LITTLE & SEEHAUS 1988, OAKLEY 1994). Dadie
drei Tubulinklassen bel alen Eukaryonten vorkommen, kann angenommen werden, dal3 die
Auftrennung in drel Tubulinklassen aus einem unbekannten Vorlauferprotein (siehe Abb. 63)
der Aufspaltung der eukaryontischen Organismen vorausging (LUDUENA 1998).

Seit eniger Zeit mehren sich auch Hinweise auf ein ,prokaryontisches Tubulin®, eine
bakterielle GTPase (FtsZ), die im N-Terminus gewisse Ahnlichkeit zu Tubulin aufweist, zu
Protofilamenten assemblieren kann, wie g-Tubulin ringartige Komplexe ausbildet und eine
wichtige Rolle bei der Zellteilung von E. coli spielt (MUKHERJEE & LUTKENHAUS 1994,
ERICKSON 1995, ERICKSON 1997, WANG et al. 1997, ERICKSON 1998). Mdglicher-
wei se etablierte sich das Tubulin aus einem bakteriellen oder archdbakteriellen FtsZ-ghnlichen
Vorlauferprotein in der Evolution dadurch, dal3 mit der Entwicklung vom ringartigen Polymer
zum rohrenartigen Polymer (MARGOLIN et a. 1996) entscheidende Vorteile in der
raumlichen Organisation der Zelle gewonnen werden konnten. Da besonders Eigenschaften
zur Ausbildung von Axonemata bei b-Tubulin stark konserviert sind, nimmt man an, dal3 dies
die urspringliche Funktion des Tubulins gewesen sei (RAFF et a. 1997).

Zwischen Pflanzen- und Tierreich finden sich nur geringe Ubereinstimmungen beziiglich der
Isotypen von a- und b-Tubulin. Die Aufspaltung in Isotypen soll bel tierischen Organismen
vor etwa 500 - 280 Millionen Jahren erfolgt sein (LUDUERNA 1998). Auch fiir GefaRpflanzen
wird angenommen, dal3 erst mit dem erhéhten zellularen Organisationsgrad die Entwicklung
der Tubulin-Isotypen einherging und nicht schon vor der Radiation stattfand. Die bisher
bekannten Analysen umfassen jedoch nur die Sequenzvergleiche zwischen mono- und
dikotylen Pflanzen, entwicklungsgeschichtlich dltere Spezies wurden nicht mit einbezogen.
(VILLEMUR et a. 1992). Im folgenden sollen das pflanzliche a- und gTubulin im
Vordergrund der Diskussion stehen.
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Abb. 63: Die Evolution des Tubulin.
Entwicklung des Tubulin und dessen
I sotypen aus  enem putativen
Ancestral Protein (archébakteriellen) ancestralen Tubulin

(aus: LUDUENA 1998).

4.5.1 DieEinordnung der a-Tubulin-lIsotypen aus Gerstein die Subfamilien I-111

Die a-Tubulin-Sequenzen der mono- und dikotylen Pflanzen werden in zwei ursprtingliche
a-Tubulin-Gruppen (Subfamilien | und Il) eingeteilt, wobei fir ZMALTUBS3 (Z. mays) eine
weitere Gruppe, die Subfamilie I11, aus der Subfamilie | abgeleitet wurde (VILLEMUR et a.
1992). Es wurden ausschliefdlich die bekannten Sequenzen von A. thaliana, Z. mays und
Chlamydomonas miteinander verglichen. Die Sequenzen der Subfamilien | und Il des
a-Tubulin aus Mais zeigen jeweils hohere Ubereinstimmung zu Arabidopsis-Sequenzen al's zu
Sequenzen innerhalb der Spezies Mais, was darauf zurtickgefthrt wird, dal3 die Entwicklung
dieser Subfamilien vor der Aufspaltung in monokotyle und dikotyle Pflanzen stattfand
(VILLEMUR et al. 1992).

Die phylogenetischen Untersuchungen der abgeleiteten Aminosauresequenzen der Tubulin-
Isotypen aus Gerste dienten dazu, mdogliche verwandtschaftliche Beziehungen der
untersuchten Tubulin-Sequenzen untereinander sowie zu den Subfamilien festzustellen.
AuRerdem sollte ein moglichst umfassender Uberblick (ber die phylogenetischen
Beziehungen im Pflanzenreich beziiglich des a-Tubulins ermdglicht werden. Der Stammbaum
wurde nach der ,,Neighbor Joining“-Methode mit dem Programmpaket PHY LIP auf Basis der
AS-Divergenzen berechnet. Die Astlange spiegelt prozentuale Sequenzunterschiede zwischen
benachbarten Sequenzen wider (angegeben in akzeptierten Punktmutationen pro Aminosaure,
PAM-Matrix). Dabei gibt die Lage der Verknupfungspunkte eine Orientierung Uber den

Verwandschaftsgrad der Subklassen bzw. einzelnen Sequenzen. Es ist auch mdglich, die
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Berechnungen mit Teilsequenzen durchzufiihren, was insbesondere im Hinblick auf die
unvollstandigen Sequenzen HVATUB4 und HVATUBS nahe lag. Be evolutiondren
Sequenzanalysen von b-Tubulin-Genen bei Basidiomyceten konnte mit nur 133 AS eine
sinnvolle phylogenetischen Analyse durchgefihrt werden (THON & ROYSE 1999). Die
kirrzeste Sequenz aus Gerste mit 192 AS sollte auch eine derartige Untersuchung zulassen.
Dennoch wurde das alignment nur mit den vollsténdig bekannten Sequenzen durchgefihrt, da
far ein aignment mit Teilsequenzen nicht gentigend variable Positionen fur statistisch gut
unterstitzte Verzweigungspunkte (> 70 %) vorhanden waren.

In der vorliegenden Arbeit wurden zusétzlich zu den bereits von VILLEMUR et a. (1992)
untersuchten AS-Sequenzen alle bis dato bekannten, vollstandigen pflanzlichen a-Tubuline
auf Basis der abgeleiteten AS-Sequenzen eingefihrt. Alle lief3en sich, mit Ausnahme der
Sequenzen aus Algen, entweder in die Subfamilien | oder |1 einordnen. Der Subfamilie 111 ist
nach wie vor as enzige Sequenz ZMALTUB3 zugehdrig (siehe Abb.64) und die
unvollstandige Sequenz ZMTUA4 konnte aufgrund ihrer Sequenzéhnlichkeit in die
Subfamilie | gestellt werden. Es zeigt sich aul3erdem, dal3 die Aufspaltung der Subfamilien |
und Il wohl schon vor Entwicklung der Samenpflanzen stattfand, da sich auch die bisher
bekannte vollstdndige Sequenz aus Farn (A. phyllitidis) in die Subfamilie | gruppieren 1&M.
Von APTUBAZ2A aus A. phyllitidis war nur die Teilsequenz bekannt, sie kbnnte aufgrund der
hochsten Ubereinstimmung mit HVATUB1, ZMALTUB5 und ZMALTUBG zur Subfamilie Il
gestellt werden.

HVATUB2 und HVATUBS3 lassen sich in die Subfamilie | einordnen. HYATUBL &% sich
zur Subfamilie Il aus Mais (VILLEMUR et a. 1992) gruppieren (siehe Abb. 64). HVATUB4
und HVATUBS konnten aufgrund der nur teilweise bekannten Sequenzen nicht in die
Berechnungen mit vollstandigen Sequenzen einbezogen werden und konnten jeweils
entsprechend ihrer offensichtlichen Sequenzéhnlichkeiten zu Subfamilie | bzw. 11 gestellt
werden. Auch bei den a-Tubulin-Sequenzen der Gerste bestétigt sich die Beobachtung, dal3
Sequenzgemeinsamkeiten zwischen den Isotypen einer Subfamilie Uber Speziesgrenzen
hinweg héher sind, als Sequenzgemeinsamkeiten von Isotypen unterschiedlicher Subfamilien

innerhalb einer Spezies.
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Abb. 64: Phylogenetischer Stammbaum der abgeleiteten Aminosauren pflanzlichen a-Tubulins.

Die Ziffern an den Verzweigungspunkten geben die Bootstrap-Konfidenzstufen wieder. Die Sequenzen aus
Gerste sind fett gedruckt dargestellt. Als ,,outgroup” diente die Mus musculus-Sequenz. Die senkrechten Linien
fassen die Sequenzen in Subfamilien zusammen. Der graue Balken markiert die Sequenzen der Algen. Die
Quellenverweise zu den Sequenzen befinden sich im Anhang.

45.2 Die verwandtschaftliche Beziehung des gTubulins aus Gerste zu anderen

Pflanzenspezies

Bisher gibt es noch wenig Sequenzdaten tber pflanzliches g-Tubulin. Im Gegensatz zum a-
oder b-Tubulin treten sie nur in Form von ein bis zwel Isotypen auf. Die AS-Sequenzen der
monokotylen und dikotylen Pflanzen lassen sich deutlich voneinander abgrenzen (siehe
Abb. 65). Die Sequenzen der hoheren Geféal3pflanzen bilden wiederum zusammen mit Farn
(A. phyllitidis) eine Gruppe gegeniber Chlamydomonas. Allerdings wird der

Verzweigungspunkt zwischen den Sequenzen aus Mais und der aus Reis nur bel 28 % der
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bootstrap-Werte statistisch unterstiitzt, so dal3 die Mais-g-Tubuline zwar eine eigenstandige
Gruppe bilden, aber die Abstammung von einer eher Reis-dhnlichen oder eher Gersten-
ahnlichen Sequenz nicht statistisch ausreichend belegt werden kann.

Im Gegensatz zu den Verhdtnissen bei a-Tubulin stellt die Sequenz aus Farn bei g-Tubulin
eine eigene Gruppe dar, was darauf schlief3en |&%t, da3 die Aufspaltung zwischen den
¢ Tubulin-Genen entwicklungsgeschichtlich friher eintrat als die Aufspaltung in Isotypen bel
a-Tubulin. Im Gegensatz zu Angiospermen weist Farn im Entwicklungzyklus noch Centriolen
auf, worin eine stammesgeschichtliche frihere Abspaltung des gTubulins innerhalb der
Gefal3pflanzen begriindet sein kénnte. Sind erst weitere g Tubulin-Gene aus weiteren Spezies
hoherer Pflanzen bekannt, die noch Centriolen im Entwicklungszyklus aufweisen, etwa
Gymnospermen, ware ein umfassenderer Sequenzvergleich moglich, der vielleicht auch

weitergehende Einblicke in Funktionsaspekte ermdglichen wirde.

o— Zea mays ZMGAMTU
mB Zea mays ZMGAMTUB
— Oryza sativa AF036957
Hordeum vulgare HVGTUB
ﬁ‘: Arabidopsis thaliana ATU02069
Arabidopsis thaliana ATTUBG2
Nicotiana tabacum NTGTUB
Anemia phyllitidis APTUBGA
o0 Chlamydomonas reinhardtii CRU51545
Homo sapiens HUMGTUB

28

100

100

100 | 86

Abb. 65: Phylogenetischer Stammbaum der abgeleiteten Aminosauresequenzen pflanzlichen gTubulins.
Die ziffern an den Verzweigungspunkten geben die Bootstrap-Konfidenzstufen wieder. Als , outgroup” diente
die Homo sapiens-Sequenz HUMGTUB. Mono- und dikotyle Pflanzen lassen sich deutlich voneinander
abgrenzen. Farn bildet eine eigene Gruppe. Die Quellenverweise zu den Segquenzen befinden sich im Anhang.
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4.6 Ausblick

Wie bereits diskutiert, kdnnen aus den nun bekannten cDNA-Sequenzen der Tubulin-Isotypen
der Gerste AS-Sequenzen abgeleitet werden, die sich fir eine Peptidsynthese zur Herstellung
isotypspezifischer Antikorper eignen. Mittels Immunfluoreszenz wére zu untersuchen, ob
bestimmte Kompositionen von a-Tubulin-l1sotypen bei kortikalen MT entwicklungsspezifisch
bedingt bevorzugt werden. Bei Mais wurden bisher keine MT-Muster gefunden, die sich aus
einem einzigen a-Tubulin-Isotyp zusammensetzen. Auch liegen bel Mais differenziell
exprimierte Isotypen in der gesamten MT-Struktur vor und sind nicht etwa auf verschiedene
MT-Muster innerhalb einer Zelle aufgeteilt (EUN & WICK 1998). Mit isotypspezifischen
a-Tubulin-Antikorpern kénnte geklart werden, ob im Entwicklungsgradienten des Gersten-
blattes entwicklungsspezifische oder vielleicht fir bestimmte MT-Muster spezifische Isotyp-
Stochiometrien bei a-Tubulin auftreten.

Mit fir Gerste spezifischen gTubulin-Antikérpern kénnte analysiert werden, ob im
Zusammenhang mit Reorganisation kortikaler MT-Muster MTOC-ahnliche Nukleationsorte
von Bedeutung sind, die aulerhalb von Mitose und Zellteilung auftauchen. Den in sSitu-
Untersuchungen koénnten in vivo-Studien folgen: Beispielsweise kénnten Pflanzenzellen mit
GFP (green fluorescent protein) fusionierten g-Tubulin-Konstrukten transformiert werden, wie
es kirzlich von KHODJAKOV & RIEDER (1999) bei tierischen Zellen beschrieben wurde.
Auf diese Weise kénnte man zumindest in pflanzlichen Zellkulturen studieren, inwieweit
g Tubulin auch auf3erhalb von Mitose und Cytokinese auftritt.

Nach Aufkléarung der Genstruktur der Tubulin-Gene bei Gerste wéren Experimente moglich,
die Uber die Aktivitdt von Promotoren Hinweise auf speziesiibergreifende Gemeinsamkeiten
bezlglich der Transkriptionskontrolle bestimmter |sotypen erlauben. Beispielsweise kdnnten
Promotoren der Gene fir die Mlma-Isotypen und die MT-Band-Isotypen aus Gerste mit
GUS-Reportergenen fusioniert werden. Die mit jewells unterschiedlichen Konstrukten
transformierten Pflanzen wéaren dann hinsichtlich der bel Gerste beobachteten

Expressionsmuster zu tberprufen.

Die sehr charakteristischen Unterschiede im Expressionsmuster der finf a-Tubulin-Isotypen
wéahrend der Blattentwicklung weisen auf eine funktionelle Bedeutung im Rahmen der
Reorganisation des kortikalen MT-Cytoskeletts bei sich entwickelnden Mesophyllzellen der
Gerste hin. In Blattregionen hoher Zelltellungsaktivitét dominante Isotypen der Gerste sind
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den entsprechenden Sequenzen aus Mais sehr ahnlich. Mdglicherweise bestehen hier
funktionelle Gemeinsamkeiten, die die Multitubulinhypothese (FULTON & SIMPSON 1976,
LUDUENA 1998) unterstiitzen.

Ein Grofdteil der durchgefiihrten und oben geschilderten Untersuchungen hat jedoch eher
deskriptiven Charakter, teilweise kénnen bestimmten Isotypen spezifische Vorkommen in
MT-Mustern zugeordnet werden, die moglicherweise entwicklungs- oder gewebespezifisch
bedingt besondere Funktionen erfillen. Allerdings gibt es noch wenige Vorstellungen dariber,
welche unterschiedlichen molekularen Eigenarten der Isotypen im Einzelnen diese
funktionelle Spezialisierung ermdglichen. Letztlich mifde dberprift werden, ob ein
bestimmter Isotyp hinsichtlich der Funktion in einer Weise unersetzlich ist, die sich
phanotypisch ausdriickt. Die genaue Aufklarung der funktionellen Rollen der einzelnen
Tubulin-1sotypen bei der Umgestaltung des kortikalen MT-Cytoskeletts in Mesophyllzellen
im Modell , Entwicklungsgradient des Gerstenblattes® wére letztlich nur mittels Deletions-

und Mutationsanalysen moglich.
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5. Zusammenfassung

Die Morphogenese einer Pflanzenzelle wird in grofiem Mal%e durch die Dynamik kortikaler
Mikrotubuli (MT) bestimmt, die auf die Zellwandsynthese Einfluf3 nehmen. In dieser Arbeit
wurden die Transkriptmengen der a-Tubulin-Isotypen und des gTubulin wahrend der
Entwicklung des Gerstenblattes analysiert, um Zusammenhange zu bereits beschriebenen
Umwandlungen im kortikalen MT-Cytoskelett der Mesophyllzellen aufzudecken. Erstmals
konnte bei einer hdheren Pflanze die Genexpression auf RNA-Ebene innerhalb einer Tubulin-
Multigenfamilie im Verlauf der Blattentwicklung umfassend dargestellt werden.

Es wurden blattspezifische cDNA-Bibliotheken erstellt und mittels RT-PCR homologe DNA-
Gensonden fur die Screeningprozesse der cDNA-Bibliotheken hergestellt. cDNA-Sequenzen
von a-, b-, und g-Tubulin konnten isoliert werden. Weitere, weniger abundante a-Tubulin-
Sequenzen wurden wéhrend zusétzlicher Screeningrunden Uber PCR-Ausschlufd héufig
vertretener, bereits bekannter 1sotypen isoliert.

Die cDNA-Sequenzen von insgesamt funf verschiedenen Isotypen des a-Tubulin konnten
aufgeklart werden, drei |sotypen wiesen bis zu fiinf im nicht kodierenden 3"-Bereich verkirzte
Varianten auf, die aber in ihrer Anzahl deutlich unterreprésentiert waren. Die abgeleiteten
Aminosauresequenzen umfassten bei drei Isotypen 451 Aminosauren (AS), zwei |sotypen
waren im C-Terminus um eine bzw. um zwel AS kirzer. Die funf a-Tubulin-Isotypen wiesen
charakteristische Expressionsmuster auf, die in drei Klassen unterteilbar waren. Die | sotypen
HVATUBL1 und HVATUBS (MT-Band-Isotypen) hatten den maximalen Gehalt in Blatt-
bereichen, in denen auch hauptséchlich Mesophyllzellen mit kortikalen MT-Banderungen
vorkommen, wobel HVATUBS5 den am schwachsten exprimierten Isotyp darstellte.
HVATUB3 (Random-MT-Isotyp) zeigte die starksten Expressionsraten. Die im Meristem und
meristemnahen Bereichen bereits recht hohe Abundanz erreichte erst nach der
Zéellstreckungszone in einer Blattzone das Maximum, in dem hauptséchlich Mesophyllzellen
mit zerstreut angeordneten MT anzutreffen sind. Die Isotypen HVATUB2 und HVATUB4
(Ml max-1s0typen) waren in mitotisch aktiven, basalen Blattbereichen dominant.

Die cDNA-Sequenz vom g-Tubulin der Gerste, HVGTUB, wurde ermittelt; die abgeleitete
Aminosduresequenz bestand aus 469 AS. Das Auftreten einer im nicht kodierenden
3 -Bereich kirzeren Variante konnte erstmals bei pflanzlichem g Tubulin beschrieben werden.
Southernblot-Analysen lief3en darauf schlief3en, dafd g-Tubulin nur as Einzelkopie im Genom

der Gerste vorkommt. Das g Tubulin wurde im mitosereichen Meristem der Blattbasis am
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stérksten exprimiert. Da die Abnahme der Transkriptmenge weitaus langsamer verlief als die
Abnahme der Zellteilungsaktivitét, ist anzunehmen, dald g-Tubulin neben der Erfillung von
mitose- und zelltellungsspezifischen Funktionen auch eine Rolle im Zusammenhang mit der
Dynamik des kortikalen M T-Cytoskel etts spielt.

Einen ersten Schritt zur Aufklérung der Genfamilie des b-Tubulin bei Gerste stellt die

Isolierung drei verschiedener cDNA-Sequenzen von b-Tubulin (HVBTUB1, HVBTUB2 und
HVBTUBS3) dar.
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7. Anhang

7.1 Wahrend der Arbeit hergestellte Primer

Primer fur a-Tubulin der Gerste:

HVATUB1 5
Sequenzierprimer zum ,, primer walking“:
P1 CGA ACT TGT GGT CGA TGC
P2 GAT GCC GCC AAC AAC TTC
P3 GGA GGT GGT AAG AGA AGA
P4 CAT TTC ATG CTT TCG TCG

| sotypspezifische Primer:

GSP1U AGT AGC TGG TTA ATA AGG TAG TTG GC

GSP1D GTG GAA ATG GGG TAT CAA CAA
HVATUB2

Sequenzierprimer zum ,, primer walking“:

P5 CAT AC CCT CAC CCA CAT ACC

P6 GTG GIC ATT ACA CCA TTG G

P7 GAC ATC GGT GIG CTC AAG G

P8 CAG TGC ATT CGA GCC TTC C

| sotypspezifische Primer:

GSP2BR TCC TAT GAT CTG CCC AAG

GSP2BL ACA GGA AAA TGG AGA CAG AG

GSP2KL GAG TTC GAC GAT GGI GAG GAT

GSP2BL ACA GGA AAA TGG AGA CAG AG
HVATUB3

Sequenzierprimer zum ,, primer walking“:
POMAG GGC AGA TGT CAT AGA TGG

| sotypspezifische Primer:

GSP3BL AGA AGC CTG CCT CCT G

GSP3BR TTG TGT AGG CAA ACC AGA TA

GSP3U CTC CTG GGG TGC TGC TG

GSP3D ACA TGC ATA TTA ACC AAG GIG C
HVATUB4

Sequenzierprimer zum ,, primer walking*

i 350w1 TCT CCA ACT CCA CCA GCG

i 350wW2 ACG GCC CTC TGC ACC TTG

| sotypspezifische Primer:

GSP4EL TGC TCG TCC GCT CGA C
GSP4AER AGC GAG ATA CTT GIT CCA CGA
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HVATUBS 5 3
| sotypspezifische Primer:
GSP5CL TAA TTT GGG TGG CAG TGT
GSP5CR AGT ACA AAA ACT CTT CGT TCA TT

Primer fur g Tubulin der Gerste:

QUL: TCG AGG ACT TCG C(C/ T)A CTC A

aue: GA(C/T) GTC TTC TTT TAC CAG G

GD3: GCC AAC CAG ATC ATT GIT C
HVGTUB

Sequenzierprimer zum ,, primer walking”:

| 186WLR GAT TCC TAC TCC AAG GIG C
| 186wlU GGA ATC AAG GAG GCA AGA AG

spezifisch fir den nicht kodierenden 3"-Bereich:

GGSPL2 GITA AAT ACC AAG GIC TCG CTG
GGSPL3 ACT TGC GCC CAA ACA AAG
GGSPL4 CAA CCC CAA AAC CCT AGA CA
GGSPR3 ACC AAA AGC AGC ATC ACT AC

spezifisch fir den langen nicht kodierenden 3' Bereich:

GGSPL2 GTA AAT ACC AAG GIC TCG CTG
GGSPO1L TAT TAT TGC GCA GAC CTT

GGSPO1R TGT AGA TTC ACT TAT TTT ATT CIT
GGSPR1 CAT TTT GCT TCA TAT ACA GIC CCC T

GGSPR4 AAA GAT CCA TTC ATT TTG CTT CA
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7.2 Quélenverweise der Tubulin-Gene

Die Sequenzen, mit denen Sequenzvergleiche und phylogenetischen Anaysen durchgefihrt
wurden, stammen entweder aus der vorliegenden Arbeit oder aus der Genbank. Sie kénnen

Uber die Zugriffsnummern (Accession number) abgerufen werden. Die Zugriffsnummern sind

jeweilsin Klammern aufgefihrt.

Arabidopsis thaliana

a-Tubulin ~ ATHTUBA (M17189)
ATHTUBIA (M21414)
ATHTUBA2A (M84696)
ATHTUBA4A (M84697)
ATHTUBASA (M84698)
ATHTUBAGBA (M84699)

g-Tubulin ATTUBG2 (U03990)
ATU02069 (U02069)

Anemia phyllitidis

a-Tubulin APTUBA1A (X69183)
APTUBA2A (X69184)

g-Tubulin APTUBGA (X69188)

Avena sativa
a-Tubulin ASATUBULP (X97446)

Chlamydomonas reinhar dtii

a-Tubulin CRTBA1A (M11447)
CRTBA2A (M11448)

g Tubulin CRU31545 (U31545)

Chlorellavulgaris
a-Tubulin CHLTUA1 (D16504)

Chloromonas spec.
a-Tubulin AF032876 (AF032876)
AF032877 (AF032877)

Eleusineindica

a-Tubulin AF008120 (AF008120)
AF008121 (AF008121)
AF008122 (AF008122)

Homo sapiens

g Tubulin HUMGTUB (M61764)

LUDWIG et al. (1987)
LUDWIG et al. (1988)
KOPCZAK et a. (1992)
KOPCZAK et a. (1992)
KOPCZAK et a. (1992)
KOPCZAK et a. (1992)
LIU et al. (1994)

LIU et al. (1994)

(unverdffentlicht)
(unverdffentlicht)
FUCHS et al. (1993)

(unverdffentlicht)

SILFLOW et al. (1985)
SILFLOW et al. (1985)
SILFLOW et al. (1999)

YAMADA et a. (1993)

(unverdffentlicht)
(unverdffentlicht)

YAMAMOTO & BAIRD (1999)
YAMAMOTO & BAIRD (1999)
YAMAMOTO & BAIRD (1999)

ZHENG et al. (1991)
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Mus musculus

a-Tubulin ~ MUSTUBA2M (M13446)

Nicotiana tabacum
g Tubulin NTGTUB

Oryza sativa

a-Tubulin AF030548 (AF030548)
OSTA111 (X91806)
OSTA136 (X91807)
OSTA274 (X91808)

gTubulin  AF036957 (AF036957)

Pisum sativum
a-Tubulin PS12589 (U12589)

Prunus amygdalus
a-Tubulin PAATUB (X67162)

Triticum aestivum
a-Tubulin TAU76558 (U76558)

b-Tubulin  TAU76754 (U76754)
TAU76895 (U76895)
TAU76896 (U76896)

Zea mays

a-Tubulin ZMALTUB1(X15704)
ZMALTUB2(X15704)
ZMALTUB3 (X63176)
ZMTUAA4 (X73980)
ZMALTUBS (X63177)
ZMALTUBG (X63178)

g Tubulin ZMGAMTU (X80375)
ZMGAMTUB (X78891)

Volvox carteri
a-Tubulin VCAZ2T (L24546)

VILLASANTE et al. (1986)

KAUTZ (1999)

(unverdffentlicht)
QIN et al. (1997)
QIN et al. (1997)
QIN et al. (1997)
(unverdffentlicht)

BRIERLY et al. (1995)

STOCKER et al. (1993)

(unverdffentlicht)

(unverdffentlicht)
(unverdffentlicht)
(unverdffentlicht)

MONTOLIU et al. (1990)
MONTOLIU et al. (1990)
VILLEMUR et al. (1992)
DOLFINI et al. (1993)
VILLEMUR et al. (1992)
VILLEMUR et al. (1992)
LOPEZ et a. (1995)
(unverdffentlicht)

MAGES et dl. (1988), MAGES et al. (1995)
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