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Teil1: Einleitung 1

Teil 1 Etablierung eines induzierbaren Suizidsystems zur
Identifizierung von Mutanten der salizylsaureabhan-

gigen Signaltransduktion
1.1 Einleitung

1.1.1 Lokale und systemische Pathogenabwehr der Pflanze

Pflanzen sind wie alle Lebewesen in ihrer Umwelt einer Vielzahl von Organismen
ausgesetzt, die ernste Schaden verursachen oder tédlich wirken kénnen. Dazu zéhlen neben
Fralfeinden vor allem bakterielle und virale Pathogene sowie Pilze. Um dem Angriff eines
Pathogens Widerstand leisten zu kénnen, haben Pflanzen eine Vielzahl von physikalischen,
chemischen und physiologischen Barrieren und Abwehrmechanismen entwickelt.

Auf Seite der Pathogene unterscheidet man zwischen virulenten und avirulenten Pa-
thogenen. Avirulente Pathogene werden vom pflanzlichen Organismus effizient erkannt.
Darauthin werden Abwehrmechanismen aktiviert und der Pathogenbefall erfolgreich abge-
wehrt, so dald es nicht zur Ausbildung eines Krankheitsbildes kommt, das die ganze Pflanze
erfaldt: Pflanze und Pathogen sind inkompatibel. Virulente Pathogene werden hingegen nur
uneffizient von der Pflanze erkannt und die Abwehr findet entweder stark verzogert oder gar
nicht statt. Dies hat zur Folge, dald sich ein Pathogen in der Pflanze ausbreiten kann und

sich ein Krankheitsbild auspragt, das bis zum

Tod der Pflanze fuhren kann: Pflanze und Pa- jPathogen Host plant genotype
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thogen sind kompatibel.

Viele der physiologischen Abwehrme-
@ @<

chanismen sind nicht dauerhaft aktiv, sondern

. . Avrl Avrl Rl protei Avrl 1 protei
werden vom pflanzlichen Organismus erst zu v profemt | Avrd 1% profeln

No disease Disease

Beginn eines Pathogenbefalls aktiviert. Die (Plant and pathogen | (Plant and pathogen

Erkennung eines avirulenten Pathogens wird are incompatible.) |are compatible.)

durch ein spezifisches Resistenzprotein der

Pflanze vermittelt, das ein Signal von einem “)@- .)é-—

Avirulenzprotein des Pathogens registriert | avrl avrl Rlprotein | avrl rlprotein
------------ ' Disease Disease

) (Plant and pathogen| (Plant and pathogen
van der Biezen und Jones, 1998). Nach dem are compatible.) are compatible.)

Gen-flr-Gen-Modell liegt eine grole Zahl indi-  appiigung 1: Gen-fiir-Gen-Modell der kompatiblen

und inkompatiblen Interaktion von Pflanze und

vidueller Resistenzgene vor, von denen jedes Pathogen

fur die Erkennung eines bestimmten Avirulenz-  aus Buchanan et al. (2000)



Teil1: Einleitung 2

faktors aus einem Pathogen verantwortlich ist. Ein gut charakterisiertes Beispiel ist die spezi-
fische Erkennung der Replikase des Tabakmosaikvirus durch das Genprodukts des N-Gens
(Baker et al., 1996; Dinesh-Kumar und Baker, 2000). Die gro3e Mehrheit der Resistenzpro-
teine besitzt konservierte Domanen: Eine Nukleotid-Bindestelle (nucleotide binding site,
NBS), eine Region mit wiederholten leucinreichen Motiven (leucine rich repeats, LRR) und
entweder eine Doppelwendelstruktur (coiled coll, CO) oder eine
Toll/Interleukinrezeptordomane (TIR-Doméane). Sie werden daher als CC-NBS-LRR- bezie-
hungsweise TIR-NBS-LRR-Resistenzproteine klassifiziert. In ihrer Struktur ahneln diese Pro-
teine den Interleukinrezeptoren der Saugetiere und dem Spéatzle-Rezeptor Toll aus Drosophi-
la melanogaster, nach deren Aktivierung Abwehrgene induziert werden (Cohn et al., 2001).
Méglicherweise kdnnen aus einem Vergleich zwischen tierischem und pflanzlichem System
generelle Mechanismen der Pathogenabwehr geleitet werden.

Nach der Erkennung eines Pathogens
werden direkt an der Infektionsstelle Abwehr-
mechanismen aktiviert. Diesen sehr schnellen
Prozel3 nennt man hypersensitive Antwort (hy-
persensitive response, HR; Flor, 1971; Hamm-
mond-Kosack und Jones, 1996; Keen, 1992;
Lamb, 1994; Lamb et al., 1989; Staskawicz et
al., 1995). Die HR setzt sich aus verschiedenen
Komponenten zusammen: Bildung hoher Kon-
zentrationen reaktiver Sauerstoffverbindungen
(oxidative burst; Sutherland, 1991; Baker und
Orlandi, 1995; Rossetti und Bonatti, 2001),
Synthese von Phytoalexinen, Expression von
Schutzproteinen wie Glutathion-S-Transferasen
und programmierter Zelltod an der Infektions-
stelle. Die Auspragung einer HR ist gut anhand

der Bildung von Lasionen an den Infektionsstel-

. iy . . Abbildung 2: Ausbildung von Lasionen im Rahmen
Gleichzeitig mit der Auslésung der HR  einer HR nach Infektion eines Tabakblattes mit dem

Tabakmosaikvirus

wird die Etablierung eines molekularen Schutz-

schildes im gesamten pflanzlichen Organismus angeregt, der sich binnen weniger Tage bis
Wochen auspragt und gegen eine Vielzahl von Pathogenen gerichtet ist. Zwei Abwehrme-
chanismen sind bisher charakterisiert worden: Die jasmonsaureabhangige induzierte syste-
mische Resistenz (induced systemic resistance, ISR; Pieterse et al., 1998; Pieterse und van

Loon, 1999), auf die im Rahmen dieser Arbeit nur am Rande eingegangen wird, und die sali-
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zylsaureabhangige systemische erworbene Resistenz (systemic acquired resistance, SAR,;
Ross und Bozarth, 1960; Ross, 1961; Kuc, 1982; Ryals et al., 1996), die im Folgenden de-
tailliert beschrieben werden soll.

Das Phanomen, dal} Pflanzen nach ei-
ner erstmaligen Pathogeninfektion eine Resi-
stenz ausbilden und bei einer zweiten Infektion
weniger schwere Symptome zeigen, wurde
von Ross (1961) als systemisch erworbene
Resistenz bezeichnet, nachdem ahnliche Pha-
nomene erstmals bereits 1911 (Smith et al.,
1911) und danach 1933 und 1952 wieder be-

schrieben worden waren (Chester, 1933; Gil- Abbildung 3: Vergleich der Symptome von Pflanzen
. . mit und ohne SAR nach einer Infektion mit dem
patrick und Weintraub, 1952). Ross (1961) Tabakmosaikvirus

beschrieb. dal sich sieben Tage nach einer Die links abgebildete Pflanze hat eine SAR etabliert, die
’ rechte hingegen nicht.
Erstinfektion eines resistenten Tabakkultivars
mit dem Tabakmosaikvirus eine Resistenz ausgebildet hatte, die bewirkte, dall bei einer
zweiten Infektion keine Lasionen mehr auftraten (eine Wiederholung dieses Experiments ist

iniAbbildung 3 dargestellt). Diese Resistenz war auch gegen andere Viren wirksam.

Die Etablierung der SAR wird durch einen Anstieg der Salizylsdurekonzentration im
pflanzlichen Gewebe eingeleitet und kann auch experimentell durch Applikation von Salizyl-
saure induziert werden: Allein eine erhdhte Salizylsdurekonzentration ist ausreichend und
notwendig, um die SAR auszulésen (White, 1979; Klessig und Malamy, 1994; Verbene et al.,
2000; Mauch et al., 2001). Die Manifestation der SAR in der Pflanze 1aRt sich anhand der
Expression charakteristischer Gene, wie PR-1 oder BGL2 nachweisen, deren Funktion im
folgenden Absatz erklart wird. Hat sich die SAR manifestiert, so halt der resistente Zustand
mindestens Uber einige Wochen an.

Die im Verlaufe der SAR induzierten Gene sind verschiedener Natur. Fur das PR-1-
Protein wurde nachgewiesen, dal} es eine biologische Aktivitdt gegen Pilzwachstum besitzt
(Alexander et al., 1993; Rauscher et al., 1999), so dal} durch die Anwesenheit dieses Prote-
ins bereits das Wachstum von potentiellen Pathogenen gehemmt wird. BGL2, auch als PR-2
bekannt, codiert fir eine B-Glucanase. Weitere Proteine sind Chitinasen und sekretierte Pro-
teasen. Diese Enzyme haben die Funktion, Zellwédnde von Bakterien und Pilzen zu schadi-
gen. Signaltransduktionskomponenten verschiedener Klassen werden ebenfalls verstarkt
exprimiert. Dazu gehéren Rezeptorkinasen (Ohtake et al., 2000), Lipoxigenasen, Transkripti-
onsfaktoren verschiedener Klassen, Proteinphosphatasen, Ubiquitin und assoziierte Protei-
ne, MAP-Kinasen, leucinreiche Proteine (LRR) und 14-3-3-Proteine (Schenk et al., 2000b).

Die erhdhte Expression von Signaltransduktionskomponenten wahrend der SAR dient wahr-
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scheinlich dazu, Pathogensignale schneller und starker zu vermitteln, da Reaktionszeit und
Intensitat der Reaktion entscheidende Parameter sind, die Uber Erfolg oder MiRRerfolg der
Pathogenabwehr bestimmen. Letztendlich konnte auch die Aktivierung von Schutzproteinen
wie ABC-Transportern, DNA-Reparaturproteinen, Superoxid-Dismutasen oder den bereits
erwahnten Glutathion-S-Transferasen nachgewiesen werden (Maleck et al., 2000; Schenk et
al., 2000b; Schenk et al., 2000a). Glutathion-S-Transferasen dienen wahrscheinlich dem
Uberleben der Zellen wahrend der Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies wahrend der

HR nach einer Infektion.

1.1.2 Signaltransduktion der systemischen erworbenen Resistenz
(SAR)

Salizylsaure wird allgemein als das von einer Infektionsstelle ausgehende Signal zur
Etablierung der SAR angesehen (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990) und ist zwingend
daflr erforderlich (Gaffney et al., 1993). Nach einer Infektion von Tabakblattern mit dem Ta-
bakmosaikvirus steigt die Salizylsdurekonzentration in der gesamten Pflanze auf etwa das
zehnfache des Ursprungswertes an. Damit es zum Anstieg der Salizylsaurekonzentration im
Gewebe kommen kann, missen eine Reihe von Signaltransduktionskomponenten aktiv wer-
den, die an dieser Stelle nicht detailliert besprochen werden sollen (Ubersichtsartikel von
Glazebrook, 1999; Klessig et al., 2000; Glazebrook, 2001; Zhang und Klessig, 2001).

1.1.2.1 Signaltransduktion des Salizylsaurestimulus

Von der zellularen Perzeption des Salizylsauresignals bis zur Manifestierung der SAR
durch die Synthese eines Satzes charakteristischer Schutzproteine muf® das Signal prozes-
siert und an eine Anzahl von Promotoren vermittelt werden. Der Beginn der von der Salizyl-
saure ausgehenden zelluldren Signaltransduktion ist unklar. Obwohl mehrere Proteine ge-
funden wurden, die Salizylsdure binden (Chen und Klessig, 1991; Du und Klessig, 1997),
konnte keines dieser als SABP bezeichneten Proteine bisher zweifelsfrei als Salizylsaurere-
zeptor identifiziert werden. Funktionelle Analoga der Salizylsdure wie Benzothiadiazol und
2,6-Dichloroisonicotinsaure, die auch eine SAR ausldsen kdnnen, binden ebenfalls an die
SABPs (Conrath et al., 1995; Durner und Klessig, 1996; Wendehenne et al., 1998). Fir wei-
tere funktionelle Analoga wie B-Aminobuttersaure, Acetylsalicylsdure oder Thiouracil, die
ebenfalls eine SAR auslésen, wurde die Bindung an SABP bislang nicht nachgewiesen
(Holmes, 1955; White, 1979; Zimmerli et al., 2001). Alternativ zur Bindung von Salizylsaure
an einen Rezeptor wird auch die Bildung von freien Salizylsdureradikalen als Ausléser der
folgenden Signaltransduktionsereignisse diskutiert (z. B. in Dempsey et al., 1999).

Eine der friihesten molekularen Antworten auf ein Salizylsauresignal, die bisher nach-

gewiesen werden konnten, ist die Aktivierung einer ungewoéhnlichen, 48 kDa grofien MAP-
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Kinase in Tabak, der SIP-Kinase (Zhang und Klessig, 1997). Diese Kinase ist auch durch
Behandlung mit Elicitoren (Zhang et al., 1998; Romeis et al., 1999), durch Verwundung
(Zhang und Klessig, 1998) und durch Stickstoffmonoxid aktivierbar (Kumar und Kilessig,
2000). In Arabidopsis sind die MAP-Kinasen MPK3 und MPKG6 funktionell analog zur SIPK in
Tabak (Tena et al., 2001). Die Tatsache, daf} derart verschiedene Stimuli die Aktivierung der
selben Kinasen bewirken, aber dennoch verschiedene physiologische Antworten der Pflanze
auslosen, lalkt vermuten, dall die Signaltransduktion der SAR in ein auferst komplexes
Netzwerk von streldabhangigen Signaltransduktionswegen eingebunden ist, die zum Teil
Uber die gleichen Signaltransduktionskomponenten laufen. Auf diese Weise kénnte auch
eine Kommunikation zwischen Signaltransduktionswegen zur Abstimmung verschiedener
physiologischer Antworten auf unterschiedliche Stimuli stattfinden. Die Aktivitat einer Kinase
in Tabak mit einem Molekulargewicht von 47 kDa, die nach Behandlung mit einem Elicitor an
Tyrosinresten phosphoryliert wird, ist abhangig von Calcium-lonenstromen (Suzuki und
Shinsi, 1995). Moéglicherweise handelt es sich bei diesem Protein um die von Zhang und
Klessig (1997) identifizierte SIP-Kinase.

In Arabidopsis wurde an einer weiteren MAP-Kinase, MPK4, gezeigt, dal3 sie sowohl
die SAR als auch die ISR beeinflult (Peterson et al., 2000). Dabei ist die Aktivierung von
MPK4 fur die Expression der jasmonsaureabhangigen Abwehrgene notwendig. Gleichzeitig
bewirkt ihre Aktivitat eine Repression des salizylsdureabhangigen Signaltransduktionswegs
zur Induktion der SAR. MPK4 stellt also einen Verknupfungspunkt zwischen zwei Signal-
transduktionswegen dar, die als Reaktion auf unterschiedliche Stimuli zu einer differenzierten
physiologischen Antwort des pflanzlichen Organismus flhren. Die jlingsten Interpretationen
zur Funktion von MPK4 vermuten diese Komponente in der Signaltransduktion eher oberhalb
von Salizylsaure, da mpk4-Mutanten durch hohe Salizylsdurekonzentrationen und konstituti-
ve Expression von PR-Genen charakterisiert sind (Glazebrook, 2001). Als Regulatoren von
MPK4 werden die Kinasen MEKK1 und MEK1 angenommen (Zhang und Klessig, 2001).

Conrath et al. (1997) konnten mit Hilfe von Hemmstoffen gegen Proteinkinasen und
Proteinphosphatasen zeigen, dal auch die Dephosphorylierung von Serin- oder Threoninre-
sten an der Signaltransduktion zur salizylsaureinduzierten Expression von PR-1 beteiligt ist;
Uber die Epistase dieser Dephosphorylierungsereignisse bezlglich der weiteren Signaltrans-

duktionskomponenten ist jedoch nichts bekannt.

1.1.2.2 NPR1 als zentraler Regulator der SAR

Fir die Etablierung der SAR in Arabidopsis thaliana ist das NPR1-Protein von ent-
scheidender Bedeutung. In mehreren Forschungsgruppen wurden durch verschiedene An-
satze bisher 12 allelische npr1-Mutanten (nonexpressor of PR genes, ursprunglich such als
nim1, non immunity oder sai1, salicylic acid insensitivity bezeichnet) identifiziert, die nach

Infektion mit Pathogenen oder Induktion durch Salizylsaure die Transkription von PR-Genen
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nur noch in sehr geringem Mal3e aktivieren, und auch keine SAR etablieren kdnnen (Cao et
al., 1994; Delaney et al., 1995; Glazebrook et al., 1996; Shah et al., 1997). Wird hingegen
NPR1 Gberexprimiert, so entwickeln solche Pflanzen eine erhdhte Resistenz gegen ein brei-
tes Spektrum von Pathogenen (Cao et al., 1998). Dabei ist die erhdhte Resistenz nicht auf
eine konstitutive Expression, sondern auf eine schnellere und verstarkte Aktivierung der PR-
Gene nach Pathogeninfektion oder einem Salizylsaurestimulus zurtickzufihren.

Cao et al. (1997) und Ryals et al. (1997) konnten nach der Klonierung des NPR1-Gens
die strukturellen Charakteristika des NPR1-Proteins beschreiben. NPR1 enthalt demnach
zwei Protein-Protein-Interaktionsdomanen: Eine BTB/POZ-Domane (broad complex, tram-
track, bric-a-brac / poxyvirus zinc finger) und eine Region mit vier Ankyrinmotiven. Sequenz-
vergleiche ergaben, dal} es in Teilen eine signifikante Homologie zu IkBa aufweist. Nach
Untersuchungen in Saugetieren und Insekten bewirken Proteine der IkB-Familie eine Reten-
tion des Transkriptionsfaktors NFkB im Cytoplasma. Nach einem Pathogensignal wird kB
ubiquitiniert und durch das Proteasom abgebaut, so dal} der Transkriptionsfaktor NFkB frei-
gesetzt wird und in den Zellkern gelangt wo er Genexpression induziert. Dieser Mechanis-
mus ist in Saugetieren und Drosophila an der Signaltransduktion im Rahmen der Pathogen-
abwehr beteiligt. Insofern kann es sich bei NPR1 um eine archaische Signaltransdukti-
onskomponente zur Abwehr von Pathogenen handeln. Im Gegensatz zu IkB wirkt NPR1 je-
doch als positiver Regulator, sodalR trotz der strukturellen Homologie von NPR1 und IkBa die
Wirkungsmechanismen der beiden Proteine offensichtlich unterschiedlich sind. Dies zeigt
sich auch darin, dall im Gegensatz zu IkB im tierischen System ein Abbau von NPR1 nach
Pathogeninfektion in Pflanzen nicht stattfindet. Statt dessen konnten Kinkema et al. (2000)
mit Hilfe eines GFP-NPR1-Fusionsproteins nachweisen, dal} sich die Verteilung von NPR1 in
der Zelle nach Induktion durch Salizylsdure oder nach Infektion mit Pathogenen von einer
mehr oder weniger ubiquitdren Verteilung zu einer strikten Kernlokalisation andert und daf}
die Kernlokalisation essentiell fiir die Aktivierung von PR-1 ist.

Aufgrund verschiedener Befunde an den Mutanten cpr5 und cpr6 (constitutive expres-
sor of PR genes), die eine konstitutive Expression von PR-Genen aufweisen (Bowling et al.,
1997; Clarke et al., 1998), sowie von Expressionsstudien (Rairdan et al., 2001) wird postu-
liert, dald ein weiterer, NPR1-unabhangiger Zweig der salizylsaureabhangigen Signaltrans-
duktion existiert, der allerdings von geringerer Bedeutung fur die Pathogenabwehr und die
SAR ist (Thomma et al., 2001b).

Ein weiteres Gen, dessen Produkt in der Signaltransduktion nach der Salizylsaure und
anscheinend unabhangig von NPR1 wirkt, ist DTH9 (detachment). dth9-Mutanten sind zwar
noch immer in der Lage, PR-Proteine zu exprimieren; andererseits sind sie aber gegen Pe-

ronospora parasitica NOCO weniger resistent als Pflanzen des Wildtyps (Mayda et al.,
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2000). Weitere Charakteristika von dth9 sind bisher nicht publiziert worden; auch ist noch
unbekannt, welche Gene durch DTH9 gesteuert werden (Glazebrook, 2001).

1.1.3 Regulierung der salizylsaureinduzierten Genaktivierung

1.1.3.1 Das as-7-Element

Das as-7-Element ist ein wichtiges cis-Element in den Promotoren salizylsdureaktivier-
ter Gene. Ein Minimalpromotor mit dem as-7-Element als alleinigem cis-Element vermittelt in
Tabak eine schwache Expression von Reportergenen in Wurzelspitzen und Sprof3spitzen
(Benfey und Chua, 1990). Zudem ist ein solcher Promotor in der Lage die Transkription auf
einen Salizylsaurestimulus hin transient zu stimulieren: Innerhalb von 1 — 3 h wird die
Transkription zu einem Maximum gesteigert (Xiang et al., 1996) und im Verlauf von 24 h
wieder auf den urspringlichen Wert zurtickgefuhrt (Qin et al., 1994). Weiterhin findet eine
durch das as-7-Element vermittelte Transkriptionsaktivierung nach Induktion mit Auxin statt,
die im Gegensatz zur Induktion mit Salizylsdure auch nach 24 h noch anhalt (Liu und Lam,
1994; Qin et al., 1994; Zhang und Singh, 1994).

Das as-71-Element (Abbildung 4) wurde erstmals in der —90-Region des 35S-Promotors
des Blumenkohlmosaikvirus’ identifiziert (Lam et al., 1989) und kommt in ahnlicher Form
auch in den Promotoren von Octopinsynthase, Mannopinsynthase und Nopalinsynthase von
Agrobacterium tumefaciens vor (Bouchez et al., 1989; Lam et al., 1990; Feltkamp et al.,
1994).

Das as-7-Element besteht aus zwei im- | GGGA |
perfekten Palindromen, die von der Konsens- | CCCT |
sequenz TGACGTCA abgeleitet sind. In den

. e . Abbildung 4: Das as-1-Element
meisten as-71-dhnlichen Elementen ist der Ab- ridung #: Bas as-i-Elemen

] ) ) ) Die zwei von der Sequenz TGACGTCA abgeleiteten
stand zwischen den beiden Palindromen mit 12  imperfekten Palindrome sind farblich hervorgehoben.

Die Zentren der Palindrome sind durch gelbe Linien
Basenpaaren — gemessen von Zentrum zu  gekennzeichnet
Zentrum — konserviert.

In Pflanzen wurden as-7-ahnliche Elemente in Promotoren von Genen gefunden, die
mit der Pathogenabwehr in Zusammenhang stehen. So befinden sich solche Elemente in
den Promotoren der Glutathion-S-Transferasegene GST-71 (Yang et al., 1998) und GST-6
(Chen et al., 1996; Chen und Singh, 1999) aus Arabidopsis thaliana. In Tabak findet man in
den Promotoren der Glutathion-S-Transferasegene GNT35 / Nt103 (van der Zaal et al.,
1987) und parA / Nt114 (van der Zaal et al., 1987; Takahashi et al., 1989), sowie des Gluco-
syltransferasegens IEGT (Horvath und Chua, 1996). Auch der PR-1a-Promotor von Tabak

besitzt ein fur die Expression wichtiges as-71-ahnliches Element (Strompen et al., 1998).
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Obwohl das as-1-Element fir die transkriptionsaktivierenden Eigenschaften aller ge-
nannten Promotoren wichtig ist, unterscheiden sich die Aktivitatsmuster der Promotoren von
GNT35, IEGT und parA einerseits und der PR-Promotoren andererseits bezuglich ihrer Kine-
tik nach Induktion durch Salizylsdure grundlegend. Die Promotoren von GNT35, IEGT und
parA verhalten sich in ihrer Aktivitat nach einem Salizylsaurestimulus ahnlich wie ein Mini-
malpromotor mit einem einzelnen as-7-Element (Niggeweg et al., 2000a), und ihre Aktivie-
rung ist unabhangig von einer Neusynthese von Proteinen; GNT35, IEGT und parA fallen
daher in die Klasse der frihen Abwehrgene (immediate early genes). Das isolierte as-1-
Element kann also als Modellsystem flr die salizylsdureinduzierte Aktivitdtssteigerung der
frihen Abwehrgene verwendet werden.

Die in ihrer Struktur komplexeren PR-Promotoren hingegen werden sehr viel spater im
Zeitverlauf der Induktion aktiviert und bendétigen dafiir eine funktionierende Proteinbiosynthe-
se (Uknes et al., 1993; Qin et al., 1994); die PR-Gene werden daher in der Klasse der spaten
Abwehrgene (late genes) zusammengefaldt. Bemerkenswerterweise weicht der Abstand zwi-
schen den Palindromen der as-7-ahnlichen Elemente in den Promotoren der PR-Gene von
der konservierten Distanz von 12 bp ab. Im Promotor von PR-1a in Tabak ist der Abstand auf

14 bp erweitert, im Promotor von PR-1 in Arabidopsis auf 17 bp.

1.1.3.2 Steuerung von Promotoren mit einem as-7-Element durch TGA-
Transkriptionsfaktoren und interagierende Proteine

Die transkriptionsaktivierenden Eigenschaften des as-7-Elements wird durch einen
Proteinkomplex vermittelt, der als ASF-1 (activating sequence factor 1) oder SARP (salicylic
acid response protein) bezeichnet wird (Lam et al., 1989; Jupin und Chua, 1996). Die Tatsa-
che, dal} diese Proteinkomplexe nach Induktion mit Salizylsaure in vitro starker an DNA bin-
den, legt nahe, dal sie an der Steigerung der Transkription durch das as-1-Element beteiligt
sind (Jupin und Chua, 1996; Stange et al., 1997). Des weiteren korreliert die verstarkte in-
vitro-Bindefahigkeit von ASF-1 an ein optimiertes as-71-Element mit zwei perfekten Palindro-
men mit dessen erhohter Salizylsdureinduzierbarkeit in vivo (Qin et al., 1994); umgekehrt
korreliert die verminderte Bindefahigkeit von ASF-1 an ein mutiertes as-7-Element mit des-
sen verminderter Transkriptionsaktivierung (Lam et al., 1989). Bemerkenswert ist, dal3 die
Bindefahigkeit des ASF-1-Komplexes an das as-71-Element durch Phosphorylierung von
Kernproteinen gesteigert und durch Dephosphorylierung gesenkt werden kann (Stange et al.,
1997). Unter Einflu von Detergenzien oder Formamid konnte in vitro ebenfalls eine Binde-
verstarkung beobachtet werden, woraus geschlossen wurde, dal} dissoziierbare Faktoren
inhibitorisch auf DNA-Bindung des ASF-1-Komplexes wirken (Jupin und Chua, 1996).

Die DNA-bindenden Proteine, die den ASF-1-Komplex bilden, sind Transkriptionsfakto-
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basische Interaktions- ; . I
saure . o Dimer-Stabili-
D@nl:éne DNA-binde- ~doméne Sﬁ@[rungs@]@méne@%@gg%féch@
doméne (“leucin zipper”)

Abbildung 5: Schematische Darstellung des bZIP-Transkriptionsfaktors TGA1a

Diese Transkriptionsfaktoren zeichnen sich durch eine fiir die Bindung an DNA not-
wendige basische Domane und eine Protein-Protein-Interaktionsdomane mit Leucionresten
an jeder siebten Position (leucin zipper, Landschulz et al., 1988) aus und werden daher auch
als bZIP-Faktoren bezeichnet. Neben diesen beiden Domanen kénnen die verschiedenen
Mitglieder der Gruppe unterschiedliche Domanen, wie saure oder glutaminreiche Transkripti-
onsaktivierungsdomanen (Neuhaus et al., 1994; Pascuzzi et al., 1998) oder weitere Dimer-
Stabilisierungsdomanen (Katagiri et al., 1989; Johnson et al., 2001) besitzen.

Die bislang identifizierten TGA-Faktoren

Tabelle 1: Klassifizierung von TGA-Faktoren auf-

lassen sich aufgrund ihrer Homologie in Klas- grund ihrer Homologie
sen e|nte|len Im Blattgewebe von Tabak f|nden Klasse | Arabidopsis thaliana | Nicotiana tabacum

TGA1 TGA1a

. . . . |

sich praktisch ausschlieBlich TGA-Faktoren der TGA4 PG13

TGA2 TGA2.1
Klasse Il im ASF-1-Komplex (Niggeweg, 1999; I %ﬁg TGA22
Klinedinst et al., 2000), wobei TGA2.2 den ] TGA3

IV TGA7

Hauptanteil ausmacht (Niggeweg et al, (Niggeweg und Gatz, 1997; Xiang et al., 1997; Schier-

meyer, 2001)
2000a). Im heterologen Hefesystem wurde

festgestellt, dalR TGA2.2 kein eigenes Aktivierungspotential besitzt, sehr wohl aber TGA2.1
(Niggeweg et al., 2000b). In Arabidopsis thaliana ist der ebenfalls zur Klasse Il gehdrende
Transkriptionsfaktor TGAZ zu 50 Im ASE-1- |
Komplex vertreten (Lam und Lam, 1995), die ]
weiteren Bestandteile wurden bislang noch
nicht identifiziert.

Jedes der beiden TGACG-Motive im
as-1-Element kann von einem TGA-Dimer be-
setzt werden. TGA1a, TGA2.1 und TGA2.2
kénnen in vitro jede Kombination an denkbaren

Hetero- und Homodimeren einnehmen

Motive kann wiederum von allen verschiedenen
Hetero- oder Homodimeren besetzt werden

(Niggeweg et al., 2000b), wobei die Besetzung

mit lediglich einem TGAZ2.1-Homodimer ausge- e A e

i H i Abbildung 6: Ein Dimer von bZIP-
schlossen ist (Niggeweg et al., 2000b). Deleti Transkriptionsfaktoren bindet an DNA
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onsanalysen zeigten, dal® der N-Terminus von TGA2.1 fur die obligatorische Doppelbeset-
zung verantwortlich ist.

Bei der Bindung der TGA-Faktoren an das as-71-Element ist der korrekte Abstand von
12 bp zwischen den Zentren der beiden Palindrome entscheidend fiir die Bindung der TGA-
Faktoren an die TGACG-Motive und die Transkriptionsaktivierung (Krawczyk et al., 2002).
Inwiefern der auf 14 bp (PR-1a, Tabak) beziehungsweise 17 bp (PR-1, Arabidopsis) vergro-
Rerte Abstand zwischen den TGACG-Motiven in den PR-Promotoren fur deren besondere
regulatorische Eigenschaften verantwortlich ist, wurde noch nicht abschlieRend geklart.

Die Bedeutung der Besetzung des as-7-Elements durch TGA-Faktoren der Klasse Il flr
die transkriptionsaktivierenden Eigenschaften konnte durch Uberexpressions- und Suppres-
sionsstudien in Nicotiana tabacum gezeigt werden. Bei Uberexpression von TGA2.2 und
TGA2.1 findet eine verstarkte Expression der friihen Abwehrgene statt (Niggeweg et al.,
2000b; Kegler, 2001). Wird hingegen eine mutierte Form von TGA2.2 verwandt, der die en-
dogenen funktionellen TGA-Faktoren an der DNA-Bindung hindert, so ist die Expression der
frihen wie der spaten Abwehrgene deutlich reduziert (Niggeweg et al., 2000a). Bei Expres-
sion eines entsprechend mutierten TGA2.1-Derivats konnte der supprimierende Effekt ledig-
lich bei den frihen Abwehrgenen, nicht jedoch bei PR-71a nachgewiesen werden (Kegler,
2001). Die Ergebnisse von Pontier et al. (2001) stehen zum Teil im Gegensatz zu den so-
eben beschriebenen. In dieser Studie wurde gezeigt, dal die transdominante Suppression
von TGA-Faktoren in Tabak mit einer mutierten Form von TGA2 aus Arabidopsis thaliana
zwar die Expression der frihen Gene vermindert, die Expression der spaten Gene jedoch
verstarkt. Die Autoren formulieren ein Modell, bei dem aktivierende und reprimierende TGA-
Faktoren postuliert werden.

TGA-Faktoren der Klasse Il interagieren mit NPR1. Dies konnte in Zwei-Hybrid-
Versuchen in Hefe sowohl fir die Transkriptionsfaktoren TGA2.1 und TGA2.2 aus Tabak
(Niggeweg et al., 2000b) als auch fir die Transkriptionsfaktoren TGA2, TGA5 und TGA6 aus
Arabidopsis thaliana (Zhou et al., 2000) nachgewiesen werden. Des weiteren interagiert der
zur Klasse Il gehorende Faktor TGA3 sehr stark und der zur Klasse | gehérende Faktor
TGA1 sehr schwach mit NPR1. Zwischen NPR1 und den ebenfalls zur Klasse | gehérenden
Faktoren TGA4 aus Arabidopsis thaliana und TGA1a aus Nicotiana tabacum konnten keine
Interaktionen nachgewiesen werden (Després et al., 2000; Zhou et al., 2000), ebenfalls nicht
fur TGAY aus Tabak (Schiermeyer, 2001).

Fur die Interaktion sind die Dimerisierungsdomane (leucin zipper) und der C-Terminus
der TGA-Faktoren (Zhou et al., 2000) sowie die Ankyrinmotive von NPR1 (Zhang et al.,
1999; Zhou et al., 2000) von Bedeutung. Hingegen sind mutierte NPR1-Proteine, die dazu
fuhren, daR die Pflanzen keine SAR etablieren kdnnen, auch nicht mehr in der Lage, mit

TGA-Faktoren zu interagieren (Després et al., 2000; Zhou et al., 2000). In diesen npr1-
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Mutanten konnte gezeigt werden, dal} die in-vitro-Bindung von ASF-1 an das as-7-Element
des PR-1-Promotors dereguliert ist: Es findet eine verstarkte Bindung auch in Abwesenheit
von Salizylsdure statt, wahrend in Extrakten aus NPR1-Wildtyppflanzen die Bindung von
ASF-1 an das as-1-Element im uninduzierten Zustand gering ist. Im Widerspruch dazu ste-
hen Daten, die zeigen, daf} funktionelles NPR1-Protein in vitro in der Lage ist, die Bindung
von TGA2 an das as-7-Element zu verstarken (Després et al., 2000).

Durch ein in-vivo-Nachweissystem flir die Interaktion zweier Proteine konnten quantita-
tive und zeitliche Analysen der TGA2-NPR1-Interaktion durchgefiihrt werden (Subramaniam
et al., 2001). Diese zeigten, dal} die Interaktion von NPR1 und TGA2 nach einem Salizylsau-
restimulus biphasisch verlauft. Dabei findet etwa 2 h nach der Induktion die starkste Interak-
tion statt, klingt im Verlaufe von 6 h wieder vollstandig ab, steigt danach zu einem neuen
Maximum bei etwa 10 h an, fallt danach langsam und gleichmaRig wieder ab und hat nach
24 h noch nicht wieder den urspringlichen Wert erreicht. Damit korrelieren die erste Phase
mit der Aktivierung der frihen Abwehrgene und die zweite Phase mit der Aktivierung der
spaten Abwehrgene. Da NPR1 auch noch nach sieben Tagen Wachstum auf Salizylsaure im
Zellkern akkumuliert ist (Kinkema et al., 2000), kann die Abnahme der Interaktion nach 24 h
nicht auf eine Relokalisation von NPR1 aus dem Zellkern ins Cytoplasma zuriickzufihren
sein, sondern mufd von anderen regulatorischen Faktoren abhangen. Ob die beobachtete
biphasische Interaktion Ausloser der Expressionsaktivierung oder lediglich Begleiterschei-
nung bei der Rekrutierung von TGA-Faktoren und NPR1 an den Promotoren ist, wurde bis-
lang nicht untersucht.

Eie weitere wichtige Komponente der Transkriptionsregulierung am PR-71-Promotor ist
SNI1. Eine Mutation von SNI/71 in npr1-Mutanten flhrt zu einer Restauration der in npri-
Mutanten gestérten SAR und PR-1-Induktion (Li et al., 1999). SNI1 ist vorwiegend im Zell-
kern lokalisiert und weist eine marginale Homologie zu einem Retinoblastomprotein aus Mus

musculus auf.
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Nach dem von Li et al. (1999) vorge-

negativer Regulator am PR-71-Promotor. Das
mit den TGA-Transkriptionsfaktoren interagie-
rende NPR1-Protein bewirkt nach einer Induk-
tion durch Salizylsaure, dal® SNI1 vom Promo-
tor freigesetzt und daraufhin die Transkription
freigegeben wird. In der sni1-Mutante befindet
sich kein Repressor mehr auf dem Promotor,
und dieser zeigt eine erhéhte Grundaktivitat.
Fur die Steigerung der Transkription ist nun
lediglich die Bindung der Transkriptionsfaktoren
erforderlich. Eine direkte Interaktion von SNI1
mit NPR1 oder den TGA-Faktoren konnte bis-
her nicht nachgewiesen werden. Daher wird die
Existenz weiterer Komponenten eines regulati-
ven Superkomplexes postuliert (Thomma et al.,
2001b). Da SNI1 keine offensichtliche DNA-
Bindestelle besitzt, kdnnte es indirekt Uber ei-
nen WRKY-Transkriptionsfaktor wirken, flir den
eine negativ regulierende Bindestelle im PR-1-
(Lebel

Promotor nachgewiesen wurde
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Abbildung 7: Modell des Zusammenwirkens von
TGA-Transkriptionsfaktoren, NPR1 und SNI1 im
PR-1-Promotor

aus Li et al., 1999

1998).

Die Bedeutung von MYB-

Transkriptionsfaktoren, deren Bindung an eine passende Bindestelle im PR-71-Promotor in

vitro nachgewiesen wurde (Yang und Klessig, 1996), ist ungeklart (Rushton und Somssich,

1998). Ebenso ist ungeklart, welche Rolle die mit NPR1 interagierenden NIMIN-Proteine

spielen (Weigel et al., 2001) und ob sie beispielsweise an der Aufhebung der inhibitorischen

Wirkung von SNI1 beteiligt sind.
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1.1.3.3 Zusammenfassung des derzeitigen Kenntnisstandes tliber sali-
zylsaureabhangige Signaltransduktion zur Pathogenabwehr

von Klessig et al. (2000) und Glazebrook (2001) zu schematischen Darstellungen zusam-
mengefalit. Gemeinsam mit den Daten von Jupin und Chua (1996), Stange et al. (1997), Li
et al. (1999), Mayda et al. (2000), Zhang und Klessig (2001), (Weigel et al., 2001) und

Jasmonat / Ethylenabhangige
Signaltransduktion zur ISR

Pathogensignal K

v X

—MPK4

Salizylsdure

SIPK €——
P
' i / Proteinkinasen?
? ?
* dissoziierbare Faktoren
L NPR1
SNk TGA-F ktoren} NPR1?
J_ TGA-Faktoren
»—x" il , “«
| |

[
|

PR-1 etc. _ /

>
>

spate Abwehrgene =

wn
A

Abbildung 8: Schematische Zusammenfassung bisher bekannter Komponenten der salicylsdureabhidngigen Signaltrans-
duktion zur Pathogenabwehr

blaue Schrift......nach Klessig et al. (2000), verandert

braune Schrift...nach Glazebrook (2001), verandert

..... nach Zhang und Klessig (2001), verandert

violette Schrift ..nach Li et al. (1999), verandert

graue Schrift.....nach Mayda et al. (2000), verandert

...... aus den in Kapitel 1.1.3.3 genannten weiteren Quellen zusammengestellt

griin unterlegt... Signaltransduktion der spaten Antwort

rot unterlegt ...... Signaltransduktion der friihen Antwort

grau unterlegt ... potentielle Abdeckung der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Mutagenese (siehe Kapitel 1.1.5)
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Anwendung von dominant negativen Selektionssystemen

1.1.4.1 Bekannte dominant negative Selektionssysteme in der Anwen-
dung zur Suche nach Mutanten

Bei der Forschung an tierischen Organismen sind dominant negative Selektionssyste-
me zur Suche nach Mutanten weit verbreitet (Saxon et al., 1985; Ashman et al., 1986; Man-
sour et al., 1988). In Pflanzen hingegen wurden bisher nur wenige solche Systeme, die auch
als Suizidsysteme bezeichnet werden, erfolgreich angewandt.

Eine konstitutiv exprimierte Nitratreduktase, die ungiftiges Chlorat zu toxischem Chlorit
umsetzt, konnte als konditionelles Suizidsystem eingesetzt werden (Klee et al., 1987; LaBrie
et al., 1991; Nussaume et al., 1991). Dieses System ist in der Anwendung nicht unproblema-
tisch, da die Aktivitat der endogenen Nitratreduktase von den Wachstumsbedingungen ab-
hangt (Cheng et al., 1991). Die Nitratreduktase als dominant negativer Selektionsmarker ist
unter anderem zur Selektion von Mutanten im Phytochrom-Signaltransduktionsweg einge-
setzt worden, indem das Nitratreduktasegen mit dem Promotor eines Gens fusioniert wurde,
das flr ein lichtsammelndes Chlorophyll a/b-Protein codiert (Heimer et al., 1995).

Ein weiteres Gen, das erfolgreich als dominant negativer Selektionsmarker eingesetzt
wurde, ist das tms2-Gen, das auch als jaaH oder T-DNA-Gen 2 bezeichnet wird, und dessen
Genprodukt die ungiftigen Substrate Naphtylacetamid und Indolacetamid zu den in hohen
Konzentrationen toxischen Protukten Naphtylessigsaure beziehungsweise Indolessigsaure
umsetzt (Depicker et al., 1988; Karlin-Neumann et al., 1991). Dieses System ist jedoch nur
begrenzt einsetzbar, da in Pflanzen relativ hohe Hintergrundaktivitdten unspezifischer
Hydrolasen ebenfalls die toxifizierende Reaktion katalysieren. Erfolgreiche Suchen nach
Mutanten konnten mit diesem System dennoch durchgefiihrt werden, von denen eine zur
Identifikation eines npri1-Allels, urspriinglich als sai1 bezeichnet, flhrte (Brusslan et al., 1993;
Shah et al., 1997; Cecchini et al., 1998). Shah et al. (1997) verwandten das tms2-Gen
jedoch nicht als Suizidgen, sondern identifizierten ihre die sai7’-Mutante anhand des
verringerten Wurztelwachstums in Pflanzen, die das tms2-Gen in Anwesenhait von
Naphtylacetamid exprimieren.

Auch Uber den Einsatz eines Antisense-npt/l-Gens, das in Verbindung mit dem nptl/l-
Gen in korrekter Orientierung ein dominant negatives Selektionssystem auf Kanamycinresi-
stenz ergibt, liegen Berichte vor (Xiang und Guerra, 1993).

Das bisher am haufigsten eingesetzte Suizidsystem basiert auf der enzymatischen
Wirkung der Cytosindeaminase des codA-Gens aus Escherichia coli. Dieses Enzym kataly-
siert den Umsatz von nicht toxischem 5’-Fluorocytosin zu giftigem 5’-Fluorouracil (Perera et

al., 1993; Kobayashi et al., 1995). Mit Hilfe dieses dominant negativen Markers wurde eine
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Reihe von Selektionssystemen etabliert und erfolgreich eingesetzt (Risseeuw et al., 1997;
Thykjeer et al., 1997; Gallego et al., 1999; Wang et al., 2001).

1.1.4.2 Barnase

Bei der Barnase handelt es sich um eine sehr aktive RNase aus Bacillus amyloliquefa-
ciens, die von diesem Bakterium als Exoenzym ausgeschieden wird und eine dulerst toxi-
sche Wirkung hat. Dieses Enzym wurde erstmals 1972 isoliert und die Aminosauresequenz
bestimmt (Hartley und Barker, 1972; Hartley und Rogerson, 1972). Es wurde zunachst ge-
meinsam mit dem ebenfalls aus Bacillus amyloliquefaciens isolierten spezifischen Inhibitor
Barstar als Modellsystem fir Proteinfaltung und Interaktionen verwandt. (Hartley, 1969; Hart-
ley und Smeaton, 1973; Hartley, 1975; Hartley, 1977; Hartley, 1989; Hartley, 1993; Griko et
al., 1994; Makarov et al., 1994; Hartley, 2001).

Das Barnasegen wurde erfolgreich zur Herstellung mannlich steriler transgener Pflan-
zen angewandt, indem es mit einem tapetumspezifischen Promotor fusioniert wurde (Mariani
et al., 1990a). Nachdem gezeigt wurde, dall der Barnaseinhibitor Barstar auch in vivo und im
pflanzlichen System die Toxizitat der Barnase effizient aufhebt (Hartley, 1988; Hartley, 1989;
Mariani et al., 1990b), wurde ein System konstruiert, das einen effizienten Zelltod nach der
Infektion von Pathogenen rund um die Infektionsstelle auslost und damit das Wachstum der
Pathogene verhindert (Strittmatter et al., 1995). Bei diesem System wurde der Barnaseinhibi-
tor Barstar konstitutiv exprimiert, um die im Grundzustand des pathogeninduzierten Promo-
tors in geringen Mengen exprimierten Barnasemolekile zu detoxifizieren. Die Barnase wirkte
somit erst dann toxisch, wenn ihre Expression nach Infektion mit einem Pathogen einen
Schwellenwert Uberschritt, sodald die Inhibition durch das Barstar-Protein berwunden wur-
de. Die Autoren beobachteten, dal} die RNaseaktivitat der Barnase so effizient ist, daf kein
Barnasetranskript in den Pflanzen nachweisbar war: Die Barnase hatte nach ihrer Induktion
samtliche in den induzierten Zellen vorhandene RNA einschlielich ihres eigenen Transkripts
sofort abgebaut.

Die Anwendung der Barnase als Suizidgen zur Identifikation von Signaltransduktions-
mutanten ist bisher nicht berichtet worden. Die hohe Toxizitat der Barnase ermoéglicht zwar
eine effiziente Selektion, erfordert aber, daf® die Grundaktivitat des zu untersuchenden Pro-
motors sehr gering ist, weshalb die Anwendung als dominant negativer Selektionsmarker

durchaus schwierig sein kann.

1.1.4.3 Deacetylase und N-Acetyl-Phosphinothricin

Phosphinothricin ist ein Herbizid, das in der Landwirtschaft unter dem Produktnamen
BASTA weite Verwendung findet. Insbesondere nach der Herstellung transgener Nutzpflan-
zensorten, welche die Phosphinothricin-Aminotransferase exprimieren und damit BASTA-

resistent sind, wird dieses Herbizid zur Vernichtung aller konkurrierenden Pflanzen auf dem
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Feld eingesetzt. Die Wirkungsweise von Phosphinithricin basiert auf der Hemmung der Glu-
taminsynthetase, an deren aktives Zentrum das Herbizid bindet. Da die Glutaminsynthetase
fur alle Pflanzen essentiell fir die Stickstoffassimilation und die Detoxifizierung von Produk-
ten der Photorespiration ist, wirkt Phosphinothricin effizient und universell.

Aminosauredeacetylasen mit einer Spezifitat flir N-Acetyl-Phosphinothricin wurden im
Zuge der Suche nach Enzymen gefunden, welche das ungiftige Pro-Herbizid N-Acetyl-
Phosphinothricin durch Hydrolyse in das Herbizid Phosphinothricin umsetzen kdénnen
(Bartsch et al., 1996; Kriete et al., 1996). Als aktivste der gefundenen Deacetylasen erwies
sich das Enzym aus Stenotrophomonas spec., das aus einer Bodenprobe in Frankfurt unweit
des Hoechst-Gelandes bei Tor Siid gewonnen wurde (Bartsch et al., 1996).

Die Wirksamkeit von Deacetylasen zur Zerstorung pflanzlicher Gewebe in Anwesenheit
von N-Acetyl-Phosphinothricin wurde an Tabak nachgewiesen (Kriete et al., 1996). Hierbei
wurde eine Ornitindeactetylase aus Escherichia coli verwandt, die ebenfalls eine Spezifitat
fur N-Acetyl-Phosphinothricin besitzt. Mit Hilfe dieses Enzyms, das im Vergleich zur Deacety-
lase aus Stenotfrophomonas spec. weniger effizient war, konnten unter Verwendung eines
tapetumspezifischen Promotors nach Besprilhen mit N-Acetyl-Phosphinothricin mannlich
sterile Pflanzen gewonnen werden. Das Auftropfen von N-Acetyl-Phosphinothricin auf Pflan-
zen, welche die Deacetylase aus Escherichia coli unter der Kontrolle des CaMV 35S-
Promotors konstitutiv exprimierten, fihrte zum Auftreten von Lasionen, die auf die Umge-
bung der Applikationsstelle begrenzt waren. Wurden solche Pflanzen auf Nahragar mit N-

Acetyl-Phosphinothricin gesetzt, so starben sie innerhalb von sechs Wochen ab.

1.1.5 Uber diese Arbeit

1.1.5.1 Zielsetzung

Mit Hilfe eines induzierbaren Suizidsystems sollten Mutanten in der Signaltransduktion
zwischen einem Salizylsaurestimulus und der Induktion der friihen Abwehrgene identifiziert
werden. Dabei sollte das as-7-Element verwandt werden, um die Transkription eines Suizid-
gens in ahnlicher Weise wie die frihen Abwehrgene zu steuern. Die Mutanten waren durch
eine fehlende Induzierbarkeit des mit dem as-7-Element fusionierten Suizidgens leicht daran
zu erkennen, dal} sie die Bedingungen Uberleben, unter denen die transgenen Pflanzen ab-
sterben. Die auf diese Weise identifizierten Mutanten sollten nach Mdéglichkeit in Grundziigen

charakterisiert werden.

1.1.5.2 Experimentelle Ansatze

In einem ersten Schritt sollte ein Suizidsystem geeigneter Art und Starke etabliert und

charakterisiert werden. In einem Ansatz wurde dazu das konstitutive Suizidgen Barnase mit
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dem -90-Fragment des CaMV 35S-Promotors verwandt. In einem weiteren Ansatz wurde
das nur in Anwesenheit von N-Acetyl-Phosphinothricin toxisch wirkende Enzym Deacetylase
in Kombination mit synthetischen Promotoren eingesetzt, die ein einzelnes as-7-Element
beziehungsweise funf as-7-Elemente enthielten. Als zuséatzliches Reportergen wurde mit
jedem Suizidgen ein Fusionskonstrukt des jeweils verwandten Promotors mit dem
B-Glucuronidasegen transformiert. Dieses sollte zum Ausschluf® von Mutanten dienen, bei
denen das Suizidgen mutiert war, ferner zur Charakterisierung der Gewebsspezifitat der
as-1-Aktivitat in den transgenen Pflanzen und den Mutanten.

Nach der Mutagenese sollten unter Anwendung des Suizidsystems mogliche Mutanten
selektiert werden. Nach der Reproduktion des suizidresistenten Phanotyps sollte aufgrund
der Aktivitat des zweiten Reportergens, der B-Glucuronidase, zwischen den Signaltransduk-
tionsmutanten und den Mutanten im Suizidgen unterschieden werden. Letztere sollten noch
Uber eine unverminderte Glucuronidaseaktivitat verfligen. Gleichzeitig sollte Uber histoche-
mische Farbeversuche mit einer phanotypischen Charakterisierung beziglich der gewebs-
spezifischen Anderungen der Transkriptionsaktivitat des as-71-Elements begonnen werden.

Die Ergebnisse zur Aktivitat der Reportergene sollten schlieBlich durch Transkriptions-
analysen vor und nach Salizylsaureinduktion abgesichert und die gewonnenen uberlebenden
Linien in wahrscheinliche und mdgliche Signaltransduktikonsmutanten sowie Mutanten des

Suizidgens klassifiziert werden.
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1.2 Material und Methoden

1.2.1 Pflanzen

Ausgangsmaterial fir alle Versuche war der Okotyp Columbia-0 (NASC Stock No.
N1092, NASC, 2002) von Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH.

Aus den Arabidopsis-Stammsammlungen in  Nottingham  (GroRbritannien,
http://nasc.nott.ac.uk) und Columbus, Ohio (USA, http://aims.cse.msu.edu) wurden folgende
Mutantenlinien bezogen: npr1-1 (Cao et al., 1994), npr1-2 (Glazebrook et al., 1996), cpr5-2
(Bowling et al., 1997), eds4-1 (Glazebrook et al., 1996), eds5-2 (Glazebrook et al., 1996),
aux1-7 (Maher und Martindale, 1980; Pickett et al., 1990), axr2 (Wilson et al., 1990) und
axr4-1 (Hobbie und Estelle, 1995).

Die Mutantenlinie phyA/phyB (Reed et al., 1994) wurde freundlicherweise von Herrn
Prof. Dr. Alfred Batschauer zur Verfugung gestellt.

Die cpr1- und cpr6-Mutanten (Bowling et al., 1997; Clarke et al., 1998) wurden von
Weihua Fan aus dem Labor von Xinnian Dong zugesandt.

Die Linie ssi1 (Shah et al., 1999) wurde von Jyoti Shah aus der Arbeitsgruppe von Da-

niel F. Klessig Ubermittelt.

1.2.2 Bakterienstamme, Kultur und Erhaltung

1.2.2.1 Escherichia coli-Stamme

Die in dieser Arbeit verwandten Escherichia coli-Stamme sind in Tabelle_2 aufgefihrt.

Tabelle 2: Stamme von Escherichia coli, die in dieser Arbeit verwandt wurden

Stamm Referenz Genotyp Verwendung
F’ / endA1 hsdR17 (rc mx’) ginV44

(Hanahan, 1983; thi-1 recA1 gyrA (Nal') relA1 A(lacl- | Plasmidvermehrung
Raleigh et al., 1989) ZYA-argF)U169 deoR allgemeine Klonierungen
(¢80dlacA(lacZ)M15)
(Huynh et al., 1985; F~ araD139 A(ara-leu)7696 galE15 | Klonierungen und Plasmidvermeh-
MC1061 Wertman et al., 1986; | galK16 A(lac)X74 rpsL (Str') hsdR2 | rung bei welchen keine Expression
Raleigh et al., 1989) (r« mg") merA merB1 erwlinscht war

rpsL thr leu endA thi-1 lacY galK
galT ara tonA tsx dam dcm supE44

A(lac-proAB) [F’ traD36 proAB la-

cl'’ZAM185]

DH5a

Klonierung und Plasmidvermehrung
bei Verwendung von dAm-sensitiven
sequenzspezifischen Endonucleasen

SCS110 (Stratagene, 1999)
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1.2.2.2 Kultur von Escherichia coli

Escherichia coli wurde in Kulturvolumina
Tabelle 4: LB-Medium

von bis zu 5 mL in Reagenzréhrchen im Roller,

Substanz Menge |
in Kulturvolumina ab 25 mL in Erlenmeyerkol- Trypton 10 g/
Hefeextrakt 5g/L
ben im Schuttler bei 37 °C angezogen. Als Kul- Natriumﬁhlogd 210 glL
pH7,0-7,
turmedien kamen LB (Sambrook et al., 1989,
Tabelle_4) oder dYT (Sambrook et al., 1989, Tabelle 4: dYT-Medium
Tabelle 4) zum Einsatz, wobei mit dYT héhere Substanz__| Menge |
. . Trypton 16 g/L
Plasmidausbeuten erzielt werden konnten. Kul- Hefeextrakt | 10 g/L
. Natriumchlorid | 5 g/L
turen auf Festmedium wurden auf LB-Agar ar'ugﬁ 7?(;'_7,2 :

angelegt und bei 37 °C inkubiert. Zur Selektion

7E}/ersetzt. Fir die Herstellung von Festmedien wurden 7 g/L Agar zugesetzt.

1.2.2.3 Agrobacterium tumefaciens-Stamme

Zur Transformation von Arabidopsis thaliana wurde der Agrobacterium tumefaciens-
Stamm GV3101(pMP90) (Koncz und Schell, 1986) verwandt. Der Wildtypstamm GV3101 ist
von Natur aus resistent gegen Rifampicin, das Helferplasmid pMP90 vermittelt eine Resi-

stenz gegen Gentamycin.

1.2.2.4 Kultur von Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens
Tabelle 5: YEB-Medium
GV3101(pMP90) wurde bei 28 °C in YEB-
_________ : Substanz Menge |
Medium (Verviiet et al., 1975, Tabelle 5) bzw. Fleischextrakt ,Lab Lemco™ | 10 g/L
---------- Hefeextrakt 2g/L
auf YEB-Agar angezogen. Bei einer 5-mL- Pepton 5g/L
Saccharose 5g/L
Kultur war eine Wachstumszeit von 1 — 3 Ta- Magnesiumsulfat 2mM
pH7,0

gen notig, um sie bis zu einer verwendbaren
Zellzahl anzuziehen. Kulturen auf Festmedium wurden flr 2 Tage bei 28 °C angezogen. Den
Medien wurde stets Rifampicin und Gentamycin und zur Selektion auf rekombinante pBIN19-

Derivate Kanamycin gemaR Tabelle 7 izugesetzt.

1.2.2.5 Pseudomonas syringae-Stamme

In dieser Arbeit wurde der Wildtypstamm Pseudomonas syringae pv. maculicola
ES4326, sowie der transgene Stamm Pseudomonas syringae pv. maculicola ES4326
avrRpt2 verwandt (Whalen et al., 1991). avrRpt2 ist ein Avirulenzgen, das die Pathogenizitat
des Wildtypstamms gegeniber Arabidopsis thaliana aufhebt. Der Wildtyp ES4326 ist von
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Natur aus streptomycinresistent, das Plasmid pLH12, welches das Avirulenzgen tragt, ver-

mittelt eine Tetracyclinresistenz.

1.2.2.6 Kultur von Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae wurden in King’s

Tabelle 6: King’s B-Medium

""""" Substanz Menge |
30 °C angezogen. Bei einer 5-mL-Kultur war ___Proteose-Pepton 109/
di-Kaliumhydrogenphosphat | 8,6 mM
eine Wachstumszeit von 1 — 3 Tagen nétig, um Glycerin 15g/L
pH 7,0 mit Salzsaure
sie bis zu einer verwendbaren Zellzahl anzu- autoklavieren
1 M Magnesiumsulfat [ 5mL/L
ziehen. Dem Medium wurden die jeweils erfor-
derlichen Antibiotika gemaRiTabelle 7izugesetzt.
Tabelle 7: Stammlésungen fiir Medienzusatze
Substanz Konzentration im Medium | Stammldsung Losungsmittel
Cefotaxim 500 mg/L 250 mg/mL H,O
Hygromycin B 40 mg/L 50 mg/mL H,O
Kanamycin 50 mg/L 50 mg/mL H,O
Chlortetracyclin 1 mg/L 10 mg/mL 50% Ethanol
a-Naphtylessigsaure 202%8%/gL/[ufrufr():rgmﬁﬂﬁE?n 1 mg/mL DMSO
6-Benzylaminopurin 1 mg/L 400 pg/mL Ethanol
Ampicillin 100 mg/L 100 mg/mL H,O
Chloramphenicol 25 mg/L 25 mg/mL Ethanol
Rifampicin 50 mg/L 10 mg/mL Methanol
Gentamycin 25 mg/L 25 mg/mL H,O
X-Gal 50 uL pro Platte 20 mg/mL DMF
IPTG 50 pL pro Platte 26 mg/mL DMF
Kinetin 100 pg/L 1 mg/mL 1 M Natriumhydroxid
Acetosyringon 100 uM 100 mM DMSO
R-Bactyl 125 mg/L 125 mg/mL H,O

1.2.2.7

200 pL einer Bakterienkultur wurden mit 800 uL sterilem 87 %igem Glycerin versetzt,

Dauerhafte Lagerung von Bakterienkulturen

grundlich gemischt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Diese Glycerinkulturen konn-

ten bei —80 °C Uber mehrere Jahre gelagert werden.
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1.2.3 Plasmide

Die in dieser Arbeit verwandten Plasmide sind in iTabelie 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz
Funffaches as-71-Element vor dem Deacetylasegen (Aventis, vorm. Hoechst) Alexandra Thiele
p5xas-1-Deac und dem ocs-Terminator. Verwandt als Ausgangsplasmid fur die Klonierung unverbffentliche’
von pBIN19-5xas-1-(GuDe). Amp”
Finffaches as-71-Element vor dem B-Glucuronidasegen und dem ocs- Alexandra Thiele
p5xas-1-GUS Terminator. Verwandt als Ausgangsplasmid fur die Klonierung von pBIN19- .. X ’
R unveroffentliche
5xas-1-(GuDe). Amp
pBIN* pBIN19-Derivat mit dem Barnase-Inhibitor Barstar AgrEvo
Dreifragmentligation aus den Promotor-Gen-Fusionen aus diese Arbeit
pBIN*GuBa und pSKBarney:EcoRI/Hindlll mit pBIN*:EcoRI. Verwandt fir Transformati- e
h ; ; R Kapitel {1.3.1.1
on von Arabidopsis thaliana. Km Lo=t
pBIN19 Binarer Vektor zur Transformation von Pflagzen mittels Agrobacterium Bevan, 1984;
tumefaciens. Km Frisch et al., 1995
RT-PCR-Produkt aus Arabidopsis-Gesamt-RNA mit At103-Sonde-Primern .
pGESM-At103- kloniert in pGEM-T. Verwandt als Ausgangsplasmid fir At103-Sonde zur Yu-J"m Bag,
onde N R unverdffentlicht
orthern-Analyse. Amp
RT-PCR-Produkt aus Arabidopsis-Gesamt-RNA mit AtBG2-Sonde-Primern .
pGEéVI-AtBGZ- kloniert in pGEM-T. Verwandt als Ausgangsplasmid fir AtBG2-Sonde zur Yu-J__ln Ba<_a,
onde N R unverdffentlicht
orthern-Analyse. Amp
PGEM-A(BG3- RT-PCR-Produkt aus Arabidopsis-Gesamt-RNA mit AtBG3-Sonde-Primern
S kloniert in pGEM-T. Verwandt als Ausgangsplasmid fir AtBG3-Sonde zur diese Arbeit
onde R
Northern-Analyse. Amp
pGEM- GST6-Gen aus Arabidopsis thaliana in pGEM. Verwandt als Aus- Katharina Paw-
AtGST6-Sonde gangsplasmid fir AtGST6-Sonde zur Northern-Analyse. Amp® lowski
linearisierter und desoxythymidinylierter pGEM-Vektor fiir die Klonierung
PGEM-T von PCR-Produkten mit 3'A-Uberhangen. Amp® Promega
pSK allgemeiner Klonier- und Sequenziervektor. Amp”™ Stratagene
PSK-(~90)- —g?-Fragment des CaMV 35S-Promotors vor_dem Deacetylasegen aus Alexandra Thiele,
Deac enotrophomon__as spec urlld dem ocs-Terminator. Verwandt als Aug- unveréffentlicht
gangsplasmid fir die Klonierung von pBIN19-1xas-1-(GuDe). Amp
Teil der Codierregion des GST6-Gens aus Arabidopsis thaliana in pSK. .
pSKéAtGSTG- Verwandt als Ausgangsplasmid fir AtGST6-Sonde zur Northern-Analyse. Katharina an-
onde AmpR lowski
pSK-AtPR1 PR1-Gen aus Arabidopsis thaliana in pSK. Verwandt als AungangspIasmid Katharina Paw-
fur AtPR1-Sonde zur Northern-Analyse. Amp lowski
Ligation der an —90-Position trunkierten Expressionskassette aus diese Arbeit
pSK-Barney pUCA7-Barney:Eco32l/Hindlll in pSK:Eco32I/Hindlll. Zwischenklonierung Kaoitel ,1-3-1-’1-,
fir pBIN*GuBa. Amp® Pt 220
pTTL-as-1- Ein as-71-Element vor der TATA-Box, dem B-Glucuronidasegen und dem Krawczyk et al
GUS/INT 35S-Terminator. Verwandt als Ausgangsplasmid fir die Klonierung von 2002 N
pBIN19-1xas-1-(GuDe). Amp"”
UCA7 pUC18-Derivat. Enthalt den CaMV 35S-Promotor, den ocs-Terminator und Héfgen und Will-
P dazwischen eine modifizierte Klonierregion aus pBINAR. AmpR mitzer, 1990
UCA7-Barne Ligation des Barnase-Fragments aus pVE113:BamHI/Pstl in diese Arbeit,
p Y pUCA7:BamHI/Pstl. Zwischenklonierung fiir pBIN*GuBa. AmpR Kapitel [1.3.1.1!
pUCA7-Deac pUCAT7-Derivat, enthalt ein Deacetylasegen aus Stenofrophomonas AmpR Alexandra Thiele,
’ ) unverdffentlicht
pGEM1-Derivat. Enthalt das Barnasegen aus Bacillus amyloliquefaciens
pVE113 und das Gen fir den Barnaseinhibitor Barstar. Verwandt als Ausgangsplas- AgrEvo
mid fiir die Klonierung von pBIN*GuBa AmpR
Dreifragmentligation aus den Promotor-Gen-Fusionen . .
meé%’;‘;‘s' pSK(-90)-Deac:EcoRI/Hindlll, pTTL-as1-GUS/INT:EcoRI/Hindlll mit }ngtzl’f{g‘fz@fl
pBIN19:EcoRI. Verwandt fur Transformation von Arabidopsis thaliana. Km Lo
Dreifragmentligation aus den Promotor-Gen-Fusionen aus
pBIN19-5%as- p5xas-1-GUS:EcoRI/Hindlll und p5xas1-Deac:EcoRI/Hindlll mit diese Arbeit,
1-(GuDe) pBIN19:EcoRI. Verwandt fiir Transformation von Arabidopsis thaliana und Kapitel 1.3.3.1;
Suizidscreen. Km"®
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1.2.4 Oligonukleotide

mer verwandt.

Tabelle 9: Oligonukleotide

Oligonukleotid

Sequenz (5°—>3’)

At103-Sonde lower CTTCCAATCCTATTCCTTCCC
At103-Sonde upper AAGAAGTGAAGCTTTTGGGG
AtBG2-Sonde lower CCTGAACCTTCCTTGAGACG

AtBG2-Sonde upper

TGTCTGAATCAAGGAGCTTAGC

AtBG3-Sonde lower

TTATCCACACCCGTCGCTGCTC

AtBG3-Sonde upper ATGCGGCTGTACGATCCCAAC
Deac analyse fwd TCATGGGAGGTCCTTCTTCC
Deac analyse rev ATTTCCACCAGCATCCGGAG

rev

TTCACACAGGAAACAGCTATGACC

uni

CACGACGTTGTAAAACGACGGCCA

1.2.5 DNA-Sonden fur Hybridisierungen

radioaktiv markiert:

Tabelle 10: DNA-Fragmente zur Sondenherstellung

Sonde Herstellung
At103 552 bp-Fragment der Spaltung pGEM-At103-Sonde:Eco52I
AtBG2 557 bp-Fragment der Spaltung pGEM-AtBG2:Eco52|
AtBG3 680 bp-Fragment der Spaltung pGEM-AtBG3:Ec052I
AtGST6 [ 600 bp-Fragment der Spaltung pSK-AtGST6-Sonde:EcoRI
AtPR1 501 bp-Fragment der Spaltung pSK-AtPR1:EcoRI
Deac 990 bp-Fragment der Spaltung pSK-as1-Deac:Eco91I
GUS 1112 bp-Fragment der Spaltung pTT-GUS/INT:Hincll/Bsp68

1.2.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli-Kulturen

1.2.6.1 MiniaturmaRstab

Fur normale Zwecke wurde die Rapid-
Praparation (Le Gouill et al., 1994) angewandt.
Dazu wurden die Bakterien zunachst
durch Zentrifugation sedimentiert, das Medium

entfernt und das Sediment anschlieRend in

und 200 pL Chloroform erfolgte eine Inkubation
von 1 — 4 min. Danach wurden 150 uL Rapid I
gemischt und fur 2 min bei 10.000 xg zentrifu-
giert. Ohne die weilliche Interphase zu stdren,

wurden 450 pL der walrigen Oberphase abge-

Tabelle 11: Rapid |

Substanz | Menge |
Tris 25 mM
Glucose 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A [ 100 yg/mL
pH 8,0 mit Salzsaure

Tabelle 12: Rapid Il

Substanz Menge

Natriumhydroxid 200 mM

Natriumdodecylsulfat | 1 % (w/v)

Tabelle 13: Rapid Il

Substanz Menge
Kaliumacetat | 30 % (w/v)
Ameisensaure [ 5 % (v/v)
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nommen, mit 900 uL —20 °C kaltem absolutem Tabelle 14: TE
. . .. Substanz | Konzentration
Ethanol versetzt und gut gemischt. Die prazipi- Tris 10 mM
EDTA 1 mM
tierte DNA wurde durch Zentrifugation fur 1 min OH 8 mit Sa|zs:$re

bei 10.000 xg sedimentiert und der Uberstand
mit einer Pipette vollstandig entfernt. Das Sediment wurde mit 700 yL 70%igem Ethanol ge-
waschen, fir 5 — 10 min im 65-°C-Schrank getrocknet und in 30 — 50 yL TE (Sambrook et al.,

Sollte eine groliere Reinheit der DNA erzielt werden, so wurde die klassische alkali-
sche Lyse mit Phenol-Chloroform-Extraktion (Ish-Horowicz und Burke, 1981; Sambrook et
al., 1989) angewandt.

Fur reinste DNA wurde das Plasmid Mini Kit der Firma Qiagen gemal den beiliegen-
den aktuellen Handblichern benutzt, wobei stets der optionale Waschschritt mit Puffer PB
durchgefiihrt wurde.

Im Falle eines Vektors mit hoher Kopienzahl wurden 1,5 mL, im Falle eines Vektors mit

geringer Kopienzahl 3 mL einer Ubernachtkultur zur Plasmidpréparation eingesetzt.

1.2.6.2 Midi- und MaximaRstab

Es wurden die Plasmid Midi und Plasmid Maxi Kits der Firma Qiagen verwandt.

1.2.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus Agrobacterium tumefaci-
ens-Kulturen

Fur die Isolierung von DNA aus Agrobacterium tumefaciens wurde mit 3 mL einer Kul-
tur eine modifizierte alkalische Lyse mit Phenol-Chloroform-Extraktion in Anlehnung an (Ish-
Horowicz und Burke, 1981; Sambrook et al., 1989) angewandt, bei der die Zentrifugati-
onsschritte zur Reinigung nach der Phenolisierung, die zweimal durchgefuhrt wurde, verlan-
gert wurden. Diese Methode flhrte jedoch nicht immer zu einer ausreichend reinen DNA-

Praparation.

1.2.8 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration von
Gleichung 1: Berechnung der Massenkonzentratio-

Nukleinsduren in walfrigen Losungen erfolgte nen von Nukleinsduren nach Messung der Absor-

banz
durch photometrische Analyse im UV-Bereich
b=Ag -F-G

bei 260 nm. Zur Abschatzung der Qualitat wur-

b Massenkonzentration  der  Nukleinsaure
de eine zweite Absorbanz bei 280 nm vorge- Jul

[Mg/uL]

nommen. Bei einem Verhaltnis von Aogo -~ Absorbanz der verdiinnten Probe []

Femmmmeee spezifischer Extinktionskoeffizient: fir DNA

A : . . .
R=232>1,6 wurde die Nukleinsdurepraparati 50 g™ fiir RNA 40 g

G —--mmmeem Verdiinnungsfaktor der gemessenen Probe
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on als ausreichend rein beurteilt, hochwertige Nukleinsauren lagen bei R > 1,8 vor. Die Kon-

Messung der Absorbanz wurde eine Quarzkuvette verwandt. Die Messungen und Berech-
nungen wurden automatisch mittels eines speziellen Nukleinsdure-Photometers (Gene-

Quant Il, Pharmacia Biotech) vorgenommen.

1.2.9 Lagerung von Nukleinsauren

Plasmid-DNA wurde in TE oder Qiagen-Elutionspuffer geldst bei —20 °C gelagert.
RNA-Praparationen wurden bei —80 °C gelagert.

1.2.10 Sequenzspezifische Spaltung von Plasmid-DNA

Fur analytische Zwecke wurden typischerweise 1 yL (etwa 0,5 — 1 ug) einer Rapid-

Plasmidpraparation (Kapitel 1.2.6.1) in einem Reaktionsansatz von 10 pL eingesetzt und mit
0,2 — 0,5 uL sequenzspezifischer Endonuclease fir 60 min inkubiert.

Fur praparative Zwecke wurden Ansatze von 30 pL mit 3 — 6 pL (etwa 1,5 — 3 pg) einer
Rapid-Plasmidpraparation verwandt, die mit 1 yL sequenzspezifischer Endonuclease fir
60 min inkubiert wurden.

Die Enzyme wurden vorzugsweise von MBI, aber auch von NEB, Boehringer Mann-

heim, Hybaid-AGS, Gibco BRL Life Technologies und Promega bezogen.

1.2.11 Auffullen von 3‘-Uuberhangenden Enden mit dem Klenow-

Fragment der DNA-Polymerase

Klenow-Reaktionspuffer (MBl) und 1 — 5 U Klenow-Fragment (MBI, 5 U/uL) zu einem Ansatz
von 20 pL aufgestockt, 20 min bei 37 °C inkubiert und das Enzym anschlief3end fir 10 min
bei 75 °C inaktiviert.
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1.2.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Tabelle 15: 10x PCR-Puffer

wurde in Anlehnung an Mullis und Faloona

Substanz Menge
(1987) durchgefiihrt. _Tris | 100 mM
Kaliumchlorid 500 mM
In der Regel wurden 50-uL-Ansatze mit 5 Nonidet P40_| 0,8 % (v/v)
pH 8,8 mit Salzsaure

— 100 ng Matrizen-DNA verwandt. Im Ansatz

befanden sich weiterhin 5 U Taq-Ponmerase, Gleichung 2: Berechnung der Anlagerungstempera-
tur fiir kurze Primer
je 10 pmol beider Primer, je 200 uM dATP,
T,=(4-[GC]+2-[AT])-3
dCTP, dGTP und dTTP, 1,5 — 3 mM MgCl,,

Ty--mm-mmmm- Annealingtemperatur

5% DMSO und 1/10 Vol. 10x PCR-Puffer [GC] - Anzahl an Guanosin und Cytosin

(Tabelle 15). Dieser Ansatz wurde nach 2- | [AT]--——Anzahlan Adenosin und Thymidin

minutiger Denaturierung bei 95°C 20 — 35

Temperaturzyklen in folgender Reihenfolge Gleichung 3: Berechnung der Anlagerungstempera-
tur fir lange Primer

ausgesetzt: (1) 95 °C, 20 s; (2) Anlagerungs-

600
temperatur, 20 s; (3) 72 °C, Zeit abhangig von T.= [69’3 +041 (%GC)_WJ_B
der AmplifikatgroRe. Die Anlagerungstempera- | 7, Annealingtemperatur
tur wurde abhéngig von den Primern gewéhlt %GC ----- relative Menge an Guanosin und Cytosin in

. . . Prozent
und fur kleine Primer (<20 Basenpaare) nach S Anzah! aller Basen

onszeit in Schritt 3 des Temperaturzyklus’ wurde eine Reaktionsgeschwindigkeit von 1000
Basenpaaren pro Minute angenommen. Nach Ablauf der Temperaturzyklen folgte eine
Schlufdextension fiir 10 min bei 72 °C. Anschlieliend wurde der Ansatz auf 4 °C gekuhilt.

10 uL einer abgeschlossenen PCR-Reaktion wurden mittels Gelelektrophorese geman

Kapitel 1.2.13:liberpriift.

Fur die PCR nach reverser Transkription (Kapitel 1.2.34) wurden 25-uL-Ansatze mit

der AmpliTAQ der Firma Clontech gemal der beiliegenden Anleitung verwandt.

1.2.13 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Standardmallig erfolgte die gelelek-

Tabelle 16: Zusammensetzung von 20x TAE-

trophoretische Auftrennung von DNA in 1%igen Stammlésung
Agarose-TAE-Gelen bei 120 V fiir 45 min, mo- Substanz Menge |
Tris 96,8 g/L
difiziert nach Sambrook et al., 1989. Essigséure 22,8 mL/L
500 mM EDTA, pH 8 | 40 mL/L

Abhangig von der Grofle der DNA-
Fragmente wurden fir grol3e Fragmente auch geringer konzentrierte Gele bis zu 0,7 % und

fur kleinere Fragmente hoher konzentrierte Gele bis zu 2 % verwandt.
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Fur kleine Fragmente (250 bis 500 bp) wurde als Alternative zu hochkonzentrierten
Agarosegelen auch Gele mit 1 % Agarose und 0,7 % Hydroxyethylcellulose verwandt.

Zur Bestimmung der Grolke von DNA-Fragmenten im Agarosegel wurden die in

1.2.14 Visualisierung und Dokumentation gelelektrophoretisch

aufgetrennter DNA
e puUC19:
DNA-Gele, die gemaR Kapitel 1.2.13i A:Pstl Hpall
hergestellt worden waren, wurden in einem e/ .
Wasserbad, das mit 20 — 50 pyL 10%iger Ethi- T 404
diumbromidlésung (Roth) versetzt worden war, e 331
fur 5 — 20 min gefarbt. Nach kurzem Waschen
in vollentsalztem Wasser wurde die Anfarbung 5077
4749 ===
der DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidi- 4507 190
umbromid mittels eines UV-Tisches (Vilber = 147
2838
Lourmat) bei 312 nm sichtbar gemacht und mit | 5459/9443
_ 2140 E——  mm————— 11/110
einer CCD-Kamera und der zugehdrigen Soft- 1086 —
ware (BioPhotonics’ BP-Mx ITI722 (PClI) 1700 ==
TWAIN Image Control) in digitaler Form doku- = 67
159
mentiert. Die Bearbeitung der Bilder unmittel- 1003 —
bar nach der Dokumentation erfolgte mit der 805 m—
Software PhotoFinish 3.0 (ZSoft WordStar At- _— 3
lanta Technology Center Incorporated), die 451(15;; —e——— —— G
weitere Bearbeitung mit der in Kapitel {1.2.35 448

aufgeflihrten Software. Die Geldokumentation-
. . . Abbildung 9: DNA-GréBenstandards
sanlage wurde mit allen Geraten von der Firma

MWG bezogen.

1.2.15 Elution von elektrophoretisch aufgetrennten DNA-
Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden nach Farbung mit Ethidiumbromid mit Hilfe einer UV-
Handlampe (365 nm) sichtbar gemacht und mit méglichst dichter Schnittfihrung mit einer
Skalpellklinge ausgeschnitten.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte mit dem GeneClean-Kit der Firma Bio101 gemal der
beiliegenden Anleitung. Dieses Kit basiert auf Bindung der DNA an Silicapartikel (Glasmilch-

suspension). Die so gewonnenen DNA-Fragmente konnten bis zu einem Volumen von 1 L
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Das ausgeschnittene Gelstlick wurde mit 3 Vol. der zum Kit gehérenden Natriumiodid-
I6sung versetzt und bei 65 °C aufgeldst. Nach Zugabe von 10 — 20 yL Glasmilchsuspension
und Inkubation fiir 5 — 30 min bei Raumtemperatur wurde die Glasmilch durch kurze Zentri-
fugation sedimentiert und der Uberstand vollstandig mit einer Pipette abgenommen. Die
Glasmilch wurde dreimal mit dem zum Kit gehérenden NewWash-Puffer durch Resuspensi-
on und Zentrifugation gewaschen und das Sediment bei 65 °C getrocknet. Nach dem Trock-
nen wurden je nach Menge an Glasmilch 10 — 20 yL TE zugegeben, die Glasmilch re-
suspendiert und die DNA durch Inkubation bei 65 °C flir 5 min geldst. Nach Zentrifugation flr
2 min bei 10.000 xg wurde der Uberstand abgenommen und fiir weitere Prozeduren ver-

wandt.

1.2.16 Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung von DNA wurden zwei Kits verwandt, die auf der Didesoxy-
Terminationsmethode (Sanger et al., 1977) und der PCR (Mullis und Faloona, 1987) basie-
ren und fluoreszenzmarkierte Terminatoren zur Detektion verwenden.

Fur das DNA Sequencing Kit BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
der Firma ABI PRISM wurden 250 — 500 ng Plasmid-DNA in einen 10-pL-Ansatz mit 320 nM
Primer und 2 yL ReadyReaction-Mix eingesetzt. Dieser Ansatz wurde 25 — 30 Zyklen des
folgenden Temperaturprogramms unterworfen: (1) 96 °C 20s; (2) 55°C 20s; (3) 60 °C
1,5 min. Nach Beendigung des Programms wurde eine Reinigung des Ansatzes durch Fal-
lung vorgenommen. Dazu wurden 19 yL H,O und 61 pL absoluten Ethanol zugegeben,
15 min inkubiert und 15 min bei 10.000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstéandig mit
einer Pipette abgenommen und das verbleibende Sediment mit 70% Ethanol gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand erneut vollstandig entfernt, das meist
nicht sichtbare Sediment 1 min bei 90 °C getrocknet und anschlieRend in 17 yL Template
Suppression Reagent (TSR, ABI PRISM) aufgenommen. Schliel3lich wurde das in TSR auf-
genommene Reaktionsprodukt flir 2 min bei 96 °C denaturiert, sofort auf Eis gekiihlt und in
spezielle Sequenziergefale Uberfihrt.

Fir das DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Kit der Firma Amersham
Pharmacia Biotech wurden dieselben Bedingungen fir die PCR verwandt. Die Reinigung
erfolgte jedoch nach folgendem Protokoll: 10 yL Sequenzieransatz wurden mit 1 yL der mit-
gelieferten Falldsung (1,5 M Natriumacetat, 250 mM EDTA, pH > 8) durch Auf-und-
Abpipettieren gut vermischt und 41 pL 96 % Ethanol zugegeben. Der Ansatz wurde 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert und danach bei 10.000 xg fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde nach der Zentrifugation vollstdndig mit einer Pipette entfernt und das Sediment mit

400 pL 70 % Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand auf
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gleiche Weise entfernt und das meist nicht sichtbare Sediment wie oben beschrieben weiter
behandelt.

1.2.17 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden in variablen Verhaltnissen von Vektor und zu inserierendem
Fragment mit 5 Weiss-Units T4-DNA-Ligase (MBI, 5 Weiss-Units/uL) in einem 15 pL-Ansatz
unter einer der folgenden Bedingungen inkubiert: (a) 16 °C Uber Nacht; (b) Raumtemperatur
3 h; (c)37°C1h.

Die Konzentrationsverhaltnisse zwischen Fragment und Vektor wurden abhangig von
der Art der Fragmentenden wie folgt gewahlt: (a) Vektor mit zwei verschiedenen Enden: 1:1;
(b) Vektor mit zwei gleichen Enden: Fragment im Uberschul bis zu 20:1.

Gewohnlich wurde die Halfte eines solchen Ansatzes direkt zur Transformation einge-

setzt.

1.2.18 Klonierung von PCR-Produkten

Da mit Tag-Polymerase synthetisierte DNA-Doppelstrange an ihren Enden ein an 3’-
Position Uberhdngendes Desoxyadenosin besitzen, kdnnen sie leicht in gedffnete Vektoren
mit einem an 5’-Position Gberhdngenden Desoxythymidin ligiert werden. Die Erzeugung des
A-Uberhangs erfolgt bevorzugt dann, wenn die 5'-Enden der Primer G oder C sind.

Zur Klonierung so erzeugter PCR-Produkte wurden das T-Cloning-Kit der Firma MBI
Fermentas und das pGEM-TEasy PCR Cloning Kit der Firma Promega gemal den beilie-
genden Anleitungen verwandt. In beiden Kits finden Vektoren Verwendung, die mit EcoRV
gespalten und thymidinyliert worden sind. Im Kit der Firma MBI Fermentas ist das Plasmid
pUC57, im Kit der Firma Promega das Plasmid pGEM-5Zf(+) enthalten. Die Klonierungsstel-

le dieser Vektoren befindet sich in einem modifizierten -Galactosidase-Gen, so dal eine

_______

Da andere Polymerasen die Adenylierungsaktivitat der Tag-Polymerase nicht besitzen,
sondern stumpfe Enden erzeugen, konnten deren PCR-Produkte in einen mit EcoRV oder
einer anderen stumpfe Enden erzeugenden sequenzspezifischen Endonuklease geodffneten

Vektor kloniert werden.
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1.2.19 Blau-WeiB-Farbung zur Vorselektion auf rekombinante

Plasmide
Mit den in Tabelle 17:aufgefihrten Plas-

"""""" Tabelle 17: Plasmide, die eine Blau-WeiB-Selektion
miden konnte eine Vorselektion mit Hilfe der erlauben
B-Galactosidase-Aktivitat in nicht rekombinan- ';';mg’
ten Plasmiden vorgenommen werden, da ihre pBluescript SK

pBluescript SKil

Klonierungsstellen innerhalb eines modifizier- pGEM-5Zf(+)
puUC 18
ten B-Galactosidasegens liegen. Zur Durchflh- pUC19
pUC57

rung der Vorselektion wurden IPTG zur Induk-

______ rausgestrichen wurden. Bakterienkolonien, die keine
Blaufarbung zeigten, wurden als solche mit rekombinanten Plasmiden angesehen und be-
vorzugt untersucht. Zuweilen waren Kolonien, die nur eine schwache Blaufarbung aufwiesen,

erkennbar an blauem Zentrum und weiRem Hof, ebenfalls erfolgversprechend.

1.2.20 Transformation chemisch kompetenter Escherichia coli-
Zellen

Unter Kompetenz von Bakterien versteht
Tabelle 18: SOC*-Medium

man die Fahigkeit, extrazellular befindliche

Substanz Menge

DNA aufzunehmen, diese zu erhalten, zu repli- Trypton 20 g/t

Hefeextrakt 5g/L
zieren und Genexpression daran vorzuneh- Natriumchlorid 500 mg/L
Kaliumchlorid 125 mg/L

men. Einige Bakterienarten besitzen diese Fa- pH7,0
autoklavieren

higkeit unter naturlichen Bedingungen, andere, 2M Glucosel6sung | 10 mL/L
) L . . 1 M MgCly-Lésung 10 mL/L
wie Escherichia coli und Agrobacterium tume- 1 M MgSO,-Lésung | 10 mL/L

faciens nur unter artifiziellen Bedingungen, zum

Beispiel in Anwesenheit hoher Konzentrationen schwerer einwertiger und zweiwertiger Ka-
tionen, so dal diese Bedingungen vor der Transformation eingestellt werden missen. In
dieser Arbeit wurden chemisch kompetente Escherichia coli-Zellen nach der Calciumchlorid-
Methode (Inoue et al., 1990) verwandt.

100 pL chemisch kompetenter Escherichia coli-Zellen wurden mit der Halfte eines Liga-

liebiger Konzentration versetzt und auf Eis fur bis zu 60 min inkubiert. Anschlie3end erfolgte
ein Temperaturschock von 42 °C fir 90 s mit sofortigem AbkUhlen auf Eis flir mindestens

3 min.
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nach Sambrook et al. (1989) verdunnt und fir 30 min (Kanamycinresistenz) bzw. 45 min
(Ampicillinresistenz) bei 37 °C im Roller inkubiert.

Der Ansatz wurde in drei Verdlinnungsstufen (50 pL, 100 uL und Rest) auf LB-Agar mit
dem korrekten Antibiotikum ausgestrichen.

Parallel dazu wurde ein Kontrollansatz ohne DNA identisch behandelt und von diesem
50 uL auf LB-Agar ohne Antibiotikum und der Rest auf LB-Agar mit Antibiotikum ausgestri-

chen.

1.2.21 Transformation elektrokompetenter Agrobacterium tumefa-
ciens

Naturlicherweise nicht kompetente Bakterien kénnen auch in salzfreien Lésungen mit
einem kurzen Puls eines starken elektrischen Feldes zur Aufnahme von DNA gezwungen
werden. Haltbare, entsalzte Agrobacterium tumefaciens-Suspensionen wurden nach (Dower
et al., 1988) hergestellt.

40 uL elektrokompetenter Agrobacterium tumefaciens wurden mit 0,2 — 0,5 yL einer
Plasmidlésung beliebiger Konzentration versetzt und auf Eis fiir bis zu 60 min inkubiert. An-
schlielRend erfolgte ein Elektroschock mit 2,5 kV, 200 — 400 Q, 25 pF. Der Transformations-
bei 28 °C im Roller inkubiert.

Der Ansatz wurde in drei Verdinnungsstufen (50 pL, 100 yL und Rest) auf YEB-Agar
mit allen nétigen Antibiotika ausgestrichen.

Parallel dazu wurde ein Kontrollansatz ohne DNA identisch behandelt und von diesem
50 uL auf YEB-Agar ohne plasmidselektives Antibiotikum und der Rest auf YEB-Agar mit

allen Antibiotika ausgestrichen.

1.2.22 Anzucht von Arabidopsis thaliana

1.2.22.1 Erdkultur

Die Pflanzen wurden in Topfen von
Tabelle 19: Klimabedingungen fiir die Anzucht von

6 cm Durchmesser und 6 cm Hohe (TEKU Arabidopsis thaliana in Erdkultur
6L) kultiviert. Als Kultursubstrat wurde Erde, Sl tags | nachts
Temperatur 24 °C 18 °C
Typ Mini-Tray (Einheitserde Werkverband Feuchtigkeit 65% | 75%
Helligkeit 150 uE 0 uE
e. V.) verwandt, die vor Gebrauch zweimal Licht-Dunkelperiode | 14 h 10h

im Abstand von zwei Tagen im Autoklaven
fur 30 min auf 90 °C erhitzt wurde. Diese Malinahme wurde zur Vernichtung von Schadin-

sekten, vor allem Trauermiicken und Thripsen, und deren Eiern getroffen. Zusatzlich wurde
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auf jeden Topf eine Spatelspitze Carbofuran als insektizider Wirkstoff ausgestreut. Zur Kraf-
tigung der Pflanzen wurde ein Korn Langzeitdiinger pro Topf hinzugefugt. Die fertig vorberei-
teten Topfe wurden in ein Tablett mit gelochtem Boden (R+S, 3050 cm) gestellt und dieses
Uber Nacht in ein gleich grol3es nicht gelochtes und mit Wasser gefillites Tablett plaziert, um
die Erde mit Wasser zu tranken.

Die Samen wurden in einem Rahmen von 1 bis 1000 pro Topf ausgesat, wobei sich ei-
ne Dichte von > 50 pro Topf als nicht mehr sinnvoll erwies, wenn alle Pflanzen bis zur
Samenreife kultiviert werden sollten.

Die Aussaat von einzelnen Samen wurde mittels eines angefeuchteten Zahnstochers
vorgenommen, mit dem die Samen von einer glatten Unterlage leicht aufgenommen und auf

der feuchten Erde abgestreift werden konnten. Nach der Aussaat oder dem Pikieren von

mit einer transparenten Kunststoffhaube bedeckt.

Eine Kaltebehandlung (Vernalisierung, Stratifizierung) von zwei Tagen bei 4 °C wurde
vorgenommen, wenn ein gleichmafliges Auskeimen der Samen erwinscht war.

Die Anzucht der Pflanzen wurde soweit nicht besonders angegeben in einer begehba-
angegeben durchgefihrt. Die Bewasserung erfolgte ein- bis zweimal in der Woche durch
Einstellen des gelochten in ein wassergefiilites Tablett fir etwa 15 — 90 min.

1.2.23ibeschrieben durchgefiihrt.

[ B g

Die Gewinnung von Samen wurde wie in Kapitel

1.2.22.2 Sterilkultur

Zur Sterilkultur von Arabidopsis thaliana
Tabelle 20: Klimabedingungen fiir die Anzucht von

wurden Petrischalen mit MS-Agar ohne Sac- Arabidopsis thaliana in Sterilkultur
charose oder 2MS-Agar (Murashige und Ealdmeten tags | nachts
9 ( 9 Temperatur 23 °C 23 °C
Skoog, 1962) verwandt. Helligkeit S0-7OuE} OpE
Licht-Dunkelperiode 16 h 8h

Die Samen wurden vor der Aussaat mit

1.2.22.4: beschrieben

| Byt

Chlorgas wie in Kapitel

. e Tabelle 21: 2MS-Agar
oberflachensterilisiert.

Substanz Menge
Pro Platte wurden je nach Verwendungs- | MS-Salzmischung (Duchefa) | variabel je nach Charge
Saccharose 2 % (wiv)
zweck 4 — 20 mg Samen (200 — 1000 Stiick) Agar 7 % (Wiv)
pH 5,7 mit Kaliumhydroxid

ausgebracht.

Eine gleichmalige Verteilung der Samen auf der Agaroberflache wurde durch Auf-
nehmen der oberflachensterilisierten Samen in 0,1 %igem sterilem Agar und Ausplattieren
mit einem Drygalski-Spatel oder einer umgebogenen gelben Pipettenspitze erreicht.

Nach einer mindestens zweitagigen Kaltebehandlung wurden die Samen in einer be-
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Nach etwa 14 Tagen konnten die Pflanzen in Erde pikiert werden. In der Periode zwi-
schen 14 und 21 Tagen nach der Keimung wurden Induktionsversuche an den Pflanzen
durchgefihrt.

1.2.22.3 Netzplatten und Induktion der Genexpression in Sterilkultur

Um Pflanzen auf Agar unter sterilen Bedingungen induzieren zu kdnnen, wurden die
Petrischalen vor dem Befiillen mit feinmaschigem, hartem und sterilisiertem Nylongitter ver-
sehen, auf welches 25 mL Nahrmedium pipettiert wurde. Mittels zweier zuvor am Gitter befe-
stigter und aus der Petrischale herausragender Zwirnsfaden konnte die Agarmasse mitsamt
Pflanzen angehoben und 500 — 2000 uL einer sterilisierten, 12,5 — 50-fach konzentrierten
Lésung darunter ausgebracht werden. Beim Aufsetzen der Agarmasse verteilte sich die L6-

sung selbsttatig tUber die Flache der Netzplatten. Die Endkonzentrationen von Chemikalien

1.2.22.4 Oberflachensterilisation

Nachdem die herkdmmliche Methode der Oberflachensterilisation mit halbverdiinnter
Hypochloritldsung nicht zufriedenstellend war, wurde die Gasphasensterilisation (Clough und
Bent, 1998; Clough und Bent, 2000) angewandt, auf unsere Verhaltnisse angepalt und ge-
malf folgendem Protokoll verfahren:

Arabidopsissamen wurden in geeigneten Gefalken (Kunststoff, 0,5 — 50 mL) mit geoff-
netem Deckel in einen Exsikkator plaziert. Ein Becherglas mit etwa 100 mL konzentrierter
Hypochloritldsung wurde dazugestellt und mit 5 mL konzentrierter Salzsaure versehen. Der
Exsikkator wurde rasch geschlossen und etwas Vakuum angezogen, um den Exsikkator luft-
dicht zu verschlielen. Es stellte sich heraus, dal® nach 6 h eine ausreichende Sterilisation
erreicht worden war. Eine Sterilisation Gber Nacht flihrte in seltenen Fallen zur Abtétung der
Samen, eine Sterilisation von 4 h reduzierte den Keimtiter auf 1 — 5 Pilzkolonien pro 20 mg
(1000 Stiick) Arabidopsissamen. Stander aus Papier fihrten wegen ihres hohen Anteils un-
gebleichter Fasern, die das Chlorgas absorbierten, zu einer vollstandigen Aufhebung der

Wirksamkeit dieser Methode.

1.2.23 Gewinnung von Samen aus Arabidopsis thaliana

Zur Ernte von Samen einer einzelnen Pflanze wurden Aracons (Lehle Seeds,
RoundRock, TX, USA) verwandt. Die Unterteile von Aracons wurden bei beginnender Bllte
auf die Topfe gestellt, die Blitenstande durch die zentrale Bohrung geflihrt und die Folien
der
Oberteile vorsichtig in die Unterteile gesetzt. Bei fortschreitender Samenreife wurden die

Pflanzen aus der Klimakammer entfernt und im Gewachshaus getrocknet.
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Zur Ernte von Samen aus mehreren Pflanzen wurden bei beginnender Fruchtreife die
Fruchtstdnde der Pflanzen in Butterbrottiten aus Pergamentersatz gesteckt. Die Pflanzen
wurden aus der Klimakammer entfernt und im Gewachshaus getrocknet.

Nach dem Trocknen, das je nach Witterung und Sonneneinstrahlung 1 — 3 Wochen
dauerte, wurden die Samen durch leichten Druck auf die Titen bzw. Aracons aus den Scho-
ten freigesetzt und durch zweimaliges Sieben durch ein Nylonsieb mit 0,5 mm Maschenweite
von Schotenresten und trockenen Blitenblattern weitgehend befreit.

Die gereinigten Samen wurden in verschlossenen Kunststoffgefallen bei Raumtempe-

ratur aufbewahrt.

1.2.24 Transformation von Arabidopsis thaliana

Die Transformation von Arabidopsis tha-
Tabelle 22: Transformationslésung

liana wurde in Anlehnung an Clough und Bent

Substanz Menge
(1998) durchgefuhrt. Saccharose 5%
Silwet L-77 | 0,05 % (v/v)

Dazu wurden Arabidopsis thaliana-

Wenn eine erhdhte Anzahl an Bliten zur Transformation gewlinscht war, wurden die ersten
Blitenstande abgeschnitten, so dal} jede Pflanze zwei bis drei sekundare Blutenstande trieb.

Wenn an den Pflanzen die ersten Bliten erschienen waren, wurden Agrobacterium tu-
mefaciens GV3101(pMP90), die zuvor mit dem gewunschten bindren Vektor transformiert
und kontrolliert worden waren, zunachst in einer 5-mL-Vorkultur in YEB mit Rifampicin, Gen-

tamycin und Kanamycin angezogen. Die Vorkultur wurde vollstandig in eine 500-mL-

schen und zu einer ODggg von 0,8 in Transformationsldsung resuspendiert.

Die Pflanzen wurden kopfiiber in die Agrobacterium tumefaciens-Suspension getaucht
und etwas geschwenkt, um eine gute Benetzung zu erreichen, danach fir zwei Tage mit
einer transparenten Haube versehen und in die Klimakammer gestellt. Je nach Zustand der
Pflanzen wurde die Tauchbehandlung im Abstand von einer Woche bis zu drei Mal wieder-
holt.

Fi-Generation in Sterilkultur auf Agar mit Antibiotikum auf Insertion der T-DNA selektiert.
Uberlebende Pflanzen wurden auf Erde pikiert, und die Samen nach dem Abbliihen und Rei-
fen individuell geerntet. Die F,-Generation wurde abermals auf Antibiotikaresistenz selektiert
und von den Uberlebenden pro Fi-Linie 8 — 12 Pflanzen auf Erde pikiert. Die daraus hervor-

gehende F;-Generation wurde in Sterilkultur mit selektivem Antibiotikum auf Homozygotie
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getestet. Homozygote Linien, erkennbar daran, daf} sie keine kanamycinsensitiven Pflanzen

mehr enthielten, wurden weiterverwandt.

1.2.25 Infektion von Arabidopsis thaliana mit Pseudomonas syrin-
gae

Pseudomonas syringae wurden wie in

....... , Tabelle 23: Infektionslésung

Kapiteli1.2.2.6:beschrieben angezogen.

"""" Substanz Menge
Die Zellen wurden durch Zentrifugation Magnesiumchlorid | 10 mM
Silwet L-77 0,01 % (v/v)

bei 7700 xg sedimentiert und in Infektionslo-

sung zu einer ODgyo von 0,2 aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde mit Hilfe einer
Spritze in die Blatter 2 — 3 Wochen alter auf Erde angezogener Arabidopsis-Pflanzen infil-
triert.

1.2.26 Induktion der Genexpression von Arabidopsis thaliana in
Erdkultur

Arabidopsis thaliana in Erdkultur wurden
Tabelle 24: Induktionslésungen zum Bespriihen

durch Besprihen mit walirigen Losungen mit- von Arabidopsis thaliana
tels handelsublicher Sprihflaschen, die in der Substanz Menge |
Salicylsaure 1mM
Lage waren, einen feinen Spriihnebel zu er- N-Acetylphosphinothricin | 200 mg/L
2,4-Dichlorophenoxyessigsaure | 200 yM
zeugen, bespriht, bis die Pflanzen gut benetzt BION 400 M
Methyljasmonat 46 yM

waren. Die Sprihbehandlungen wurden bei

Bedarf in regelmaRigen Abstéanden wiederholt. Die Induktionsldsungen zum Sprihen sind in

iTabelle 24! zusammengestellt. Sie wurde fir jede Sprihbehandlung frisch hergestellt. Wur-

den mehrere Substanzen gespriht, so wurden Mischungen angesetzt.
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1.2.27 Kreuzung von Arabidopsis thaliana

Die Bluten von Arabidopsis thaliana sind
so aufgebaut, dal sie sich bereits wahrend des
Offnens selbst bestduben. Daher kénnen
Kreuzungen nur an unreifen Bliten im Knos-
penstadium vorgenommen werden, die zuvor
emaskuliert werden mussen. Fiur eine Kreu-
zung wurden daher junge, kraftige Blitenstan-
de ausgewahlt, an denen bereits zwei bis drei
Bluten gedffnet waren. Von diesen Blitenstan-
den wurden die unteren zwei bis drei Knospen
fur die Kreuzung verwandt. Alle Manipulationen
wurden mit Hilfe eines Binokulars durchgefuhrt.

Die zu kreuzende Blite wurde mit einer
feinen, weichen Federstahlpinzette so dicht wie

moglich unterhalb der Kelchblatter ergriffen

ner scharfen, spitzen Praparationspinzette

wurden die vier Kelchblatter nach schrag unten

abgezogen. Auf die gleiche Weise wurde mit
Abbildung 10: Schematische Darstellung einer

den vier Blitenblattern und den zwei langen wgtsee"nkgﬁfsz?evgt';I'I‘L',a:r:'?gs;?et’gfs":é le'ﬁ I'::Z'L'le
und vier kurzen Antheren verfahren, wobei die zung fixiert wird.

Fruchtanlage nicht beschadigt werden durfte. Der Donorpflanze wurde dann ein frisches
Staubblatt entnommen und der Pollen auf dem Pistill der emaskulierten Blite abgestreift.
Anschliellend wurde mit dem Binokular tberprift, ob Pollen auf dem Pistill hdngengeblieben
war und wenn nétig die Bestaubung mit einem neuen Staubblatt wiederholt. Die gekreuzten
Bluten wurden durch Entfernen der unterhalb liegenden Bliten und der oberhalb befindlichen
ein bis zwei Knospen isoliert und der gekreuzte Blutenstand mit einem kleinen Umhange-

schild markiert.

1.2.28 Mutagenese von Arabidopsis thaliana-Samen

Arabidopsis thaliana-Samen wurden ei-
Tabelle 25: Mutageneselésung

ner chemischen Mutagenese mit Methansul-

Substanz Menge
fonsaureethylester (EMS, Ethylmethansulfonat, Natriumphosphatpuffer, pH5 | 100 mM
Dimethylsulfoxid 5 % (viv)

S|gma) in An|ehnung an Lightner und Caspar Methansulfonsdureethylester | 50 — 100 mM

(1998) und Leyser und Furner (2000) unterzo-
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gen. Da EMS eine fllchtige, stark mutagene Flussigkeit ist, muften alle Manipulationen un-
ter dem Abzug durchgefiihrt und Schutzhandschuhe aus Nitril in doppelter Schicht getragen
werden. Die Arbeitsflachen und Gerate wurden nach Beendigung der Mutagenese zur De-
kontamination mit 100 mM Natriumthiosulfatiésung abgewischt, die Glas- und Kunststoffge-
rate mit 100 mM Natriumthiosulfatiésung ausgewaschen und anschlieend fir 2 h mit flie-
Rendem Wasser gesplilt, bevor sie wie normales Laborgeschirr gereinigt werden konnten.
Zur Mutagenese wurden etwa 1000 Samen (20 mg) in eine 50 mL-Spritze eingewogen
und Uber Nacht unter Schwenken in 30 mL 0,1 % Kaliumchlorid hydriert. Am folgenden Tag
wurde die Mutagenese in 50 — 100 mM EMS flr 3 — 5 h durchgeflhrt. Die EMS-L6sung wur-
de in einen bereitstehenden Becher mit kristallinem Natriumthiosulfat entsorgt und die Sa-
men dreimal mit 100 mM Natriumthiosulfat gewaschen und das EMS dadurch deaktiviert. Die
auf diese Weise hergestellten M{-Samen wurden anschliefend in 0,1% Agar aufgenommen,

auf Erde ausgebracht und wie in Kapitel i1.2.22.1:beschrieben kultiviert.

Ein erster Indikator fur eine erfolgreiche Mutagenese war das Auftreten von abwei-
chend gefarbten Sektoren in den Blattern der Mq-Pflanzen, die in 1 — 10 von 1000 Pflanzen
auftreten sollten (Lightner und Caspar, 1998; Leyser und Furner, 2000).

Nach Selbstbefruchtung wurden die Samen geerntet und die Folgegeneration M, auf
Mutanten untersucht. Auch in der M,-Generation wurde der Erfolg der Mutagenese am Auf-

treten von bleichen oder abweichend geformten Pflanzen kontrolliert.

1.2.29 Histochemische Farbung zum Test auf B-Glucuronidaseakti-
vitat

Pflanzenteile wurden durch Vakuumbe-
Tabelle 26: GUS-Farbelésung

handlung mit GUS-Farbeldsung infiltriert und

Substanz Menge |
Uber Nacht bei 37 °C in Farbelosung inkubiert. Natriumphosphatpuffer, pH 7.2 | 50 mM
Kaliumferrocyanat 500 uM
Nach mehreren Waschungen mit Ethanol, die Kaliugfgrlricyanat 530 l'JVIM
-Gluc m

zur Entfernung des Chlorophylls dienten, wur-

den die gefarbten Pflanzenteile wie in Kapitel 1.2.35 beschrieben fotografisch dokumentiert.
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1.2.30 Quantitative Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der
B-Glucuronidase

50 — 100 mg Blattmaterial wurden in
1,5 mL-Reaktionsgefaflien mit 100 yL GUS-Ex-

Tabelle 27: GUS-Ex-Puffer

___________ Substanz Menge

Puffer (Tabelie 27) mittels eines passenden | 500 mM Natriumdihydrogenphosphatisg. | 50 mL/L
500 mM Dinatriumhydrogenphosphatlsg. 50 mL/L

Pistills und einer Bohrmaschine fein zerkleinert. 500 mM EDTA, pH 8 20 mL

Triton X-100 0,1 % (vIv)
Sarkosyl 0,1 % (w/v)
Unmittelbar vor Gebrauch mit 5 uL
2-Mercaptoethanol pro 10 mL Puffer versetzen

Nach Zugabe von weiteren 200 yL GUS-Ex-

Puffer wurden die unloslichen Reste durch

Zentrifugation fur 20 min bei 10.000 xg sedi-

mentiert und der Uberstand zur weiteren Bear- Tabelle 28: MUG-Losung

beitung in neue Gefalde Uberfuhrt. Substanz

Methylumbelliferylglucuronid
I6sen in Dimethylformamid
lagern bei —20 °C
unmittelbar vor Gebrauch 1:10 mit GUS-Ex-Puffer
verdunnen

Menge
40 mM

Der Proteingehalt des Aufschlusses wur-
de nach Bradford (1976) bestimmt.

Die Bestimmung der Enzymaktivitat wur-

de in Anlehnung an die Anleitungen von Jeffer-
son (Jefferson, 1987a; Jefferson, 1987b; Jef-

ferson et al., 1987) vorgenommen. In der Regel =

Gleichung 4: Berechnung der spezifischen Enzym-
aktivitat der f-Glucuronidase

(F, - F,)-50 pmol MU
t'm'FsopmmMu

reichten 0,2 — 1 yg Gesamtprotein aus, um

A-mmmmeeee Enzymaktivitat [pmol MU min™ mg Protein ]
eine ausreichende und nicht zu starke Umset- | F—— Fluoreszenz nach der Vorinkubation
zung des Substrates wahrend einer Inkubati- | 2 Fluoreszenz nach der Hauptinkubation
. . . e Dauer der Hauptinkubation [min]
onszeit von 30 — 60 min zu erzielen. .
m ---------- Gesamtproteinmenge [mg]

Im Einzelnen wurden zur Proteinbestim- | Fsopmomu- Fluoreszenz des 250 nm-Fluoreszenzstan-

dards

mung Mikrotiterplatten mit rundem Boden ver-

wandt, in die 0,5 — 4 uL der Proteinextrakte
eingesetzt wurden. Zur Eichung wurden 1, 4 und 8 ug BSA verwandt und ein Napfchen der
Mikrotiterplatte als Blindwert ohne Protein gelassen. Alle Proben einschlieRlich Blindwert
wurden mit 200 uL Bradford-Reagenz (RotiQuant, Roth, 1:5 verdiinnt) versetzt und nach
funfminGtiger Inkubation bei 595 nm photometrisch mit einem Plattenlesegerat (Dynex MRX)
gemessen.

Fur die Bestimmung der Enzymaktivitdt wurden gleiche Proteinmengen in Mikrotiter-
platten mit flachem Boden eingesetzt und die unterschiedlichen Volumina mit GUS-Ex-Puffer
zu einem Endvolumen von 100 uL aufgefillt. Nach Zugabe von 100 L 4 mM MUG-L6sung

(Tabelle 28) erfolgte eine Vorinkubation fir 10 — 15 min bei 37 °C. Danach wurde die Halfte
des Reaktionsansatzes mit 100 L 200 mM Natriumcarbonatlésung abgestoppt. Die verblei-
bende Halfte wurde fir 30 — 60 min weiter inkubiert, danach ebenfalls abgestoppt und die

Fluoreszenz des durch die enzymatische Aktivitat der B-Glucuronidase entstanden Methyl-
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umbelliferons im Fluorimeter (CytoFluor Multi-Well Plate Reader Series 4000, PerSeptive
Biosystems) bei 360 nm Excitation und 460 nm Emission. Als Standards wurden Ldsungen
von 10 yM, 1 uM, 250 nM und 50 nM Methylumbelliferon verwandt.

Die Berechnung der B-Glucuronidaseaktivitat erfolgte nach :LQI_e_ig_h_u_r_]g_é_li Zur Vereinfa-
chung der Berechnung wurde eine Excel-Tabelle programmiert, die unter
http://www.ubpb.gwdg.de/~wbrenne/mugtab.xls zu laden ist. Ein detailliertes Protokoll ist

unter http://www.ubpb.gwdg.de/~wbrenne/mugtest.pdf abgelegt.

1.2.31 Extraktion von DNA aus Arabidopsis thaliana

1.2.31.1 Prozedur fur hochwertige DNA

Die Extraktion von DNA aus Arabidopsis
Tabelle 29: DNA-Extraktionspuffer

thaliana erfolgte gemaf Fulton et al. (1995).

Substanz | Menge

Unmittelbar vor Beginn der Praparation Sorbit | 350 mM
________ . Tris 100 mM

wurde DNA-Préparationspuffer gemaRiTabelle; 7B ot Saimatr
Lo pH 7,5 mit Salzsure

131 vorbereitet. Dazu wurden 50 — 100 mg

Blattmaterial in einem 1,5-mL Reaktionsgefal

mit einem dazu passenden Pistill und einer Tabelle 30: Kernlysepuffer
; ; 5 Substanz Menge
Bohrmaschine in Gegenwart von 200 pL Pra TS 200 MM
parationspuffer zerkleinert, danach weitere 550 EDTA _ 50 mM
Natriumchlorid 2M
uL Praparationspuffer zugegeben, grindlich Cetyltriammoniumbromid | 2 %
durchmischt und fir 30 — 120 min bei 65 °C
inkubiert. Sodann wurden die Proben mit Tabelle 31: DNA-Priparationspuffer
750 pyL Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) ver- Substanz Menge
DNA-Extraktionspuffer 2,5 Teile
setzt, grindlich gemischt und fur 5 min bei Kernlysepuffer 2,5 Teile
5% Sarcosyllésung 1 Teil
10.000 xg zentrifugiert. Ohne dabei Anteile der Natriumsulfit 0,33 % (wiv)

weilllichen Interphase mitzunehmen, wurden

von der oberen Phase wurden 500 uL in ein neues Gefall Gberflihrt und mit 400 uL —20 °C
kaltem Isopropanol durch Schwenken gut vermischt. Durch Zentrifugation bei 10.000 xg fiir
5 min wurde die préazipitierte DNA sedimentiert, der Uberstand mit einer Pipette vollstandig
entfernt und das Sediment mit 750 uL 70% Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugati-
on und Entfernung des Uberstands wurde die DNA bei 65 °C getrocknet, bis das Sediment
glasig erschien. Die DNA wurde in 30 — 50 yL TE aufgenommen und durch Inkubation bei
65 °C fur 15 min gel6st. Die Bestimmung der DNA-Konzentration und Abschatzung der Qua-

litat erfolgte wie in Kapitel i1.2.8:beschrieben.

Die auf diese Weise gewonnene DNA kann fur PCR und Southern-Blot-Analysen ein-

gesetzt werden. Letztere Methode wurde aber in dieser Arbeit nicht durchgefuhrt.



Teil1: Material und Methoden 39

1.2.31.2 Schnellextraktion von DNA fiir PCR-Zwecke

Mit dieser Prozedur konnte DNA aus we-
Tabelle 32: DNA-Extraktionspuffer Mini

sentlich geringeren Mengen an Ausgangsmate-

Substanz Menge

rial gewonnen werden. Ein Keimling reichte Tris 200 mM

Natriumchlorid 250mM

aus, um genugend DNA fir mehrere PCR- EDTA 25 mM

) ) Natriumdodecylsulfat | 0,5 % (w/v)
Reaktionen zu gewinnen. pH 8,0 mit Salzsaure

Ein kleines Rosettenblatt wurde in einem
1,5-mL-Reaktionsgefal® mit Hilfe eines passenden Pistills und einer Bohrmaschine unter

flussigem Stickstoff fein zerkleinert und anschliefend 700 uL DNA-Extraktionspuffer Mini

1 min bei 10.000 xg sedimentiert. 600 yL des Uberstandes wurden mit 600 uL Isopropanol
versetzt, kurz vermischt und die prazipitierte DNA durch Zentrifugation flir 5 min bei
10.000 xg sedimentiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Sediment bei 65 °C getrocknet
bis es glasig erschien und anschlieend in 20 — 100 uL TE aufgenommen.

Diese Praparationen hatten stets eine braunliche Farbe und waren nicht sehr lange
haltbar. PCR-Reaktionen mit diesen Praparationen ergaben eine geringere Ausbeute an
Produkt. Aus diesen Grunden wurde diese Methode nur fur gro3e Mengen unterschiedlicher

Proben fur analytische Zwecke eingesetzt.

1.2.32 Extraktion von RNA aus Arabidopsis thaliana

Zur Extraktion von RNA aus Arabidopsis thaliana wurden zunachst verschiedene
Methoden erprobt.
Das Protokoll von PegLab mit der PeqGold-Flissigkeit ergab zwar hohe Ausbeuten,

jedoch waren Qualitdt und Reinheit mangelhaft und die Banden in der Northern-Analyse
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Das Qiagen RNA Plant Mini Kit lieferte nur bei Pflanzen aus Sterilkultur zuverlassig

hohe Ausbeuten von guter Qualitat, versagte
Tabelle 33: 10x MEN

aber vollig bei der Extraktion von RNA aus

Substanz Menge
i MOPS 200 mM
Pflanzen, die auf Erde angezogen worden wa NETTe— oM

pH 7,0 mit Natriumhydroxidlésung

Das Invitek RNA Plant Spin Mini Kit lie-

ferte zwar bei Pflanzen aus Sterilkultur etwas

geringere Ausbeuten, war jedoch in der Lage, Tabelle 34: Herstellung von denaturierenden Aga-
c g . rosegelen
qualitativ zufriedenstellende RNA auch aus
) ) . Substanz Menge
Pflanzen zu gewinnen, die auf Erde kultiviert Agarose 159
H,O 100 mL

worden waren, wenn auch mit relativ geringen | Gefar auswiegen
e Agarose durch Aufkochen und Schwenken voll-

Ausbeuten. standig auflésen
. . . e Wasserverlust durch Zugabe von Wasser bis zum
In der Folge wurde das Kit der Firma Invi- urspriinglichen Gewicht ausgleichen
. H,0 12,5 mL
tek eingesetzt. 10x MEN 15 mL
37% Formaldehyd 22,5 mL

Die Quantifizierung erfolgte wie in Kapitel

______

1.2.33 Expressionsstudien anhand des Nachweises spezifischer
MRNA durch DNA-Fragmente

1.2.33.1 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

Die Durchfiihrung der Gelelektrophorese
Tabelle 35: Zusammensetzung des RNA-

von RNA unter denaturierenden Bedingungen Probenpuffers

erfolgte in Anlehnung an (Sambrook et al., 2x 3x 4x 5%
Farbmarker | 120 uL | 100 pL | 240 uL | 300 pL

1989). Die aus Arabidopsis thaliana extrahierte g: g'oEDTA 80uL | 80uL | 160 uL | 200 L

RNA wurde nach photometrischer Quantifizie- |10 MEN 2000 pL | 3333 pL | 4000 pL | 5000 pL
87% Glycerin | 800 pL | 1200 pL | 800 pL | 800 yL
rung gemal Kapitel {1.2.8 zu gleichen Mengen [Formamid | 5691 uL |4286 plL | 2142 uL | 377 plL
""" Formaldehyd | 1329 yL | 1001 pL | 2658 pL | 3323 pL
aliquotiert, mit Wasser zum geringstmaoglichen  Lagerung bei 4 °C
. . Unmittelbar vor Verwendung ein Aliquot mit 6 pL/mL
Volumen aufgefillt und mit RNA-Probenpuffer  10%iger Ethidiumbromidiésung (Roth) versetzen.

ben geladen. Die Taschen wurden mit Laufpuffer (1x MEN, Tabelle 33) randvoll aufgefullt.
Anschliel3end wurde die Elektrophorese unter Gleichspannung mit Pluspol am unteren Ende
des Gels bei einer konstanten Leistung von 12 W pro Gel und einem Zeit-Spannungs-
Integral von 0,2 kVh durchgefiihrt. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde die RNA

auf dem UV-Transilluminator visualisiert und fotografiert.
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Zur vereinfachten Berechnung der Aliquotierung wurde eine Excel-Tabelle program-

miert, die unter http://www.ubpb.gwdg.de/~wbrenne/rna.xls zu laden ist.

1.2.33.2 Ubertragung der gelelektrophoretisch aufgetrennten RNA auf
Nylonmembran (,,Northern-Blot*)

Die Ubertragung der RNA vom Gel auf
Tabelle 36: 20x SSC

Nylonmembran erfolgte durch Kapillartransfer

_____________ Substanz Menge
nach dem in iAbbildung 11 gezeigten Schema Natriumcitrat | 175,3 g/l
"""""" Natriumchlorid | 88,2 g/L
(Sambrook et al., 1989) mit 10xSSC als Trans- pH 7,0
fermedium. Als Filterpapier wurde das Papier __7Gewicht’z_ B, Katalog rI
. Stapel Papierhandtiiche
MN 218 B der Firma Macherey & Nagel ver- -/3 L0 B sl
10 x 15
wandt. Am folgenden Tag, wurde die an die %ggllonm:r:bran

2 Lagen Blottingpapier

Nylonmembran gebundene RNA mit dem UV- 30 %15 om
Transilluminator sichtbar gemacht und als Bild @\Fotoschale
dokumentiert. Die Membran wurde in einem 10x SSC
Briefumschlag verpackt und flir mindestens 2 h Abbildung 11: Schematische Darstellung des Auf-

i i baus einer Kapillarblotapparatur
bei 80 °C gebacken, um die RNA an den Ny-

lonfasern der Membran zu fixieren.

1.2.33.3 Herstellung radioaktiv markierter genspezifischer DNA-Sonden

Die Sonden zur Hybridisierung mit Northern-Blots wurden nach der Random-Prime-

Methode hergestellt (Feinberg und Vogelstein,

Tabelle 39: Zusammensetzung eines Ansatzes zur

1983)- Dabei wurde ein Gemisch von kurzen radioaktiven Markierung von DNA-Fragmenten
DNA-Fragmenten aller mdglichen Basense- Lésung Menge
. . . DNA-Fragment 2L
quenzen in einer DNA-Polymerasereaktion als aus Gelelution H
. . . . 32 . Random-Primer, 3 pg/pL 1,4 uL
Primer eingesetzt, die mit o*“P-dATP als radio- H,0 29,6 L
. . . . 5 min 95 °C, dann auf Raumtemperatur stellen
aktiv markiertem Nukleotid durchgefuhrt wurde. dNTP —A-Mix 6L
. . 10x Reaktionspuffer (MBI) 5 pL
Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes K|en03\2, exo (MBI) e
L mmmmmmmmoes } P-dATP 5 pL
ist in {Tabelle 39:aufgeflhrt. = L
Nach einer Inkubationszeit von minde- Tabelle 39: ANTP —A-Mix
stens 1 h wurde die radioaktiv markierte DNA Substanz Menge
. . .. Desoxycytosintriphosphat | 0,5 mM
durch Fallung wie folgt gereinigt: Nach Zugabe Desoxyguanosintriphosphat | 0,5 mM
----------- Desoxythymidintriphosphat | 0,5 mM

1989) und 250 uL vergalltem Ethanol wurde

eine Kaltebehandlung bei —20 °C fur minde-

Tabelle 39: STE

Substanz Menge |
stens 1 h durchgefihrt. Die prazipitierte DNA NatriuTn;zhlorid 11000 r;n'\l;/l
|
wurde mittels Zentrifugation bei 10.000 xg fir EDTA 1 mM

pH 8,0
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20 min sedimentiert, der Uberstand abgenommen und in ein neues GefaRk Uberfihrt. Die ins
Sediment inkorporierte Radioaktivitat wurde mittels eines Geigerzahlers (Survey Meter Mo-
del 3, Ludlum Measurements, Inc., Lieferant AGS) mit der im Uberstand verbliebenen vergli-
chen. Die radioaktive Markierung wurde dann als erfolgreich beurteilt, wenn im Sediment die
1,5 — 2-fache Impulszahl des Uberstandes gemessen wurde. Das Sediment wurde in 50 pL
TE aufgenommen, mit 50 uL gescherter Heringssperm-DNA-L6sung (10 pg/uL) versetzt und
fir 5 min bei 95 °C denaturiert. Der Ansatz wurde entweder auf Eis gekihlt oder unmittelbar

nach Entnahme aus dem Heizblock oder dem Wasserbad verwandt.

1.2.33.4 Hybridisierung von Northern-Blots mit genspezifischen radioak-
tiv markierten DNA-Sonden

Nylonfilter wurden zuné&chst in 10x SSC rehy-

Tabelle 40: Dextransulfat-Hybridisierungslésung

Menge
driert. Gestrippte Nylonmembranen wurden deionisiertes Formamid 50 % (vv)
Dextransulfat 10 % (w/v)
ohne weitere Behandlung luftblasenfrei in eine Natriumdodecylsulfat 1% (wiv)
Natriumchlorid 1M
Glas-Hybridisierungsrohre eingelegt und fur Natriumphosphatpuffer, pH 6,8 | 50 mM

mindestens 1 h bei 42 °C im Hybridisierungso-

Zugabe der durch Hitze denaturierten radioaktiv markierten Sonde erfolgte eine Inkubation
bei derselben Temperatur tber Nacht.

Die Hybridisierungslésung wurde nach der Inkubation in ein Auffanggefal’ abgegossen
und zur Wiederverwendung bei —20 °C, zum Abklingen bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die

Nylonmembran wurde zwei- bis dreimal in der Hybridisierungsrohre mit 2xSSC + 0,1% SDS

aktivitat, gemessen mit einem Endflachenzahlgerat (Contamat FHT 111M, Eberline) in einer
absteigenden Konzentrationsreihe mit 1xSSC + 0,1% SDS, 0,5xSSC + 0,1% SDS und
0,1xSSC + 0,1% SDS fir jeweils 20 min bei 65 °C im Rotationswasserbad (Belly Dancer,
Stovall Life Sciences, Inc., Greensboro, NC, USA) gewaschen.

Die fertig gewaschenen Filter wurden in handelsubliche Gefrierfolie eingeschweifdt und
mindestens bis zum folgenden Tag auf Phosphoimagerplatten exponiert.

Die Platten wurden mit einem speziellen Phosphoreszenzmefigerat (Fujiflm BAS-
1000) eingelesen und mit geeigneter Auswertungssoftware (TINA 2.09f, Raytest Isotopen-
meligerate GmbH; AIDA 2.11, Raytest IsotopenmelRgerate GmbH) am Computer bearbeitet

und quantifiziert.
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1.2.33.5 Entfernung von Sonden aus hybridisierten Nylonmembranen
(,,Strippen®)

Hybridisierte DNA-Sonden wurden durch 20 — 30-minttige Inkubation im Rotations-
wasserbad (Belly Dancer, Stovall Life Sciences, Inc., Greensboro, NC, USA) bei 75 °C in
0,1% SDS aus den Nylonmembranen ausgewaschen. Die Membranen konnten nach Vorhy-

bridisierung fir neue Hybridisierungen wie in Kapitel 1 .2.33.4Ebeschrieben verwandt werden.

| Sy

1.2.34 Reverse Transkription von RNA

Zur reversen Transkription von RNA wurde das 1st strand cDNA Synthesis Kit mit der
PowerScript™-Transkriptase der Firma Clontech verwandt. Hierbei wurden zunachst 1,5 ug
Gesamt-RNA und je 2 pmol beider genspezifischer Primer mit Wasser zu einem Gesamtvo-
lumen von 11 pL aufgefillt, fir 10 min bei 70 °C denaturiert und sofort auf Eis gekihlt. Zu
diesem Ansatz wurden 4 pL des zum Kit gehérenden Reaktionspuffers, 2 yL dNTP-Mix (je
10 mM), 2 yL DTT (im Kit befindlich) und schlieRlich 1 pyL reverse Transkriptase hinzugeflgt.
Nach einer Inkubation von 50 — 90 min bei 42 °C wurde die Reaktion durch 15-minttiges
Erhitzen auf 70 °C abgebrochen und eine PCR mit dem Advantage 2 Polymerase Mix der

Firma Clontech wie in Kapitel!1.2.12 beschrieben durchgefiihrt.

1.2.35 Fotografische Dokumentation und Bildbearbeitung

Fur Standardfotografie wurde eine Digitalkamera (Nikon CoolPix) oder eine Spiegelre-
flexkamera (Canon AE-1 Program) mit 24—-50 mm-Zoomobjektiv (Sigma UC Zoom) und Ko-
dak EliteChrome Diafilm ISO 200/24° verwandt.

Fur Vergroferungsaufnahmen wurde an der Spiegelreflexkamera ein Balgengerat
(Canon Bellows FL) montiert und ein Kodak EliteChrome Diafilm ISO 400/27° verwandt. Da-
mit war ein Abbildungsmalstab von bis zu 2:1 erreichbar.

Alternativ wurde fir VergréRerungsaufnahmen eine an ein Binokular angeschlossene
CCD-Kamera mit zugehoriger Software verwendet.

Die Dias wurden mittels eines Durchlichtscanners (Epson GT-9600) in digitales Format
Uberfuhrt.

Die Bildbearbeitung (Helligkeit, Kontrast, Ausschneiden, Vergréliern, Verkleinern) er-
folgte mit Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated) und Corel PhotoPaint (Corel
Corporation).

Beschriftungen, Linien, Pfeile etc. wurden mit Corel Draw (Corel Corporation) eingefiigt

und die Bilder zum Einfligen in diese Arbeit ins WMF-Format konvertiert.
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1.2.36 Rechnergestutzte Analyse von Nukleinsaure- und Protein-
sequenzen

Fur die Darstellung von Plasmiden und deren Restriktionsschnittstellen sowie fur die
Simulation enzymatischer Reaktionen an Plasmiden wurde anfangs die Software Clone Ma-
nager 4.01 der Firma Scientific & Educational Software verwandt. Im Verlauf dieser Arbeit
wurde diese Software durch die erheblich leistungsfahigere Vector NTI Suite der Firma In-
formax Incorporated, zuletzt in der Version 6.0.5 ersetzt. Diese Software bot neben der Ana-
lyse von Restriktionsschnittstellen auch die Analyse von Oligonukleotiden, Primerbindestel-
len Translation, eine Datenbank fur Nukleinsduren, Proteine, Enzyme, Oligonukleotide, Gro-
Renstandards und Zitate. Mittels weiterer Programme waren Alingnments und die Zusam-

mensetzung von Sequenzdaten moglich.
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1.3 Ergebnisse

1.3.1 Barnase als Suizidgen

1.3.1.1 Konstruktion eines binaren Vektors mit einer RNAse als Suizid-
gen unter der Kontrolle eines Promotors mit einem as-17-

Element

Fir die Suche nach Mutanten, die das as-7-Element nicht mehr aktivieren konnen,
wurde als ein moglicher Ansatz die Steuerung eines konstitutiven Suizidgens durch das
as-1-Element gewanhlt. Als Suizidgen kam hierbei die Barnase, eine RNAse aus Bacillus
amyloliquefaciens, zum Einsatz. Zur Konstruktion eines binaren Vektors zur Pflanzentrans-
formation mit der Barnase unter der Kontrolle eines as-1-Elements und mit der
B-Glucuronidase als zusatzlichem Reportergen unter der Kontrolle eines fiinffach wiederhol-
ten as-7-Elements wurden die folgenden Klonierungsschritte unternommen:

Um das Barnasegen zunachst mit dem CaMV 35S-Promotor zu fusionieren, wurde aus
dem bereits bestehenden Plasmid pVE113 ein 472 bp langes Fragment, das die codierende
Sequenz der Barnase enthielt, mit den Enzymen BamHI| und Pstl ausgeschnitten und in die
mit BamHI| und Pstl gedffnete Klonierungsstelle des Vektors pUCA?7 ligiert. Der so entstan-
dene Vektor pUCA7-Barney wurde in den Escherichia coli-Stamm MC1061 transformiert, in
dem eine ungewollte Expression der Barnase, die zum Absterben der Bakterien gefihrt hat-
te, nicht stattfinden konnte.

In einem zweiten Klonierungsschritt wurde ein 783 bp langes Fragment aus pUCA7-
Barney mit den Enzymen Eco32| und Hindlll ausgeschnitten. Dieses Fragment, das ein ein-
zelnes as-71-Element, die codierende Region der Barnase und den ocs-Terminator enthielt,
wurde in die mit Eco32l und Hindlll getffnete Klonierungsstelle des Vektors pBluescriptSK
ligiert. Auch dieses Konstrukt pSK-Barney mufdte in den Escherichia coli-Stamm MC1061
transformiert werden.

Im letzten Schritt wurden in einer Dreifragmentligation ein 787 bp langes Fragment,
aus pSK-Barney und ein 2480 bp langes Fragment aus dem bereits bestehenden Plasmid
p5xas1-GUS (A. Thiele, unverodffentlicht), die beide mit EcoRI und Hindlll ausgeschnitten
worden waren, in den mit EcoRI gedtffneten binaren Vektor pBIN*, der den Barnaseinhibitor

Barstar unter der Kontrolle eines bakteriellen Promotors enthalt, ligiert. Der so entstandene

Kapitel 1.2.24 beschrieben verwandt.
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Abbildung 12: T-DNA-Region des Vektors pBIN*GuBa

Drei Transformationen mit diesem Vektor lieferten 10 kanamycinresistente Pflanzen,
von denen jedoch keine eine B-Glucuronidaseaktivitat aufwies, und keine einen durch Sali-
zylsaure und Auxin induzierbaren Suizid zeigte. Damit wurde dieser Ansatz aufgegeben, da
das Konstrukt anscheinend letal war. Der Letalitdtsverdacht wurde durch die Beobachtung
erhartet, daf® viele Pflanzen nach der Transformation mit dem GuBa-Konstrukt an den mit
der Agrobakteriensuspension in Kontakt gekommenen Pflanzenteilen kleine Lasionen und
verkrippelte Schoten entwickelten, was bei der parallel stattfindenden Transformation mit

dem 5GuDe-Konstrukt (Kapitel 1.3.3) nicht beobachtet wurde.

1.3.2 Deacetylase als konditionelles Suizidgen unter der Kontrolle

eines Promotors mit einem einzelnen as-7-Elements

1.3.2.1 Konstruktion eines binaren Vektors mit der Deacetylase unter
der Kontrolle eines Promotors mit einem einzelnen as-171-
Elements

Ein weiterer Ansatz fir die Suche nach Mutanten, die das as-7-Element nicht mehr ak-
tivieren kdonnen, war die Verwendung eines konditionellen Suizidgens. Hierfur wurde eine
Deacetylase aus Stenotrophomonas spec. (Bartsch et al., 1996) verwandt. Dieses Enzym ist
in der Lage, die ungiftige Chemikalie N-Acetyl-Phosphinothricin (NAcPT) durch Deacetylie-
rung in das fir Pflanzen toxische Phosphinothricin umzusetzen. Auf diese Weise tritt ein Ab-
sterben der Pflanzen erst in Gegenwart von NACPT ein.

Zur Konstruktion dieses Vektors wurden mit den in der Arbeitsgruppe bereits vorhan-
denen Plasmiden pSK-(—90)-Deac und pTTL-as1-GUS/INT folgende Klonierungsschritte
durchgefiihrt:

Ein 1706 bp groRes Fragment aus pSK-(—90)-Deac und ein 2377 bp groles Fragment
aus pTTL-as1-GUS/INT, die beide mit EcoRI und Hindlll ausgeschnitten worden waren, wur-

den in einer Dreifragmentligation in den mit EcoRI gedffneten Vektor pBIN19 ligiert. Das auf
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Abbildung 13: T-DNA-Region des Vektors pBIN19-1xas-1(GuDe)
Aus dieser Transformation ging eine grofde Anzahl kanamycinresistenter Pflanzen her-

vor, von denen einige Linien (1GuDe-Linien) charakterisiert wurden.

1.3.2.2 Phanotypische Charakterisierung der 1GuDe-Linien

An zehn der transgenen 1GuDe Linien wurde in der T,-Generation untersucht, ob sie
den gewlnschten Effekt des transgenen Konstrukts, namlich das durch Salizylsaure und

Auxin induzierbare Absterben in Gegenwart von NACPT, zeigen.

saure oder das synthetische Auxin 2,4-D induziert werden. Die Auspragung dieses Merkmals
war jedoch von Linie zu Linie sehr unterschiedlich.

Alle Linien zeigten eine mehr oder weniger starke Vergiftung bereits im uninduzierten
Zustand. Am starksten trat dieser Effekt bei der Linie #32 hervor. Auch beziglich des toxi-
schen Effekts im induzierten Zustand unterschieden sich die Linien sehr stark: Wahrend die
Linien #23 und #25 im induzierten Zustand nur einen geringen Unterschied zur uninduzierten
Kontrolle aufwiesen und alle Pflanzen noch lebten, waren die Pflanzen der Linien #28 und
#29 unter Einflufd von Salizylsaure und NACPT vollstandig ausgebleicht und abgestorben.

Dieser Versuch zeigte aber auch, dal} auf diese Weise keine Suche nach Signaltrans-
duktionsmutanten durchfuhrbar war. Dies lag vor allem an den folgenden zwei Grunden:

Erstens war der Unterschied zwischen uninduziertem und induziertem Zustand bei al-
len Linien zu gering, um ein verlaBliches Absterben der as-7-aktivierenden und Uberleben
der as-1-aktivierungsdefizienten Pflanzen zu erzielen.

Zweitens dauerte das Absterben der Pflanzen mindestens drei Wochen. Nach dieser
Zeit waren die mit Salizylsdure induzierten Pflanzen ohne NAcCPT durch den toxischen Effekt
der Salizylsdure bereits so weit geschadigt, daR die Uberlebensrate nach dem Pikieren in
Erde weniger als 10 % betrug. Meistens war das Gewebe, obwohl es grin und intakt er-
schien so stark aufgeweicht, dal} die Pflanzen im Bereich des Hypokotyls von den Wurzeln
abrissen. Auch bei den mit NACPT behandelten uninduzierten Pflanzen war die Uberlebens-
rate beim Pikieren nach drei Wochen gering.

Diese beiden Nachteile fihrten zu dem Schlul3, dal® ein Suizidexperiment zur Gewin-
nung von Signaltransduktionsmutanten nach einer Mutagenese mit den 1GuDe-Linien kaum

Aussicht auf Erfolg haben kénnte. Weitere Aufschlisse Uber den Absterbephanotyp gaben



48

Teil 1: Ergebnisse

1dOVN
Jqw/bw ‘o auyo
9g#adnNo |

1doVN
Jqw/bw z‘0 auyo
ge#aANoO|L

1d9VN

_ g

1d9VN 1doVN

Jqw/bw z‘0 auyo
ce#vanolL

Jw/Bw zZ°'0

Ja-v'z wr ooz

19sseM

1doVN
auyo
6z#aND|

1d9VN

LdOVN LcOVN
qw/Bw ‘o auyo

8Z#9dnoO|

Jw/bw zZ0
gz#eano|

€g#HdanolL

Jw/Bw z'0

a-+'z Wi 002

1d9VN
auyo
o#oanol|

LdOWN

Abbildung 14: Test von 1xas-7-Deac-Linien auf induzierbaren konditionellen Suizid

Agar ausgesat. Zwei Wochen nach der

Keimung wurden die Pflanzen mit den angegebenen Induktionsldsungen behandelt. Die Fotos wurden drei Wochen nach

Transgene 1GuDe-T,-Samen wurden auf Netzplatten (Kapitel 1.2.22.3) mit 2MS-
der Induktion aufgenommen.
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Wasser 200 uM 2,4-D 1 mM SA

1GuDe#27

1GuDe#28

1GuDe#32

1GuDe#33

1GuDe#35

Abbildung 15: Histochemische Farbungen zum Nachweis der B-Glucuronidaseaktivitat in transgenen 1GuDe-
T,-Linien

Die Pflanzen wurden auf 2MS-Agar angezogen und zwei Wochen nach der Keimung mit den angegebenen Ldsungen
induziert. Zwei Tage nach der Induktion wurden Pflanzen entnommen und wie in Kapitel 1.2.29 beschrieben gefarbt.
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1.3.2.3 Histochemische Farbungen der 1GuDe-Pflanzen

Zur naheren Charakterisierung der Ge-
webespezifitdt, des Induktionsverhaltens und
der Hintergrundaktivitat des 1xas-71-GUS-Kon- ‘
strukts, dessen Eigenschaften des 1xas-7- |
Deac-Konstrukts wegen des identischen Pro-
motors entsprechen sollten, wurden an ganzen
Keimlingen der F,-Generation histochemische
Farbungen zum Nachweis der -Glucuronida-
seaktivitdt unter verschiedenen Induktionsbe-

dingungen durchgefiihrt.

______________

intensitaten in verschiedenen Linien unter- Abbildung 16: Detailaufnahme des histochemi-

R . . . L. schen B-Glucuronidasenachweises im Blattgewebe
schiedlich stark ausgepragt. So zeigte die Linie  einer uninduzierten T,-Pflanze der Linie 1GuDe#27
1GuDe#27 eine starke Farbung, wéhrend die  3usAbbildung 15

schwache Farbung der Linie 1GuDe#33 kaum

erkennbar war.

Bei allen Linien war bereits im uninduzierten Zustand die Aktivitat der B-Glucuronidase
anhand der Farbung sichtbar. Dies weist auf eine konstitutive Aktivitdt des as-7-Elements
hin.

In allen Linien war die B-Glucuronidaseaktivitat im Wurzelsystem sehr gut mit Auxin in-
duzierbar. Die Induzierbarkeit durch Salizylsaure war hingegen in der Farbung praktisch
nicht erkennbar.

Ferner fallen Punkte erhdhter as-71-Aktivitat im SproBmeristem und an den Enden der

als Hydathoden angesehen Im parenchymatischen Gewebe und den Epidermiszellen sowie
den Trichomen ist unter keinen der untersuchten Induktionsbedingungen eine Farbung sicht-

bar.

1.3.2.4 Quantitative Untersuchung der B-Glucuronidaseaktivitat in
1GuDe-Linien

Ganze Keimlinge der Fo-Generation von 1GuDe-Linien, die ebenso wie flr den Farbe-
versuch zwei Tage nach der Induktion geerntet worden waren, wurden zur quantitativen

Untersuchung der B-Glucuronidaseaktivitat eingesetzt.

unterschiedliche B-Glucuronidaseaktivitaten auf. Eine verstarkte Enzymaktivitat war nur zwei
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Tage nach der Induktion durch Auxin mefbar. Die Aktivitdt zwei Tage nach der Induktion

durch Salizylsdure war im Bereich der uninduzierten Kontrollen.

500

400

spezifische B-Glucuronidaseaktivitat
w
o
o

Abbildung 17: Quantitative Untersuchung der B-Glucuronidaseaktivitit in 1GuDe-Linien

Pflanzen der angegebenen Linien wurden auf 2MS-Agar angezogen und zwei Wochen nach der Keimung mit den angege-
benen Lésungen induziert. Zwei Tage nach der Induktion wurden etwa 100 mg Keimlinge entnommen und die Enzymaktivi-
tat der B-Glucuronidase wie in Kapitel 1.2.30 beschrieben bestimmt.

Je nach Linie zeigt dieser Versuch, daf die transgenen 1GuDe-Linien eine mehr oder
weniger starke 3-Glucuronidaseaktivitat bereits im uninduzierten Zustand aufweisen. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit den mehr oder weniger starken Vergiftungserscheinungen im

Versuch aus Kapitel }1.3.2.2} die durch eine gewisse Hintergrundaktivitat der Deacetylase

hervorgerufen sein missen.

1.3.2.5 Erzeugung homozygoter transgener 1GuDe-Pflanzen

Von den gemaR Kapitel 1.2.24 transformierten Pflanzen (To-Generation) wurden die
Samen geerntet und diese T4-Samen auf kanamycinhaltigen Agar ausgeséat. Die Uberleben-
den Pflanzen wurden in Erde pikiert, bis zur Fruchtreife kultiviert und die segregierenden T,-
Samen geerntet.

Von diesen wurden je 100 — 200 Samen pro Linie auf kanamycinhaltigen Agar ausge-
sat.

Gemalk den Mendelschen Regeln wurde durch Auszahlen Uberpriift, ob eine Uberle-
bensrate von % der Pflanzen auftrat. Anhand dieser Segregationsrate wurden Linien identifi-
ziert, die eine einzelne oder mehrere T-DNAs in einer Kopplungsgruppe trugen. Dies waren
lediglich die Linien #27, #36 und #57.

Jeweils 16 Uberlebende Pflanzen dieser Linien wurden erneut in Erde pikiert, von de-
nen spater Samen gewonnen wurden. Zur ldentifikation von homozygoten Linien wurde er-

neut eine Aussaat auf kanamycinhaltigen Agar vorgenommen. Die Linien #27-4, #36-1 und
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#57-2, die homogen kanamycinresistent waren, wurden als homozygote Linien mit 5GuDe-

1.3.3 Deacetylase als konditionelles Suizidgen unter der Kontrolle

von funf as-7-Elementen

1.3.3.1 Konstruktion eines binaren Vektors mit der Deacetylase unter
der Kontrolle eines Promotors mit fiunffach wiederholtem as-17-

Element

Zur Verstarkung der Induktion der Deacetylase durch das as-7-Element wurde dieses
in finf Kopien vor die kodierende Region der Deacetylase kloniert. Zur Konstruktion dieses
Vektors wurde auf in der Arbeitsgruppe bereits vorhandene Plasmide zurlckgegriffen (A.
Thiele, unveréffentlicht).

Ein 1888 bp grolles Fragment aus p5xas1-Deac und ein 2480 bp grol’es Fragment
aus p5xas1-GUS, die beide mit EcoRI und Hindlll ausgeschnitten worden waren, wurde in

einer Dreifragmentligation in das mit EcoRI gedffnete Plasmid pBIN19 ligiert. Der auf diese

on von Arabidopsis thaliana gemal’ Kapitel 1.2.24:verwandt.
as1#2 as1#3 as1 #3 as1 #2 Right Border
as1#1  as1#4 as1 #4 as1#1 Nos promoter
EcoRI  as1#5 Hindlll Deac as1#5 EcoRIKmR (plant expression)
left Border  TATA GUS pAnos pAocs  TATA Hindlll Nos terminator :’

Abbildung 18: T-DNA-Region des Plasmids pBIN19-5xas-1(GuDe)

Aus dieser Transformation ging eine grofe Anzahl kanamycinresistenter Pflanzen her-

vor, von denen einige Linien (5GuDe-Linien) charakterisiert wurden.
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1.3.3.2 Histochemische Farbungen
der 5GuDe-Pflanzen

An ganzen Keimlingen der T.-
Generation, die auf kanamycinhaltigen 2MS-
Agar ausgesat worden waren, wurden histo-
chemische Farbungen zum Nachweis der
B-Glucuronidaseaktivitat durchgefiihrt. Dabei
wiesen alle Linien bereits im uninduzierten
Zustand eine sehr starke Farbung auf, die sich

durch Induktion nicht mehr steigern lie3 (Bei-

len Pflanzenteilen so intensiv, dal} es nicht
moglich war, zwischen verschiedenen Gewe-
betypen zu unterscheiden. Dieser Befund kor-
bei dem ein vollstandiges Absterben der Pflan-
zen bereits im ununduzierten Zustand beo-
bachtet wurde, das nur durch eine hohe Dea-
cetylaseaktivitat hervorgerufen sein konnte.
Des weiteren wurden auf Erde angezo-

gene Pflanzen der homozygoten Linie

T4-Generation gefarbt. Wie Abbildung 20 zeigt,
war eine starke Farbung im Bereich der Blatt-

nerven von Keimblattern und Rosettenblattern

Wasser 200 uM 2,4-D

5GuDe#44

Abbildung 19: Beispiel einer histochemische Farbung
zum Nachweis der B-Glucuronidaseaktivitét in transge-
nen 5GuDe-T-Linien

Die Pflanzen wurden auf 2MS-Agar angezogen und zwei
Wochen nach der Keimung mit den angegebenen Ldsun-
gen induziert. Zwei Tage nach der Induktion wurden Pflan-
zen entnommen und wie in Kapitel 1.2.29 beschrieben
gefarbt.

'Q SN

Abbildung 20: Histochemische Farbung zum Nach-
weis der B-Glucuronidaseaktivitidt in Pflanzen der
homozygoten Linie 5GuDe #16-12

Fs-Pflanzen der Linie 5GuDe #16-12 wurden auf Erde
ausgesat. Zwei Wochen nach der Keimung wurden die
Pflanzen nebst Wurzelwerk vorsichtig aus der Erde
gezogen, und nach behutsamer Entfernung der an den
Wurzeln haftenden Erdpartikel wie in Kapitel 1.2.29
beschrieben gefarbt.
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erkennbar. Gewebe im Gefallsystem der Blattstiele und des Hypokotyls waren ebenfalls
stark gefarbt, desgleichen das Wurzelsystem. Keine Farbung trat in den Trichomen und im
parenchymatischen Gewebe der Blatter und Blattstiele auf, wenn man von der unmittelbaren
Nachbarschaft der Nervatur absieht. Die Farbung dort kann man aber als diffusibles Artefakt

aufgrund der extrem intensiven Farbung im Bereich der Blattnerven ansehen.

1.3.3.3 Erzeugung homozygoter transgener 5GuDe-Linien

Konstrukt 5xas1(GuDe) transformierten Pflan-

zen (To-Generation) wurden die Samen geern- s | Km® Ube”e[‘:/e]"s'ate
0
tet und diese Ty-Samen auf kanamycinhaltigen [-#3 100 28 | 77 77,0
#5 102 13 | 89 87,3
Agar ausgesat. Die Uberlebenden Pflanzen [ #6 100 31 | 69 69,0
#7 137 46 | 91 66,4
wurden in Erde pikiert, bis zur Fruchtreife kulti- | #9 155 31 | 124 80,0
#10 101 36 | 65 64,4
viert und die segregierenden T,-Samen geern- | #11 129 48 | 81 62,8
#13 112 32 | 80 71,4
tet. #14 102 42 | 60 58,8
_ . #16 100 28 | 72 72,0
Von diesen wurden je 100 — 200 Samen | #21 102 50 | 52 51,0
- . _ . #25 101 48 | 53 52,5
pro Linie auf kanamycinhaltigen Agar ausgesat. [z27 114 22 | 92 80,7
i #29 117 36 | 81 69,2
Gemal den Mendelschen Regeln wurde |33 109 32 | 77 70.6
i . N , - #33 107 25 | 82 76,6
durch Auszahlen Uberprift, ob eine Uberle- == 103 38 | 65 63 1
#36 98 35 | 63 64,3
+3 0 - ’
bensrate von 75+3 % der Pflanzen auftrat. An- == 7 51T 9 K
; ; . #41 149 33 | 116 77,9
hand dieser Segregationsrate wurden Linien 45 129 TR REVE 513

identifiziert, die eine einzelne oder mehrere

1)

Jeweils 16 Uberlebende Pflanzen dieser Linien wurden in Erde pikiert und von ihnen

Samen gewonnen. Zur ldentifikation von homozygoten Linien wurden diese Samen auf ka-
namycinhaltigen Agar ausgesat. Die Linien #3-1, #16-12 und #33-11, die in der
Ts-Generation homogen kanamycinresistent waren, wurden als homozygote Linien fir weite-

re Charakterisierungen verwandt.
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1.3.3.4 Phanotypische Charakterisierung

Linien in Sterilkultur

Die drei homozygoten 5GuDe-Linien
#3-1, #16-12 und #33-11 wurden einem Suizid-
test auf Netzplatten mit 2MS-Agar (Kapitel
Kanamycin unterzogen. Dabei zeigte sich, daf}
die Expression der Deacetylase auch im unin-
duzierten Zustand schon so stark war, daf in

Gegenwart von NAcCPT alle Pflanzen binnen

Dennoch wurden die 5GuDe-Pflanzen
aus dieser Transformation weiter verwandt, da
mit diesen Pflanzen zumindest eine Suche
nach Pflanzen moglich war, die das as-7-
Element unter keinen Umstanden mehr aktivie-
ren kédnnen, wobei jedoch die gewtinschte Ein-
schrankung auf Mutanten in der Salizylsaure-
Signaltransduktion nicht mehr gegeben war.
Netzplattensystems gut zu erkennen: Bei den
Pflanzen auf 2MS wurden keine Netze ver-
wandt und das NAcCPT direkt auf die Agarober-
flache pipettiert. Die ungleichmaRige Verteilung
von NACPT ist durch das Uberleben von Pflan-

zen an einer Seite der Petrischale gut sichtbar.

der homozygoten 5GuDe-

5GuDe
#16-12

—NAcPT

+NACPT

Wasser

1 mN
SA

0,4 mM
BION

200 pM
2,4-D

46 uM
JA

2MS

Abbildung 21: Suizidphanotyp der Linie
5GuDe#16-12 in Sterilkultur
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Abbildung 22: Phanotypische Charakterisierung von 1GuDe- und 5GuDe-Linien auf Erde.

Die Pflanzen wurden beginnend mit der zweiten Woche nach der Keimung drei Wochen lang drei Mal wdchentlich

mit den angegebenen Lésungen bespriiht.
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1.3.3.5 Phanotypische Charakterisierung von 1GuDe- und 5GuDe-
Linien auf Erde

Die in Kapitel 11.3,2.4 und :1._3._3_._3_Ebeschriebenen homozygoten transgenen Linien wur-
den in der T3-Generation einem Suizidtest auf Erde unterzogen. Dabei wurde zwei Wochen
nach der Keimung damit begonnen, die Pflanzen dreimal wochentlich mit Lésungen zur In-
duktion zu bespriihen. Diese Behandlung wurde drei Wochen lang fortgesetzt.

Wie Abbildung 22:zeigt, trat bei den 1GuDe-Pflanzen kein Anzeichen einer Vergiftung
auf, wahrend die 5GuDe-Pflanzen das gewtlinschte induzierte Absterben zeigten. Von den
drei 5GuDe-Linien wies hierbei die Linie #16-12 das fur eine Mutantenselektion vorteilhafte-
ste Verhalten auf und zeigte in Gegenwart von NAcPT die geringsten Beeintrachtigungen im
uninduzierten Zustand und das schnellste Absterben im induzierten Zustand. Diese Linie
wurde daher fir die Mutagenese eingesetzt und dafiir eine Produktion von Samen im grof3en
Malstab durchgeflhrt.

Die folgende T4-Generation wurde auf die [sgupe #16-12

ohne NAcCPT 0,2 mg/mL NACPT

gleiche Weise getestet, wobei das soeben be-
schriebene Ergebnis nicht wiederholt werden
konnte. Vielmehr zeigte sich bei allen Linien,

dall sie bereits im uninduzierten Zustand in

Gegenwart von NACPT starke Schaden erlitten.
Im Gegensatz zu den Linien #3-1 und #33-11
konnte bei der Linie #16-12 festgestellt werden,

daf} die Pflanzen nach zweiwdéchiger Sprihbe-

handlung nur mit NACPT geringere Schaden

erlitten hatten, als mit Salizylsaure und NAcPT

eingestellt, so erholten sich die uninduzierten

Pflanzen zum grof3en Teil wieder und wuchsen
. . . L . Abbildung 23: Konditionelle Vergiftung im unindu-
— allerdings bei geringerer Fertilitat — bis zur zierten Zustand bei Linie 5GuDe #16-12 in der T,-
Generation

Fruchtreife heran, wahrend von den mit Sali- Die Pflanzen wurden beginnend mit der zweiten Woche

nach der Keimung 2% Wochen lang drei Mal wochent-

zylsaure induzierten Pflanzen nur sehr wenige .37 4= angegebenen Losungen bespriiht,

Uberlebten.
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Im Gegensatz zu den Blattorganen, bei
denen mindestens vier Sprihbehandlungen mit
1 mM Salizylsaure und 0,2 mg/mL NAcPT ndétig
waren, um irreversible Schaden hervorzurufen,
waren Bliten und Knospen sehr viel empfindli-

cher. Hier geniigten bereits zwei Behandlun-

Auf Grund dieser Ergebnisse schien es
moglich, das Induktionssystem durch Spriihen

auf Erde auf zwei Arten fir die Suche nach

Signaltransduktionsmutanten einzusetzen:

Abbildung 24: NAcPT-Sensitivitat der Bliten

1. Bei Wahl einer stringenten Strategie
Die ersten Bluten einer 5GuDe #16-12 Pflanze in der

bespriihe man die Pflanzen bis kurz vor der E;—ngEeﬁgfgLWﬁ;%%nszipmltT:Jem/l v?/zlclﬁﬁsr?:éﬁ
Blute. Auf diese Weise erhielte man vorwie-  derletzten Behandlung fotografiert.
gend Mutanten, bei denen das as-71-Element nicht mehr aktiviert werden kénnte.

2. Bei Wahl einer differentiellen Strategie vergliche man die mit Salizylsdure behandel-
ten Pflanzen mit einer uninduzierten Kontrollgruppe und stellte das Spruhen rechtzeitig vor
dem Absterben ein. Auf diese Weise erhielte man wahrscheinlich auch Mutanten, bei denen
zwar noch eine Restaktivitat des as-1-Elements vorlage, aber die Induktion durch Salizylsau-
re nicht mehr gegeben ware. Allerdings enthielte dieses Vorgehen das Risiko, daR viele
Pflanzen zuféllig Uberlebten. Eine aufwendige Kontrolle der Gberlebenden Linien ware daher
erforderlich. Auch waren die dabei entstehenden Mutanten mit gradueller Reduktion der Ak-
tivitat der durch das as-71-Element gesteuerten Reportergene schwierig zu charakterisieren
und von jenen Mutanten zu unterscheiden, bei denen eine Punktmutation im Deacetylasegen

die Enzymaktivitat der Deacetylase nur teilweise aufhebt.

1.3.3.6 Expressionsanalyse der 5GuDe-Linie #16-12 auf Erde

Als Voraussetzung flir quantitative Expressionsanalysen von aus der Mutagenese her-
vorgehenden Linien mufite die transgene Linie 5GuDe #16-12 bezlglich des Zeitverlaufs
und der Starke der Induktion durch Salizylsaure unter verschiedenen Wachstumsbedingun-
gen intensiv charakterisiert werden.

Dazu wurden zunachst F4-Pflanzen der Linie 5GuDe#16-12 auf Erde ausgesat und drei

Wochen nach der Keimung mit Salizylsaure induziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden

5xas-1-Promotors binnen zwei Stunden nach der Induktion ungefahr um das Finffache ge-
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steigert. Danach fallt die Expression zunachst rasch, spater langsamer ab, bis sie nach etwa

24 h wieder das Ausgangsniveau erreicht.

[1Deac
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Zeitpunkt (Stunden nach Induktion)

Abbildung 25: Bestimmung der relativen Transkriptmengen der Deacetylase, von PR-1 und von NPR1 in der Linie
5GuDe #16-12 in Erdkultur.

Drei Wochen alte F4-Pflanzen der Linie 5GuDe #16-12 wurden wie in Kapitel 1.2.26 beschrieben mit 1 mM Salizylsdure
induziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen. Von Gesamt-RNA-Praparationen dieser Proben
wurden die relativen Transkriptmengen der Deacetylase, von PR-1 und NPR1 bestimmt.

Die Expression von PR-1 steigt in diesem Versuch unerwartet frih bereits nach zwei
Stunden an, erreicht ihr Maximum mit einer Steigerung ungefahr um den Faktor 15 aber erst
6 h nach der Induktion. Es folgt ein gleichmaRiges Abklingen, bis die Expression spater als
48 h nach der Induktion wieder die Hintergrundstarke erreicht hat.

NPR1 ist bereits vor der Induktion gering exprimiert. Der Zeitverlauf der Expression von
NPR1 nach einem Salizylsdurestimulus entspricht in etwa dem von PR-1 und erreicht ein
erstes Maximum bei 5 h. Zu diesem Zeitpunkt ist etwa 5,5 mal mehr Transkript vorhanden

als vor der Induktion. Danach fallt die Transkriptmenge bis zum Zeitpunkt 10 h wieder ab, um
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12 h nach der Induktion ein zweites Maximum zu erreichen. Nach 48 h ist noch immer mehr
NPR1-Transkript vorhanden als vor der Induktion.

Aufgrund der Ergebnisse dieses Versuchs wurden bei allen weiteren Induktionsversu-
chen auf Erde zu den Zeitpunkten 0 h und 4 h nach Zugabe von Salizylsdure Proben geern-

tet und ausgewertet.

1.3.3.7 Vergleich der Hintergrundexpression unter verschiedenen

Wachstumsbedingungen

Um die Hintergrundaktivitdt des as-17- o
Elements unter verschiedenen Wachstumsbe- E:SOO
dingungen néher zu charakterisieren und die |2 600
idealen Bedingungen fur weitere Charakterisie- g
rungen zu finden, wurden Pflanzen der trans- '; .:
genen Linie 5GuDe #16-12 auf Erde, 2MS- 0 — -
Agar und MS-Agar ohne Saccharose angezo- - “
gen und das Expressionsniveau der Deacety- beae '
lase bestimmt.

Wie iAbbildung 26: zeigt, war die Expres- ré?\li - q
sion der Deacetylase im uninduzierten Zustand
auf Erde am geringsten, auf 2MS-Agar am Mssééggrggge 2MS-Agar Erde I

hochsten. Dieses Ergebnis lalkt zweierlei ver-
Abbildung 26: Vergleich der Expression der Deace-
muten: tylase unter verschiedenen Kulturbedingungen

1. Das as-7-Element ist durch feuchtig- F4-Pflanzen der Linie 5Gu"De #16-12 wurden. guf den
angegebenen Substraten fiir drei Wochen kultiviert und

keitsbedingten Strel3 induzierbar. i’;;‘l’gﬁ“zeg% gieescﬁngj:‘ggst?r%i?eacety'ase LA

2. Das as-1-Element ist durch Saccharo-
se induzierbar.

Weitere Untersuchungen, um diese beiden Vermutungen zu klaren, wurden im Verlau-
fe dieser Arbeit nicht durchgefihrt, da dieser Versuch lediglich dazu diente, die besten Be-
dingungen fir weitere Induktionsversuche zu evaluieren.

Aufgrund der Ergebnisse dieses Versuchs wurden Induktionsversuche auf saccharose-
freiem MS-Agar und auf Erde durchgefihrt, wahrend 2MS-Agar fir Induktionsversuche nicht

mehr verwandt wurde.

1.3.3.8 Expressionsanalyse der 5GuDe-Linie #16-12 in Sterilkultur

Um die starken Schwankungen der Hintergrundaktivitat, die bei der Anzucht auf Erde

auftraten, und den unspezifischen Strel3, der zur Verschiebung der PR-1-Induktion zu uner-
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Abbildung 27: Zeitverlauf der spezifischen Aktivitat B-Glucuronidase in Pflanzen der Linie 5GuDe #16-12 in Steril-
kultur auf MS-Agar ohne Saccharose

Fs~Samen der Linie 5GuDe #16-12 wurden auf MS-Agar ohne Saccharose ausgesat. Zwei Wochen nach der Keimung
wurden die Pflanzen wie in Kapitel 1.2.22.3 beschrieben mit 1 mM Salizylsadure induziert und zu den angegebenen Zeit-
punkten Proben genommen. Die spezifische Enzymaktivitat der B-Glucuronidase wurde in Proteinextrakten dieser Proben
wie in Kapitel 1.2.30 beschrieben getestet.

wartet frilhen Zeitpunkten der PR-1-Expression flihrte, zu vermeiden, wurden weitere Induk-

tionsversuche in Sterilkultur durchgefiihrt.

5xas-1-Promotors anhand der Expression der Deacetylase bereits im ununduzierten Zustand
deutlich sichtbar. Dem Problem der starken Aktivitdtsschwankungen des as-7-Elements
konnte durch Sterilkultur ebenfalls nicht begegnet werden.

Der Anstieg der Expression der Deacetylase begann bereits 1 h nach Zugabe von Sa-
lizylsaure und steigerte sich zu einem Maximum etwa 27 h nach der Induktion um den Faktor
6,5. Der Induktionsfaktor liegt damit im selben Bereich wie bei dem Versuch auf Erde (Kapi-
die Quantifizierung, die bei geringen Transkriptmengen schwierig war, zuverlassiger machte.
Auch die Extraktion von RNA war bei Pflanzen, die auf Agar angezogen waren, effizienter als
bei Pflanzen auf Erde. Wenn mdglich wurden daher Induktionsversuche auf Agar durchge-
fuhrt.

Mit Proben derselben Pflanzen wurden Messungen der B-Glucuronidaseaktivitat
durchgeflhrt.

Wie in zahlreichen nicht dargestellten Versuchen unter verschiedenen Wachstumsbe-

dingungen ist auch hier eine Erhéhung der B-Glucuronidaseaktivitdt nach Induktion mit

5GuDe-Linien auf sehr hohem Niveau. Die Bestimmung der Enzymaktivitat hat sich damit als
ungeeignet fur die weitere Charakterisierung der Salizylsaureinduktion erwiesen. Dies
schliefdt jedoch nicht aus, dal} eine starke Verringerung der B-Glucuronidaseaktivitat im Falle

einer verminderten Induktion des as-7-Elements aufgrund einer Mutation in einem Versuch
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Abbildung 28: Zeitverlauf der Expression der Deacetylase, der B-Glucuronidase und von PR-1 in Pflanzen der Linie
5GuDe #16-12 in Sterilkultur auf MS-Agar ohne Saccharose

Fs~Samen der Linie 5GuDe #16-12 wurden auf MS-Agar ohne Saccharose ausgesat. Zwei Wochen nach der Keimung
wurden die Pflanzen wie in Kapitel 1.2.22.3 beschrieben mit 1 mM Salizylsdure induziert und zu den angegebenen Zeit-
punkten Proben genommen. RNA-Extrakte dieser Proben wurden auf die Expression der Deacetylase, der 3-Glucuronidase
und von PR-1 getestet.

dieser Art reprasentiert werden kann. Daher kann die Bestimmung der
B-Glucuronidaseaktivitat von vermuteten Mutanten hilfreich fir deren Identifikation sein.

Die Daten der Enzymaktivitat stehen damit im Widerspruch zu der sehr wohl stattfin-
denden Erhdéhung der Transkriptmenge der B-Glucuronidase nach Induktion mit Salizylsdure.
Welche Ursachen flir die offenbar nicht weiter zu erhdhenden (-Glucuronidasegehalte in
Frage kommen, konnte in dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden.

In einem weiteren Induktionsexperiment gelang es, die durch den 5xas-7-Promotor

vermittelte frihe Antwort von der spaten Antwort, reprasentiert durch PR-1, zu trennen.

WieE_Al_:)p_iI_d_urjg_z_S_- zeigt, war die Expression der beiden as-7-gesteuerten Reportergene
Deacetylase und B-Glucuronidase bereits zwei Stunden nach der Induktion gesteigert, er-
reichte ihr Maximum bei etwa 12 h und war dann etwa um den Faktor 6% starker als im un-
induzierten Zustand. Danach sanken die Transkriptmengen ab und waren 36 h nach der In-

duktion beinahe wieder auf die Anfangskonzentrationen zuriickgegangen.
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Abbildung 29: Zeitverlauf der Expression der Deacetylase und der B-Glucuronidase in Pflanzen der Linie

5GuDe #16-12 in Sterilkultur auf MS-Agar ohne Saccharose

Fs-Samen der Linie 5GuDe #16-12 wurden auf MS-Agar ohne Saccharose ausgesat. Zwei Wochen nach der Keimung
wurden die Pflanzen wie in Kapitel 1.2.22.3 beschrieben mit 1 mM Salizylsdure induziert und zu den angegebenen Zeit-
punkten Proben genommen. RNA-Extrakte dieser Proben wurden auf die Expression von Deacetylase und 3-Glucuronidase

getestet.

Die Expression von PR-1 wurde dagegen erst zwischen 12 h und 24 h nach der Induk-

tion gesteigert. Zu den Zeitpunkten 24 h und 36 h wurden vergleichbare Transkriptmengen

gemessen.

Damit ist in diesem Experiment die Trennung von friiher und spater Antwort gelungen.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden bei allen weiteren Induktionsversuchen auf Agar mit

Salizylsdure zu den Zeitpunkten 0 h, 6 h und 24 h nach Zugabe von Salizylsdure Proben

geerntet und ausgewertet.
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Abbildung 30: Zeitverlauf der Expression der Deacetylase in Pflanzen der Linie 5GuDe #16-12 in Sterilkultur auf
MS-Agar ohne Saccharose

Fs-Samen der Linie 5GuDe #16-12 wurden auf MS-Agar ohne Saccharose ausgesat. Zwei Wochen nach der Keimung
wurden die Pflanzen wie in Kapitel 1.2.22.3 beschrieben mit den angegebenen Lésungen induziert und zu den aufgefihrten
Zeitpunkten Proben genommen. RNA-Extrakte dieser Proben wurden auf die Expression der Deacetylase, der
B-Glucuronidase und von PR-1 getestet.

Zur Charakterisierung weiterer Stimuli wurden Induktionen mit dem funktionellen Sali-
zylsaureanalog BION, dem synthetischen Auxin 2,4-D und Methyljasmonat durchgefuhrt.
Damit sollten Daten gewonnen werden, die bei der spateren Charakterisierung von Mutanten

herangezogen werden kénnten.

2,4-D zu erzielen war. Hierbei unterschied sich allerdings die Kinetik der Deacetylaseaktivie-
rung von derjenigen bei Salizylsdureinduktion. Mit 2,4-D stieg die Expression bis 12 h nach
der Induktion an. Danach blieb die Expression stabil und fiel nicht, wie bei Induktion mit Sali-

zylsaure, wieder ab.

1.3.3.9 Kreuzung mit npr1-1

Da bisher bei Mutageneseversuchen, die Mutanten in der Salizylsaure- und Pathogen-
signaltransduktion zum Ziel hatten, zumeist Mutanten im NPR1-Gen identifiziert wurden, war
es von Interesse zu analysieren, ob NPR1 an der Signaltransduktion zur Induktion des as-17-
Elements durch Salizylsdure beteiligt ist. Um Informationen hierlber zu erhalten, wurden
Kreuzungen mit npr1-Mutanten durchgefuhrt und charakterisiert.

T4-Pflanzen der transgenen Linie 5GuDe #16-12 wurden mit der Mutantenlinie npr1-1

1.2.27:beschrieben gekreuzt. Dazu wurden emaskulierte Bliiten der Mutanten-

| S

wie in Kapitel
linie mit Pollen der transgenen Linie bestaubt. Die Selektion auf das Transgen konnte hier

nicht Uber die Kanamycin-Resistenzmarker der das 5xas-71-Gus-Deac-Konstrukt enthalten-
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den T-DNA vorgenommen werden, da auch die Mutantenlinie npr1-1 kanamycinresistent ist

(Cao et al., 1994). Daher wurde die Selektion von transgenen F-Kreuzungsprodukten Gber

men. Pollen von Fq-Pflanzen, bei denen die Deacetylase in der genomischen DNA nachge-
wiesen werden konnten, wurden wiederum auf emaskulierte Bliten der npri-1-Mutanten
Ubertragen. Jeweils 16 der aus dieser Kreuzung hervorgehenden F,-Samen wurden auf Erde
ausgesat und an den Pflanzen eine PCR-Analyse zum Nachweis der Deacetylase und eine
Northern-Analyse nach Induktion durch Salizylsaure auf PR-71-Expression durchgefiuhrt. Zwei
Pflanzen, bei denen die PR-1-Expression nach Salizylsaureinduktion nicht nachweisbar und
zwei weitere, bei denen sie nachweisbar war und bei denen die Deacetylase in der genomi-
schen DNA nachgewiesen werden konnte, wurden bis zur Samenreife weiter kultiviert. Die
durch Selbstbefruchtung gewonnen Fz;-Samen wurden fir ein Induktionsexperiment ver-
wandt.

Dazu wurden diese Samen, sowie zur Kontrolle Samen der transgenen Linie
5GuDe #16-12 in der Te-Generation auf Netzplatten mit MS-Agar ohne Saccharose ausge-

sét. Zwei Wochen nach der Keimung wurden die Pflanzen wie in Kapitel 1.2.22.3:beschrie-

ben mit 1TmM Salizylsdure induziert und zu den Zeitpunkten O h, 6 h und 24 h Proben ge-

Linie XII, die keine PR-1-Expression aufweist, die Deacetylase noch im selben Malie expri-
miert wird wie bei den beiden PR-1-exprimierenden Linien XI und XXVIl. Demnach scheint
NPR1 keinen Einflul® auf die Aktivierung des as-71-Elements zu haben. Gleiches gilt flr die

Expression von GST6.
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Abbildung 31: Quantitative Expressionsanalyse von npr1-1 x 5GuDe #16-12
Columbia-0-, 5GuDe #15-12-Fs-, npr1-1- und vier Fs-Linien der Kreuzung npr1-1 x 5GuDe #16-12 wurden zwei Wochen
nach der Keimung auf Netzplatten mit MS-Agar ohne Saccharose mit 1 mM Salizylsdure induziert und Proben zu den an-
gegebenen Zeitpunkten genommen. Gesamt-RNA dieser Proben wurde auf die Expression der Deacetylase sowie von
PR-1 und GST6 getestet und nach Abgleich mit der rRNA quantifiziert.

Die Aussagekraft dieses Experiments wird allerdings dadurch eingeschrankt, dal} die
Expression der Deacetylase in den transgenen Kontrollpflanzen mehr als zehn Mal so stark
war, wie die Expression in den Kreuzungsprodukten. Méglicherweise ist dieses Phanomen
aber nur ein allgemeines Artefakt der Kreuzung. Daher wurden im folgenden Kreuzungsex-
periment, das unternommen wurde, um die hier gewonnenen Ergebnisse mit einem weiteren
Mutantenallel von NPR1 zu untermauern, nur die Kreuzungsprodukte untereinander vergli-

chen.

1.3.3.10 Kreuzung mit npr1-2

T4-Pflanzen der transgenen Linie 5GuDe #16-12 wurden mit der Mutantenlinie npr1-2

wie in Kapitel 1.2.27 ibeschrieben gekreuzt. Dazu wurden emaskulierte Bliten der Mutanten-
linie mit Pollen der transgenen Linie bestaubt. Da die Linie npr1-2 im Gegensatz zu npr1-1
nicht kanamycinresistent ist, war eine Selektion auf Antibiotikaresistenz zur ldentifikation
transgener Kreuzungsprodukte mdglich. Dazu wurden die aus der Kreuzung hervorgegan-
genen Samen auf kanamycinhaltigen Agar ausgesat, die liberlebenden F;-Pflanzen auf Erde
pikiert und zur Riickkreuzung Pollen dieser Pflanzen auf Bliten der npr1-2-Mutanten Uber-
tragen. Die aus der Rickkreuzung hervorgegangenen Samen wurden auf kanamycinhaltigen
Agar ausgesat und die Uberlebenden F,-Pflanzen auf Erde pikiert. Diese Pflanzen wurden
mit Salizylsaure induziert und die PR-1-Expression durch eine Northern-Analyse wie in Kapi-

tel 1.2.331beschrieben Uberprift. Pflanzen, die nicht mehr zur Expression von PR-1 fahig
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waren, wurden als npri-2-homozygote Pflanzen weiter vermehrt und die durch Selbstbe-
fruchtung gewonnen F3;-Samen fir ein Induktionsexperiment verwandt. Dazu wurden diese
Samen, sowie zur Kontrolle Samen, die nicht npr1-2-homozygot waren, auf Netzplatten mit

kanamycinhaltigem MS-Agar ohne Saccharose ausgesat. Zwei Wochen nach der Keimung

beiden Markergene fir die spate Antwort PR-1 und PR-2 24 h nach Induktion mit
Salizylsaure unterdriickt. Demgegentber lag die Expression der beiden Reportergene
Deacetylase und B-Glucuronidase in allen Linien auf einem vergleichbaren Niveau. GST6
zeigte in allen Linien eine unveranderte Induktion. Das GST-Gen At703 wies in allen Linien
6 h nach der Induktion eine reduzierte Expression auf, wobei die Transkriptmenge stets das
0,62-fache (x0,02) wie vor der Induktion betrug. Auch dieses Experiment wies wegen der
unveranderten Expression der Deacetylase, von AtGST6 und von At103 in der npr1-2-
homozygoten Pflanze darauf hin, dall NPR1 in der frihen salizylsdureabhangigen

Signaltransduktion keine entscheidende Funktion hat.
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Abbildung 32: Quantitative Expressionsanalyse von npr1-2 x 5GuDe #16-12-Kreuzungsprodukten

F3-Pflanzen von vier verschiedenen Linien der Kreuzung npr1-2 x 5GuDe #16-12 wurden zwei Wochen nach der Keimung
auf kanamycinhaltigen Netzplatten mit MS-Agar ohne Saccharose mit 1 mM Salizylsdure induziert und Proben zu den
angegebenen Zeitpunkten genommen. Gesamt-RNA dieser Proben wurde auf die Expression von B-Glucuronidase, Dea-
cetylase, PR-1, PR-2, AtGST6 und At103 getestet und nach Abgleich mit der rRNA quantifiziert.

machen, dall Mutationen im NPR17-Gen, die dessen Funktion aufheben, die
Signaltransduktion der Salizylsaure beziiglich des as-7-Elements nicht stéren. Daraus laft
sich schliefden, dall NPR1 am Signalweg von der Salizylsaureperzeption zum as-7-Element
nicht beteiligt ist oder durch alternative Signaltransduktionskomponenten vollstandig

komplementiert werden kann.
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1.3.3.11 Weitere Kreuzungen

Die transgenen Linien 1GuDe#57-2 und

Tabelle 42: Weitere Kreuzungen
5GuDe#16-12 wurden fir eine Reihe von

Kreuzung Stadium
Kreuzungen mit Mutanten, die in der Pathogen- aux1-7x5GuDe#16-12 Fa
axr2x5GuDe#16-12 F,
und Auxinantwort betroffen sind, verwandt. axr4-1x5GuDe#16-12 Fa
cpr1x1GuDe#57-2 F4
Diese Kreuzungen konnten im Rahmen dieser cpr1x5GuDe#16-12 F,
cpr5-2x1GuDe#57-2 F,
Arbeit nicht mehr bis zum Stadium der Analyse cpr5-2x5GuDe#16-12 F2
. . . cpr6x1GuDe#57-2 F,
vorangetrieben werden. Details zu diesen cpr6x5GuDe#16-12 F,
, - eds4-1x5GuDe#16-12 F,
Kreuzungen und dem jeweiligen Kreuzungs- 2d55-2x5GuDe#16-12 F,

----------- 1 X -

stadium sind in;Tabelle 42:aufgefihrt. oy ;‘S’ﬁﬁé‘ﬁgj’é;e“#ﬂzﬂg 2 if

1.3.3.12 Mutagenese

Ziel dieser Arbeit war es, Mutanten in der Signaltransduktion der Salizylsaure zu fin-
den, die nicht mehr in der Lage sind, das as-71-Element zu aktivieren. Nachdem in Kapitel

E_1_.§_.1_’>;4_fidie Bedingungen fur die Suche nach Mutanten durch Suizidexperimente festgelegt
worden waren, konnte mit der Herstellung von Mutantenpopulationen begonnen werden.
Wegen der relativ unkomplizierten Durchflihrung bei gleichzeitig hoher Dichte verschiedener
Mutationen, die zudem gleichmaRig tber das Genom verteilt sind, wurde eine chemische
Mutagenese mit EMS alternativen Methoden wie T-DNA-Insertion oder ,Transposon-
Tagging“ vorgezogen. Der Nachteil liegt bei der hier angewandten Methode in einer schwie-
rigen und unter Umstanden sehr langwierigen Identifikation des von der Mutation betroffenen

Gens.
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T,-Samen  der  transgenen  Linie
5GuDe #16-12 wurden einer Mutagenese wie
Dazu wurden jeweils 5000 Samen mit 50, 75
und 100 MM EMS nach der Methode von
Leyser und Furner (2000) und weitere 5000
Samen mit 100 mM EMS nach der Methode
von Lightner und Caspar (1998) behandelt.
Anschlie3end wurden jeweils 5000 Samen auf
36 Topfe Erde verteilt.

Der Erfolg der Mutagenese zeigte sich
darin, dall ein Teil der M;-Pflanzen abwei-

chend gefarbte Sektoren in ihren Blattern auf-

Dosisabhangigkeit in der Weise, dal} bei der
Mutagenese nach Leyser und Furner mit
50 mM EMS etwa 1 Pflanze pro Topf die ge-
zeigten Sektoren aufwies, bei der Mutagenese
mit 100 mM waren dies etwa 2 Pflanzen pro
Topf. Das Protokoll nach Lightner und Caspar
erwies sich als weniger effizient. Trotz einer
Konzentration von 100 mM EMS konnten nur
etwa 0,5 Pflanzen mit fehlfarbenen Blattsekto-
ren pro Topf gezahlt werden.

Die Samen dieser Pflanzen wurden nach
Selbstbefruchtung als M,-Samen geerntet und
zur Suche nach Signaltransduktion wie im fol-
genden Kapitel beschrieben verwandt.

In der M,-Generation wurde abermals
der Erfolg der Mutagenese kontrolliert, indem
nach abweichend gefarbten oder geformten

Pflanzen gesucht wurde. Zwei Beispiele sind

Abbildung 33: Erfolgskontrolle der Mutagenese
durch Auftreten fehlfarbener Sektoren in der M;-
Generation

Mutagenisierte Samen der Linie 5GuDe #16-12 wurden
auf Erde ausgesat und auffallige Blatter in der dritten
Woche nach der Keimung fotografiert.
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Abbildung 34: Form- und Farbmutanten in der M,-Generation

M-Pflanzen wurden 3 Tage nach der Keimung fotografiert. Die Pfeile im linken Teil der Abbildung weisen auf abweichend
gefarbte Pflanzen.

1.3.3.13 Suche nach Mutanten in der Signaltransduktion der Salizylsau-
re

Zur ldentifikation von Mutanten, bei denen der Signalweg zwischen der Salizylsaure-

perzeption und der Aktivierung des as-7-Elements beeintrachtigt ist, wurden aus den in Kapi-

den Kapiteln beschrieben werden.

1.3.3.13.1  Stringente Strategie

Jeweils etwa 1000 M,-Samen pro Topf wurden ausgesat und ab der zweiten Woche
nach der Keimung bis zur Bildung erster Blitenknospen drei Mal wéchentlich mit 1 mM Sali-
zylsaure und 0,2 mg/mL NAcPT bespriht. Die Selektionsbedingungen wurden nicht bis zur

Fruchtreife fortgesetzt, da alle Blltenorgane extrem sensitiv gegeniiber NACPT waren (siehe

Aus etwa 108000 M.,-Pflanzen gingen 6 Uberlebende hervor. Diese Pflanzen wurden
als ana1 bis ana6 bezeichnet (ana = as-7-Element nicht aktiv). Eine dieser Pflanzen, ana3,
bildete lediglich zehn Samen aus, die nicht keimfahig waren. Pflanzen der Linie ana6 zeigten

schmalere und nach unten eingerollte Rosettenblatter und eine ins olivgriine abweichende

1.3.3.13.2 Differentielle Strategie

Jeweils etwa 1000 M,-Samen pro Topf wurden ausgesat und ab der zweiten Woche

nach der Keimung zweimal wochentlich mit 1 mM Salizylsdure und 0,2 mg/mL NACPT be-
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spriht. Gleichzeitig wurden zwei Kontrollpopulationen von je 18000 5GuDe #16-12-F;-
Pflanzen angezogen. Eine dieser Kontrollpopulationen wurde mit einer Losung von
0,2 mg/mL NACPT bespruht, die andere mit der oben beschriebenen Lésung behandelt. Die
Sprihinduktionen wurden eingestellt, sobald erkennbar wurde, dal} in der mit Salizylsdure
und NAcCPT bespriihten Kontrollpopulation alle Pflanzen absterben wiirden, in der unindu-
zierten Kontrolle hingegen noch nicht bei allen Pflanzen letale Schaden aufgetreten waren.

Aus etwa 108000 M,-Pflanzen gingen bei Anwendung dieser Strategie 58 Uiberlebende
Pflanzen hervor, die als ana7 bis ana60 (mit Licken) bezeichnet wurden. Einige dieser
Pflanzen wiesen auffallige Phanotypen auf.

Weitere 36000 Samen, die aus einer zweiten Mutagenese mit 100 mM EMS und dem
Protokoll nach Leyser stammten, wurden ebenfalls mit der differentiellen Strategie selektiert.
Daraus gingen 22 uberlebende Pflanzen hervor, die als surll.1 bis surll.25 (mit Licken) be-

zeichnet wurden. Diese Linien wurden bisher nicht weiter charakterisiert.

1.3.3.14 Phanotypische Beschreibung auffalliger Linien aus der Selekti-

on mit der differentiellen Strategie

stellt.

Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp
Schote Grole Farbe Farbe Form

ana8 ana20 ana24 ana51 ana60
Schote Grole Farbe Farbe Form

Abbildung 35: Uberlebende der Selektion auf Signaltransduktionsmutanten mit auffilligem Phianotyp

Pflanzenteile und Pflanzen wurden in Entwicklungsstadien, in denen der Phanotyp besonders offensichtlich wurde fotogra-
fiert und vergleichbare Wildtypen hinzugezogen. Die Pflanzen der Linie ana60 waren 6 Wochen, die Wildtyppflanzen zum
Vergleich 3 Wochen alt. Ansonsten wurden Pflanzen gleichen Alters miteinander verglichen.

Die Linie ana6 war durch Rosettenblatter gekennzeichnet, die einen seitlich nach unten

eingerollten Rand ausbildeten und gelblich griin gefarbt waren.
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Pflanzen der Linie ana8 wiesen stark verzweigte Infloreszenzen auf, die Schoten wa-
ren nur etwa halb so grof3 wie bei Pflanzen des Wildtyps. Die Generationszeit war verlangert
und die wenigen Samen waren nicht keimfahig.

Pflanzen der Linie ana15 hatten kraftigere Blutentriebe und dickere Schoten, die nicht
wie bei den Wildtyppflanzen konisch zur Narbe hin zuliefen, sondern unterhalb der Narbe
gestutzt waren. Die Dichte der Trichome auf den Rosettenblattern war reduziert.

Pflanzen der Linie ana20 waren bei gleicher Form von Blattern, Bliten und Schoten
klein und bildeten nur wenige Samen, von denen lediglich die Halfte keimfahig war. Daher

konnten an dieser Linie nicht alle Analysen durchgeflihrt werden. Die geringe BlattgroRle ist

Die Linie ana24 war durch schmale, lange Rosettenblatter charakterisiert, die im Alter
grole Mengen an Anthocyanen bildeten, so dall sie zum Zeitpunkt des Abblihens dunkel-
violett bis braunlich erschienen.

Die Linie ana51 war durch kleinere, rundlichere, hellgriine Blatter charakterisiert, die
zur Rosettenmitte hin gelblich verfarbt waren.

Pflanzen der Linie ana60 zeigten einen extremen Zwergwuchs mit rundlichen, dach-
ziegelartig Uberlappenden Blattern, deren Blattstiel stark verkirzt, und die darUberhinaus
dick und hart waren und eine auffallig glanzende Kutikula besafien. Die Blutenstdnde waren
kurz und reich verzweigt. Die Frichte dieser Linie waren klein und hatten wenige Samen von
eingeschrankter Keimfahigkeit. Die Generationszeit dieser Linie war gegenuber Pflanzen des

Wildtyps verdoppelt. Daher konnten an dieser Linie nicht alle Analysen durchgeflihrt werden.

1.3.3.15 Verifizierung des Uberlebens unter Selektionsbedingungen

Um Linien auszuschlief3en, welche die Selektion — insbesondere bei der differentiellen
Strategie — nur zuféllig Gberlebt hatten, wurden Nachkommen der Uberlebenden erneut auf
Erde ausgesat und denselben Selektionsbedingungen ausgesetzt wie deren Eltern.
selektierten Linien auch diesen Test zumindest teilweise. Allerdings wiesen die
verschiedenen Linien ein unterschiedliches Erscheinungsbild auf. Wahrend ana1 praktisch
keine Anzeichen von Vergiftungen zeigte, waren jeweils zwei von vier Pflanzen der Linien

ana2 und ana4 abgestorben, die anderen zwei begannen zu blihen.



Teil 1: Ergebnisse

5GuDe#16-12 F,

ohne Selektion

unter Selektion . .

unter Selektion

» ana2
: . ‘upter Selektion ..., J

unter Selekt'ignjiér‘"""- <

o

Abbildung 36: Kontrolle der iiberlebenden Linien aus der stringenten Selektion

Nachkommen der Uberlebenden aus der stringenten Selektion auf Signaltransduktionsmutanten wurden auf Erde ausgesét
und beginnend mit der zweiten Woche nach der Keimung drei Mal wochentlich bis zur Blite der ersten Pflanzen mit 1 mM
Salizylsaure und 0,2 mg/mL NAcPT bespriiht. Die Fotos wurden zwei Wochen nach Aufhebung des Selektionsdrucks auf-

genommen.
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Pflanzen der Linie ana5 wiesen im Vergleich zu ana2 und ana4 geringere Beeintrachti-
gungen auf, Pflanzen der Linie ana6 waren nur wenig sensitiver als Pflanzen der Linie ana1.
differentiellen Selektionsstrategie gezeigt. Wie wegen der weniger stringenten Selektionsbe-
dingungen zu erwarten war, befanden sich darunter einige Linien, die vollstandig abstarben.

Deren Elternpflanzen hatten die Selektionsbedingungen wahrscheinlich nur zufallig und
nicht wegen einer verminderten Aktivitat der Deacetylase Uberlebt. Unter den Uberlebenden
Linien fanden sich solche, die keinerlei Vergiftungserscheinungen aufwiesen, wie Linie
ana38, neben anderen, bei denen eine deutliche Schadigung erkennbar war, wie bei Linie

anab4, die aber dennoch Uberlebten. Die Samen von ana9 und ana30 waren nicht keimfahig.
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5GuDe ohne NACPT

Abbildung 37: Kontrolle der iiberlebenden Linien aus den Selektionen auf Signaltransduktionsmutanten

Nachkommen der Uberlebenden aus den beiden Selektionen auf Signaltransduktionsmutanten wurden auf Erde ausgesét
und beginnend mit der zweiten Woche nach der Keimung fiir 2%2 Wochen unter Selektionsbedingungen gehalten. Die
Pflanzen wurden eine Woche nach Beendigung des Selektionsdrucks fotografiert.
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Abbildung 38: Histochemische Farbungen zum Nachweis der B-Glucuronidase in ana-Linien

Nachkommen der Uberlebenden der stringenten Selektion auf Signaltransduktionsmutanten wurden auf Erde angezo-
gen. Sechs Wochen nach der Keimung wurden Blatter von salizylsdureinduzierten Pflanzen abgetrennt und wie in Kapi-
tel 1.2.29 beschrieben geféarbt.



Teil 1: Ergebnisse 78

1.3.3.16 Priifung der Uberlebenden auf das zweite Markergen B-Glucuro-

nidase

Die B-Glucuronidase wurde als zweites Markergen in die Pflanzen eingebracht, um bei
den Uberlebenden der Selektion auf Verminderung der Deacetylaseaktivitat Signaltransduk-
tionsmutanten von Deacetylasemutanten unterscheiden zu kdnnen. Bei letzteren sollte eine
unverminderte Aktivitat der B-Glucuronidase vorhanden sein, wahrend bei echten Mutanten

in der Signaltransduktion die Deacetylase ebenfalls betroffen sein sollte.

die durchweg im Bereich oder Uber den Werten der unmutierten Kontrollpflanzen lagen.
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Abbildung 39: Bestimmung der B-Glucuronidaseaktivitat in transgenen 5GuDe-Pflanzen und ana-Mutanten aus der
stringenten Selektion

Nachkommen der Uberlebenden der stringenten Selektion auf Signaltransduktionsmutanten wurden auf Erde angezogen.
Sechs Wochen nach der Keimung wurden Blatter abgetrennt, die zuvor mit Salizylsdure induziert worden waren, und die
B-Glucuronidaseaktivitat wurde wie in Kapitel 1.2.30 beschrieben bestimmt.

Aufgrund der vorhergegangenen Versuche, die B-Glucuronidaseaktivitat quantitativ zu
bestimmen, und die niemals eine Induzierbarkeit der Enzymaktivitat durch Salizylsdure zeig-
ten, mulite davon ausgegangen werden, dal} geringe Verminderungen der Genexpression in
den Mutanten nicht von dem Enzymaktivitatstest erfal’t werden. Angesichts der fehlenden
Vergiftungserscheinungen, die auf eine sehr starke Reduktion der Deacetylaseaktivitat hin-
weisen, ware zumindest in den Linien ana1l und ana6 eine sichtbare Verminderung der
B-Glucuronidaseaktivitat gegeniber der transgenen Kontrollpflanze zu erwarten gewesen,

beispielsweise auf Werte um 500 pmol min~' mg™" wie in den 1GuDe-Pflanzen, die ja eben-
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Abbildung 40: Histochemische Farbungen zum Nachweis der B-Glucuronidase in ana-Linien aus der differentiellen
Selektion

Pflanzen, die die differentielle Selektion Uberlebt hatten und in Bliite standen, wurden mit den angegebenen Ldsungen
induziert. 12 h nach der Induktion wurden Blatter geerntet und wie in Kapitel 1.2.29 beschrieben in Mikrotiterplatten gefarbt.

Weitere Ergebnisse wurden aus der quantitativen Analyse der B-Glucuronidaseaktivitét

fallen aber Linien auf, die eine signifikante Reduktion gegentber der transgenen 5GuDe-

Kontrolle aufweisen. Dies sind vor allem die Linien ana7’, anal5, ana38, ana40, ana42,

nen Reduktionen der spezifischen Enzymaktivitat der B-Glucuronldase durch diesen Versuch
durchaus dargestellt werden, so dafd es sinnvoll erschien, diese Linien in weitere Analysen

naher zu charakterisieren.
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Abbildung 41: Quantitative Analyse der B-Glucuronidaseaktivitdt in ana-Linien aus der differentiellen Selektion

Von Pflanzen, die die differentielle Selektion tUberlebt hatten und in Blute standen, wurde jeweils ein Blatt geerntet und von
Proteinextrakten dieser Proben die spezifische Enzymaktivitat der B-Glucuronidase wie in Kapitel 1.2.30 beschrieben be-

stimmt.

Im Widerspruch zu den Ergebnissen aus der histochemischen Farbung ist die

B-Glucuronidaseaktivitéat in den Linien ana20 und ana24 nicht signifikant gegenuber der

transgenen Kontrolle vermindert, in Linie ana20 sogar deutlich erhoht.

1.3.3.17 Prufung des Vorhandenseins der Deacetylase in ausgewahlten

ana-Linien

Die Linien ana15, ana38, ana40, ana42
und ana50, in denen die B-Glucuronidaseaktivi-

tat besonders niedrig war, wurden mittels PCR

_—————

fwd und Deac analyse rev auf das Vorhanden-
sein der Deacetylase Uberprift. Dabei wurde
festgestellt, dal® die Deacetylase in der Linie
ana15 nicht vorhanden war. Diese Linie schied

damit als Mutante aus.
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Abbildung 42: PCR-Analyse ausgewdhlter ana-
Linien auf das Vorhandensein der Deacetylase

Mit 150 ng genomischer DNA der angegebenen Linien
und den Primern Deac analyse fwd und Deac analyse
rev wurden PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Die Produk-
te wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung
durch Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht
und als Negativabbild fotografiert.
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1.3.3.18 Auswahl von ana-Linien fir die weitere Charakterisierung

Da die gesamte Anzahl der die Selekti-
onbedingungen Uberlebenden Linien nicht auf
einmal bearbeitet werden konnte, muf3ten vor
den folgenden Analysen vielversprechende
Linien ausgewahlt werden, die vorrangig bera-

beitet werden sollten. Aufgrund der in den Ka-

gebnisse wurde die Auswahl anhand der fol-
genden Kriterien durchgeflhrt:

e Eine Auswahl von Linien mit ungescha-
digten, schwach geschadigten und stark
geschadigten Pflanzen, welche die Se-
lektionsbedingungen uberlebt hatten

e Die Linie sollte eine entweder in der
histochemischen Farbung oder in der
quantitativen Untersuchung eine niedri-
ge B-Glucuronidaseaktivitat aufweisen

e Linien mit sichtbarem Phanotyp sind
unabhangig von der B-Glucuronidase-
aktivitat interessant

Diese Kriterien fiihrten zur Auswahl der in

die folgenden Untersuchungen durchgefihrt

wurden.

Tabelle 43: ana-Linien fiir die weitere Analyse

Linie Grund

anal Deacetylaseaktivitat nicht nachweisbar

ana2 Deacetylaseaktivitat leicht reduziert

ana4 Deacetylaseaktivitat leicht reduziert

anab Deacetylaseaktivitat reduziert

ana6 peacetylaseaktivif[ét stark __reduziert, Phanotyp
in Blattmorphologie und Farbung
Deacetylaseaktivitat und B-Glucuronidaseakti-

ana7 e -
vitat reduziert

anal0 [ Deacetylaseaktivitat reduziert

anal13 [ Deacetylaseaktivitat stark reduziert
Deacetylaseaktivitat stark reduziert, geringfu-

anal16 . .
gig kleinerer Wuchs

anal9 [ Deacetylaseaktivitat reduziert
extrem kleiner Wuchs, geringe Fruchtbarkeit

ana20 | und Keimfahigkeit, keine B-Glucuronidaseakti-
vitat in der Farbung
Deacetylaseaktivitat stark reduziert, Phanotyp

ana24 | in Blattmorphologie und Anthocyangehalt, ge-
ringe B-Glucuronidaseaktivitat in der Farbung
Deacetylaseaktivitat nicht nachweisbar, gerin-

ana31 | ge Keimfahigkeit, hohe B-Glucuronidaseaktivi-
tat

ana36 [ Deacetylaseaktivitat reduziert

ana38 Deacetylas‘eaktivitét. r)ight nachweispar,
B-Glucuronidaseaktivitat stark reduziert

anad0 Deacetylas.eaktivitét' s@rk redu;iert,
B-Glucuronidaseaktivitat reduziert

ana41 [ Deacetylaseaktivitat stark reduziert

anad? Deacetylas‘eaktivitét. r)ight nachweispar,
B-Glucuronidaseaktivitat stark reduziert

ana43 Deacetylasgaktivitét. r]ight qachweispar,
B-Glucuronidaseaktivitat leicht reduziert

ana46 [ Deacetylaseaktivitat stark reduziert

ana49 [ Deacetylaseaktivitat leicht reduziert

ana50 Deacetylas_eaktivitét_ r_e_c_iuziert _
B-Glucuronidaseaktivitat stark reduziert
Deacetylaseaktivitat nicht nachweisbar,

ana51 | B-Glucuronidaseaktivitat leicht reduziert, Pha-
notyp in Blattmorphologie und Farbung

ana54 Deacetylas_eaktivitét_ r_e_(_:luziert _
B-Glucuronidaseaktivitat stark reduziert

ana55 [ Deacetylaseaktivitat leicht reduziert

anab0 [ extremer Phanotyp




Teil 1: Ergebnisse 82

1.3.3.19 Expressionsanalysen ausgewahlter tiberlebender Linien

Da die Ergebnisse zur Charakterisierung des zweiten Markergens [3-Glucuronidase in
Farbung und Quantifizierung nicht eindeutig waren, wurde die Transkription beider Gene
naher untersucht. Auch diese Untersuchungen dienten zur Klarung der Frage, ob die Uber-
lebenden der Selektion auf Signaltransduktionsmutanten wirklich solche sind oder ob sie
eine Mutation im Deacetylasegen als Selektionsmarker besitzen. Bei Signaltransduktionsmu-
tanten ware zu erwarten, dal} die Induzierbarkeit von Deacetylase und p-Glucuronidase ver-
mindert und die Transkriptmengen zumindest im induzierten Zustand verringert waren, wah-
rend bei Mutanten im Reportergen Transkriptmengen und Induzierbarkeit unverandert sein

mifRten oder die beiden Reportergene sich divergent verhielten. Die Ergebnisse dieser Un-
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Abbildung 43: Priifung ausgewabhlter ana-Linien auf Expression und Induktion verschiedener Markergene

Pflanzen der anhand der in Tabelle 43 aufgefiihrten Kriterien ausgewahlten ana-Linien wurden auf Erde angezogen und drei
Wochen nach der Keimung mit 1 mM Salizylsaure induziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Blattproben genom-
men. RNA-Praparationen wurden gemafR Kapitel 1.2.33 auf die Expression der transgenen Marker Deacetylase und
B-Glucuronidase sowie auf die pflanzlichen Gene GST6 und PR-1 getestet. Die Induktionsfaktoren der Gene nach 4 h sind
durch gelb-rote Kreuze reprasentiert. Die rote Linie kennzeichnet die Schwelle unterhalb derer eine signifikante Reduktion
der Induzierbarkeit des as-71-Deacetylasekonstrukts angenommen wurde. Linien, bei denen dies der Fall ist, sind farblich
markiert.
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In diesem Versuch lagen die Induktionsraten
Tabelle 44: ana-Linien mit verringerter Induzierbar-

von Deacetylase und B-Glucuronidase in der keit des as-1-Elements

transgenen Kontrollinie 5GuDe #16-12 etwa Linie Induktionsfaktor
Deac | GUS | GST6 | PR-1
beim Faktor 5. Dies deckt sich mit den vorher- SGuDe | 521 | 483 | 428 | 845
ana5 | 2,30 | 1,79 | 4,35 | 5,07
gehenden Induktionsversuchen, bei denen die ana7 | 2,00 | 233 | 405 | 849
ana10 | 1,81 | 1,19 | 1,79 | 12,04
Faktoren im Mittelwert bei 5,61 lagen. LaRt ana16 | 2,36 | 1,24 [ 1,79 | 098
_ o ) _ ana19 | 2,49 | 1,76 | 3,25 | div/0’
man daher bei vorsichtiger Schatzung ein ex- ana38 | 1,69 [ 1,20 [ 3,05 | 4,11
_ _ _ ) ana40 | 2,17 | 2,05 | 1,71 | 2,50
perimentell bedingtes Abweichen des Indukti- ana41 | 151 | 1,52 | 2,19 | 2,24
_ _ _ ana42 | 2,36 | 1,53 | 2,56 | 2,50
onsfaktors um die dreifache Schwankungsbrei- anad6 | 1,92 | 1.75 | 2.36 | 1.15
: ana49 | 1,98 | 1,21 | 232 | 4,64
te nach unten zu und betrachtet Induktionsra- anabd | 192 | 160 | 292 | 898

s L
ten unter dem Faktor 2,6 als signifikant vermin- ~ DVision dureh Nul

dert, so gehen aus diesem Versuch zwdlf von Linien hervor, die man gemessen am Kriterium

des Induktionsfaktors als Kandidaten flir echte Salizylsdure-Signaltransduktionsmutanten

Problematisch ist hierbei, dal die Transkriptmengen von Deacetylase und B-Glucuronidase
in den ana-Linien fast immer oberhalb derer in der transgenen Kontrollpflanze liegen. Die-
sem Umstand mufd jedoch nicht unbedingt Rechnung getragen werden, da die Transkript-
mengen in vorherigen Versuchen von Pflanze zu Pflanze sehr stark schwankten, der Indukti-
onsfaktor sich aber als konstant erwies. Eine breitere Datenbasis auf Grund mehrerer
gleichartiger Versuche ware aber zur Erhéhung der Aussagekraft und zur Absicherung der
relativ geringen Unterschiede zwischen den einzelnen Linien sehr wiinschenswert.

Weiterhin gibt es ana-Linien, bei denen
Tabelle 45: ana-Linien mit stark divergenter Indu-

eine Divergenz zwischen der Induzierbarkeit zierbarkeit von Deac und GUS
der Deacetylase und der B-Glucuronidase in Linie e e Lk
Deac | GUS | GST6 | PR-1
der Weise festgestellt wurde, dal der SGuDe | 521 | 4,83 | 428 | 845
ana13 | 3,99 | 2,46 | 6,08 | 11,80
Induktionsfaktor der B-Glucuronidase ana24 | 504 | 264 | 2,86 | 24,67
ana31 | div/0” [ 1,21 [ 1,40 [ div/0’
beeintrachtigt scheint, derjenige der ana36 | 6,33 [ 275 | 6,39 | 424
_ . _ o ana43 | 3,49 | 2,65 | 3,45 | 11,20
Deacetylase hingegen nicht. Diese ana-Linien ana51 | 471 | 2,87 | 3,69 | div/0’

. . o , . 7 Division durch Null
sind mit den zugehorigen Induktionsfaktoren in

imergjfalitd BV eitersariufsogf@fiber Weitsesur dieser Linien, insbesondere jener mit stark
unterschiedlicher RNA-Konzentration der beiden Proben (ana31), konnten Wiederholungen
dieses Induktionsversuchs geben, die aus den oben ausgefuhrten Erwagungen ohnehin an-

gebracht waren.
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Bei allen restlichen Linien, die in diesem
Tabelle 46: ana-Linien ohne Beeintréachtigung der

Versuch getestet wurden, kann man mit hoher Induzierbarkeit des as-1-Elements
Wahrscheinlichkeit ausschlielRen, daR es sich Linie Induktionsfaktor
Deac GUS GST6 PR-1
um Signaltransduktionsmutanten handelt, da SGuDe | 521 | 483 | 428 | 845
anal | 519 | 4,53 | 532 | 28,67
sie keine signifikante Verringerung der Indu- ana2 | 441 | 452 | 3,36 | 21,53
ana4 | 637 | 514 | 554 | 17,12
zierbarkeit aufweisen. Bei diesen Linien han- ana6 | 3,98 | 392 | 353 [ 2943
ana50 | div/0” | div/0” [ div/0? | div/0’

delt es sich entweder um Linien mit Mutationen " bivision durch Null
im Deacetylasegen oder um solche Signal-
transduktionsmutanten, die keine signifikante Reduktion der Induzierbarkeit zeigen. Die Linie

ana50 konnte wegen geringer RNA-Mengen nicht ausgewertet werden. Diese Linien sind mit

Auffallig ist, dall die Mehrzahl der als wahrscheinliche Signaltransduktionsmutanten
anzusehenden Linien eine Reduktion des GST6-Expression zeigen, namlich alle auller
anab, ana7, ana19 und ana38.

Bei den Linien ana16 und ana46 ist dartber hinaus die Induzierbarkeit von PR-1 prak-
tisch aufgehoben, allerdings dadurch, da® eine hohe Aktivitat bereits im uninduzierten Zu-
stand vorliegt. Bei den Linien ana40, ana41 und ana42 ist die Induzierbarkeit von PR-1 stark
reduziert, wobei bei ana41 wieder eine Erhdhung der uninduzierten Expression, bei ana40
und ana42 hingegen eine Reduktion der Expression 4 h nach der Induktion verantwortlich ist.
Bei allen anderen Linien wurde eine mehr oder weniger unveranderte Induzierbarkeit von
PR-1 festgestellt.

1.3.3.20 Zusammenfassung der Charakteristika der getesteten ana-
Linien

Die getesteten Eigenschaften der die Suizidbedingungen Uberlebenden Linien sind in
"Tabelle 47:zusammengefalit. Die rot markierten Linien sind wahrscheinliche Signaltransduk-
tionsmutanten, die blau markierten sind mit groRer Wahrscheinlichkeit Mutanten im Suizid-
gen. Bei den grau markierten Linien ist die Situation noch nicht abschlieffiend geklart, nicht
markierte Linien wurden nicht ndher untersucht, Gberlebten bei der Verifizierung des suizid-
resistenten Phanotyps nicht oder waren aufgrund geringer Fruchtbarkeit oder anderer Um-

stande frihzeitig ausgestorben.
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Tabelle 47: Zusammenfassung der Eigenschaften liberlebender Linien

Linie | Pha- GUS- GUS-Ak- | Trans- | zweiter | Induktions- | Induktions- | Induktions- | Induktions-
a Suizid faktor Deac | faktor GUS | faktor GST6 | faktor PR-1

ana20 » Ll 1 o o o o o o
ana21 . > 1 o o o o o
ana22 1 - —

ana23 . 1 o o o o o o o
ana24 & | — o 2 — i} —

ana25 . 1 1 o o o o o o
ana26 . © = o t

ana27 = o

ana28 . 1 1 o o o
ana29 . 1 1 o o o o o o
ana30 I — o

ana31 . 1 11 o 1 ! ! <~ 1
ana32 1 = 1

ana33 . I I o o o o o o
ana34 1 — o

ana35 . 1 1 o o o o o

ana36 . 1 o o 2 o | o l
ana37 . > o o o 0 o o
ana39 . o 3 o o o

I
1.
T
ana60 » o o o 1 o o o o
Phénotyp ................. « unauffallig; # auffalliger Phanotyp; t Pflanze starb oder bliihte nicht;  Pflanze ohne Samen oder
Samen nicht keimfahig.
GUS-Farbung........... « durchschnittlich; 1 starker; | schwacher; || keine; o nicht getestet.
GUS-Aktivitét ........... « durchschnittlich; 1 stérker (< 2x); 11 viel starker (> 2x) | schwacher (> '2x) || viel schwacher
(<%x) ||| keine; o nicht getestet.
Transgen.................. v vorhanden; x nicht vorhanden; o nicht getestet.
zweiter Suizid........... 1 Uberlebt ohne Schaden; 2 iberlebt mit geringen Schaden; 3 uberlebt mit deutlichen Schaden;

4 (iberlebt mit sehr starken Schaden; t Uberlebt nicht; o nicht getestet.

Induktionsfaktoren .. | geringer; « nicht geringer; { nicht berechenbar; o nicht getestet.

Markierungen........... leere Felder Linie zum Zeitpunkt der Analyse ausgestorben; - wahrscheinliche Signaltransdukti-
onsmutante; BIall wahrscheinliche Mutante im Deacetylasegen; grau nicht abschlieBend geklart
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1.3.3.21 Histochemische Farbungen zum Nachweis der B-Glucuronidase

in ausgewahlten liberlebenden Linien

An den in Kapitel 1.3.3.18 ausgewahlten Linien wurden erneut histochemische Far-
bungen an ganzen Pflanzen zum Nachweis der B-Glucuronidaseaktivitat durchgeflhrt, um
die Pflanzen auf gewebsspezifische Reduktionen der Transkriptionsaktivung durch das as-17-

Element zu prifen. Die Ergebnisse sind iniAbbildung 44;und:Abbildung 45! dargestellt. Die
meisten der Linien unterscheiden sich nicht sichtbar von den transgenen 5GuDe-
Kontrollpflanzen. Im Folgenden werden die auffalligen Linien beschrieben:

In der Linie ana19 zeigt sich einer geringere Farbung im Hypokotyl.

In der Linie ana38 sind die Blatter auffallig gering gefarbt, wahrend im Hypokotyl eine
normale Farbung auftritt.

Pflanzen der Linie ana40 zeigen im uninduzierten Zustand eine geringere Farbung in
allen oberirdischen Teilen.

In der Linie ana43 sind die Blatter nach Salizylsdurebahandlung weniger gefarbt.

Bei der Linie ana51 sind alle oberirdischen Teile weniger intensiv gefarbt.

Bei der Linie ana54 sind alle oberirdischen Teile nach Induktion mit Salizylsaure gerin-

ger gefarbt.
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Abbildung 44: Histochemische Farbung zum Nachweis der -Glucuronidaseaktivitidt in Pflanzen ausgewahlter

uberlebender Linien

Pflanzen der in Kapitel 1.3.3.18 ausgewahlten Linien wurden in Erde angezogen. Zwei Wochen nach der Keimung
wurden die Pflanzen vorsichtig aus der Erde gezogen und nach behutsamer Entfernung an den Wurzeln haftender
Erdpartikel wie in Kapitel 1.2.29 beschrieben gefarbt. 1 mM Salizylsdure wurde 6 h vor der Ernte durch Spruhen appli-
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—SA +SA

5GubDe
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ana40
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anab54

Abbildung 45: Detailliertere Abbildungen auffélliger Pflanzen aus Abbildung 44
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1.3.3.22 Infektion ausgewahlter uberlebender Linien mit Pseudomonas

syringae

Drei Wochen alte Pflanzen der in Kapitel 5.1_-?_-:_)’;1_5_35 ausgewahlten Linien wurden mit
Pseudomonas syringae pv. maculicola ES4326 und Pseudomonas syringae pv. maculicola
ES4326 avrRpt2 infiziert. Die meisten Linien entwickelten wie der Wiltdyp innerhalb von 48 h

die typischen Symptome einer HR. Auffallig war, dal} die Linie ana38 bereits nach 27 h gro-

den anderen Linien wurden zu diesem Zeitpunkt die ersten die ersten Bereiche absterbender
Gewebe erkennbar oder waren noch nicht sichtbar. Bei der Linie ana 41 waren auch nach
einer Woche nur sehr kleine Lasionen sichtbar, wahrend bei den Kontrollpflanzen des Wild-

typs die infizierten Blatter vollkommen abgestorben waren.

Pseudomonas syringae pv. maculicola ES4326 avrRpt2 Pseudomonas syringae pv. maculicola ES4326

Col-0

5GuDe

npr1-2

ana38

ana41

A

Abbildung 46: Kontrollen und aufféllige ana-Linien nach Infektion mit Pseudomonas syringae

Die Blatter von je zwei verschiedenen Pflanzen wurden wie in Kapitel 1.2.25 beschrieben mit Pseudomonas syringae infi-
ziert und 72 h nach der Infektion fotografiert.
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1.4 Diskussion

1.4.1 Expressionsstarke, Gewebsspezifitat und Entwicklungsab-
hangigkeit des as-7-Elements im Unterschied zum ocs-
Element

Ziel dieser Arbeit war es Mutanten zu erzeugen, die nach Induktion mit Salizylsdure
das as-1-Element nicht mehr aktivieren kénnen. Zur Konstruktion eines induzierbaren Sui-
zidsystems wurde auf die Daten zurtckgegriffen, die Zhang und Singh (1994) Gber das as-1-
ahnliche ocs-Element verdffentlicht hatten. In dieser Studie wurde gezeigt, dall das ocs-
Element eine geringe Grundexpression in Wurzeln vermittelt. Um Uberhaupt einen Expressi-
onsnachweis mittels histochemischer Farbung fihren zu kénnen, muf3ten vier Kopien des
ocs-Elements als Promotor vor dem B-Glucuronidasegen eingesetzt werden. Die Grundex-
pression in den oberirdischen Organen befand sich mit diesem 4xocs-Promotor an der
Nachweisgrenze der quantitativen RT-PCR. In Wurzeln und oberirdischen Organen war das
ocs-Element durch 50 yM Auxin um das 50 — 100-fache und mit Salizylsdure um das 10 —
20-fache induzierbar. Die Aktivierung der Transkription nach der Induktion mit Salizylsaure
verlief transient. Mit dem —90-Fragment des 35S-Promotors, das ein as-7-Element enthalt,
konnte eine histochemische B-Glucuronidasefarbung ebenfalls nur nach Induktion mit Auxin
festgestellt werden, wobei die Aktivitat schwacher war als mit dem 4xocs-Promotor. Weitere
Daten mit dem —90-Fragment des 35S-Promotors wurden nicht gezeigt.

Anhand dieser Daten schien es mdglich zu sein, ein induzierbares dominant negatives
Selektionssystem mit dem as-7-Element zur Suche nach Mutanten zu konstruieren. Es wur-
de daher das as-7-Element verwandt, um die Barnase als salizylsaureabhangiges Suizidgen
einzusetzen. Dieser Ansatz erwies sich als Fehlschlag, da keine Transformanden des as-7-
Barnasekonstrukts gewonnen werden konnten. Da bereits eine sehr geringe Expression der
Barnase ausreicht, um toxisch zu wirken, war durch dieses Ergebnis bereits ein erster Hin-
weis darauf gegeben, dal} die Expressionsstarke des as-71-Elements groRer war als zunachst
vermutet wurde.

Die Charakterisierung der Transformanden mit der Deacetylase als weniger toxischem,
konditionellem Selektionsmarker unter der Kontrolle eines einzelnen as-7-Elements zeigte,
dall die Expressionsstarke nicht ausreichte, um die Pflanzen in einem nutzbaren Zeitraum

absterben zu lassen. Ein langsames Absterben konnte nur erreicht werden, wenn die Pflan-

NAcCPT behandelten Pflanzen abgestorben waren, erwiesen sich die nur mit Salizylsaure
induzierten Pflanzen als so geschwacht, da sie den Transfer auf Erde nicht mehr tberleb-

ten. Pflanzen, die auf Erde angezogen worden waren, zeigten keine Anzeichen einer Vergif-
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tung (Kapitel 1.3.3.5). Offensichtlich reichte hier die Aktivitat des 1xas-7-Promotors nicht aus,
um den Schwellenwert der Deacetylaseaktivitat zu Gberschreiten, der flir eine zum Erreichen
toxischer Konzentrationen des Herbizids bei Umsetzung von N-Acetyl-Phosphinothricin nétig
ist. Somit waren die 1xas-1-Gus-Deac-Linien fur eine Suche nach Mutanten ungeeignet. An
diesen Pflanzen wurde erstmals eine aufgrund der bekannten Daten von Zhang und Singh
(1994) und den an Tabak durchgefiihrten Untersuchungen von Benfey und Chua (1990) un-
erwartete Expressionsstarke und Gewebsspezifitat festgestellt.

Beim Nachweis der B-Glucuronidase durch histochemische Farbung erstreckte sich die
Expression auf das gesamte Wurzelsystem, und in stark exprimierenden Linien auf das Hy-

pokotyl und die Blatter (Kapitel 1.3.2.3). Dabei war die Aktivitdt des as-7-Elements vor allem
im Bereich der Leitgewebe im Hypokotyl und der Blattadern ausgepragt. Auch war ein Gra-
dient der as-7-Aktivitat hinsichtlich des Alters der Blatter feststellbar: In alten Blattern war die
Expression starker als in jungen. Dieses Aktivitatsmuster in Arabidopsis thaliana wurde auch
von Lubenow (1997) beobachtet, die statt der hier eingesetzten synthetischen as-71-
B-Glucuronidasekonstrukte das —90-Fragment des 35S-Promotors des Blumenkohlmosaikvi-
rus verwandte. Weitere Punkte hoher as-71-Aktivitat befanden sich an den Vegetationspunk-
ten der Rosette in der Umgebung des Meristems sowie an den Blattrandern im Bereich der
feinen Randz&hne. Lubenow (1997) identifizierte die letzteren Gewebe als Hydathoden, die
morphologisch als Restmeristeme angesehen werden kénnen. Besonders starke
B-Glucuronidaseaktivitdten wurden auch in den Keimblattern beobachtet, die auf dem Agar
aufgelegen hatten. Damit weicht die in dieser Arbeit beobachtete Gewebsspezifitat von den
Daten von J. Arias (personliche Mitteilung) und Zhang und Singh (1994) ab. Als Erklarung
der Diskrepanz zwischen den in dieser Arbeit prasentierten Daten und den Ergebnissen von
Lubenow (1997) einerseits und den Ergebnissen von J. Arias (personliche Mitteilung) und
Zhang und Singh (1994) andererseits kommt vor allem das unterschiedliche Alter der Pflan-
zen in Frage, in dem die histochemischen Farbungen durchgefiihrt wurden. Wahrend die
Pflanzen von Arias (personliche Mitteilung) sowie von Zhang und Singh (1994) im Alter von
einer Woche untersucht wurden, waren die in dieser Arbeit und von Lubenow (1997) gefarb-
ten Pflanzen zwei bis drei Wochen alt. Sowohl in dieser Arbeit als auch bei Lubenow (1997)
wurde festgestellt, dal® die vom as-7-Element gesteuerte Expression vor allem in alteren
Blattern stark, in jungen Blattern jedoch kaum feststellbar ist

Um eine starkere Expression der Deacetylase und einen besser nutzbaren Suizidpha-
notyp zu erhalten, wurden finf as-7-Elemente als Promotor vor dem Deacetylasegen ver-
wandt. Wie zu erwarten war, zeigte der 5xas-71-Promotor eine starkere Aktivitat als ein ein-
zelnes as-1-Element. Im Vergleich zu dem von Zhang und Singh (1994) beschriebenen
4xocs-Promotor war der 5xas-1-Promotor jedoch unerwartet stark. Dies duferte sich im

konstitutiven Suizidphanotyp ebenso wie an der Intensitat der histochemischen B-Glucuroni-
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dasefarbung. Die Starke des 5xas-71-Promotors brachte es mit sich, daf® nach langer Inkuba-
tion im histochemischen Farbebad alle Gewebe gefarbt wurden, sodall das as-71-Element

scheinbar auch eine Transkriptionsaktivitat im parenchymatischen Gewebe und den Epider-

die Klonierung entstandenen palindromischen oder wiederholten Sequenzen zwischen den

as-1-Elementen zu unerwiinschten Effekten fiihrten.

Die im Vergleich zum 4xocs-Promotor TGAC|GTCANNNNTGAC|GTCA

unerwartete Expressionsstirke des 5xas-1- |<onsens ACTG|CAGTNNNNACTG|CAGT
Promotors ist nicht alleine mit dem Alter der TGAC|GTAAGGGATGAC|GCAC
Pflanzen, einer entwicklungsspezifischen Re- ast ACTG|CATTCCCTACTG|CGTG
gulierung und dem einen zusatzlichen cis- AAAC|GTAAGCGCTTAC|GTAC
Element erklarbar. Als weiterer Faktor mu die | [MGRe] [FNRNelc/elcT¥XiNel (ot

bessere Konservierung der Sequenz des as-1- ) .
Abbildung 47: Vergleich von as-7- und ocs-Element

Elements berinch der KOI’\SGI”ISUSSGC]UGHZ in mit der Konsensussequenz zweier perfekter Palin-
drome

as-1-Element weichen vier der 16 konservierten Basen von der palindromischen Konsensus-
sequenz ab, beim ocs-Element sind es sechs abweichende Basen, sodall nur die zwei
ACGT-Kernmotive unverandert erhalten sind. Qin et al. (1994) berichteten, dal} ein as-1-
Element mit zwei perfekten Palindromen eine verstarkte Transkriptionsaktivierung bewirkt;
umgekehrt besalien as-71-ahnliche Elemente, die der Konsenssequenz weniger entsprachen
ein geringeres Aktivierungspotential (Lam et al., 1989; Qin et al., 1994). Basierend auf die-
sen Ergebnissen muf® davon ausgegangen werden, dall das weniger konservierte ocs-
Element ebenfalls eine geringere Transkriptionsaktivierung vermittelt als das konserviertere
as-1-Element.

Bezlglich des Suizidphanotyps vermittelte der 5xas-7-Promotor in Sterilkultur eine so
starke Expression, dall die Pflanzen im induzierten und im uninduzierten Zustand ohne
sichtbaren Unterschied abstarben. Fur Pflanzen in Erdkultur konnte fir eine der untersuchten
transgenen Linien lediglich ein Mal gezeigt werden, dal} der gewiinschte Phanotyp auftrat. In
weiteren Versuchen konnte dieser Phanotyp nicht mehr wiederholt werden. Stattdessen trat
in den uninduzierten Pflanzen eine graduell verlangsamte Schadigung des Gewebes ein.
Wurde nach einer Schadigung das Sprihen mit N-Acetyl-Phosphinothricin rechtzeitig einge-
stellt, so erholten sich einige der Pflanzen wieder. Im Vergleich dazu war die Schadigung der

induzierten Pflanzen so stark, dal} sie sich nach Beendigung des Sprihens mit Salizylsaure
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und N-Acetyl-Phosphinothricin nicht mehr erholten und abstarben. Diese Differenz war aus-
reichend, um sie fir die Suche nach Mutanten nutzbar zu machen.

Dennoch war der in dieser Arbeit verwandte 5xas-7-Promotor fir einen Suizidansatz
zur Suche nach Mutanten nicht optimal. Erstens war er durch einen relativ geringen Indukti-
onsfaktor gekennzeichnet. Fir einen Suizidansatz ware jedoch ein moglichst hoher Indukti-
onsfaktor wiinschenswert, um einen deutlicheren Unterschied zwischen Absterben im indu-
zierten Zustand und Uberleben im uninduzierten Zustand zu erhalten. Zweitens vermittelte
der 5xas-1-Promotor eine konstitutive Aktivitat, die Gber dem Schwellenwert fiir eine Toxizitat
des dominant negativen Deacetylasesystems lag. Drittens war die Induktion des as-71-
Elements durch Salizylsaure nur transient, sodal in dem kurzen Zeitraum der gesteigerten
Transkription moglicherweise keine grolien Mengen an Deacetylase akkumuliert werden
konnten; diesem Umstand konnte aber durch eine mehrfache Induktion entgegengewirkt

werden. Diese Probleme im Zusammenspiel mit der geringen Induzierbarkeit zwangen zu

wurden zwei Kontrollgruppen mit Wildtyppflanzen parallel zur mutagenisierten Population
behandelt. Eine der Kontrollgruppen wurde nur mit N-Acetyl-Phosphinothricin bespriht, die
andere mit Salizylsdure und N-Acetyl-Phosphinothricin. Sowie feststand, dall die Pflanzen
der mit Salizylsdure induzierten Kontrollgruppe absterben wirden, von den uninduzierten
Kontrollpflanzen jedoch Uberlebende verblieben, wurde das Sprihen aller Pflanzen einge-
stellt. Dabei mufiten jedoch zwei Nachteile in Kauf genommen werden: Erstens war die
Stringenz — eigentlich ein groRer Vorteil von Suizidsystemen — viel geringer, als sie bei
einem deutlichen Unterschied zwischen uninduziertem und induziertem Zustand gewesen
ware. So muRte mit dem Uberleben von falsch positiven Pflanzen gerechnet werden. Zwei-
tens konnte nicht ausgeschlossen werden, daf3 Pflanzen, die aufgrund einer Mutation tGber-
lebt hatten, dennoch abstarben, weil sie zufallig an einer besonders exponierten Stelle stan-
den — beispielsweise am Rand eines Topfes — und intensiver mit der Suizidlésung in Kon-
takt kamen. Auf diese Weise kénnten auch Mutanten verloren gegangen sein. Fur den Fall,
dall die Stringenz bei der differentiellen Strategie zu gering war, wurde ein Teil der M,-
Generation mit der urspriinglich geplanten stringenten Strategie behandelt, bei der die Pflan-
zen bis zum Austreiben der ersten Blitenknospen mit Salizylsdure und N-Acetyl-
Phosphinothricin bespriht wurden.

Die Verwendung einer geringeren Anzahl, zum Beispiel zwei oder drei as-7-Elemente,
ergabe mdglicherweise einen Promotor mit besseren Eigenschaften fir die Suche nach Mut-
anten mit der Deacetylase als dominant negativem Selektionsmarker. Umfangreichere Cha-
rakterisierungen im Vorfeld der Mutagenese auch mit solchen Promotoren waren vorteilhaft
gewesen. Kinstliche Promotoren mit mehr als drei wiederholten cis-Elementen sollten auch

nach anderweitigen Erfahrungen vermieden werden, da sie lediglich eine erhdhte Hinter-
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grundaktivitat, aber keine vorteilhaftere Induzierbarkeit aufweisen (Imre Somssich, persoénli-
che Mitteilung). Dal} die Deacetylase im Einsatz als konditionelles, dominant negatives Se-
lektionssystem auch hervorragende Unterschiede zwischen induziertem und induziertem

Zustand markieren kann, zeigen die lediglich einmal erhaltenen Ergebnisse aus Kapitel

1.4.2 Induktion des as-7-Elements durch verschiedene Stimuli

Trotz der festgestellten hohen Hintergrundaktivitat 1aRt sich das as-7-Element sowohl
im 1xas-71-Promotor als auch im 5xas-71-Promotor durch verschiedene Stimuli induzieren. Zu
den in dieser Arbeit festgestellten Stimuli gehéren 1 mM Salizylsaure, 200 yM Auxin und 2%
Saccharose. Anzucht auf Erde fuhrte zu einer wesentlich schnelleren Antwort auf eine Stimu-
lierung mit Salizylsaure als Anzucht auf Agar, obgleich die Hintergrundaktivitat des as-71-
Elements niedriger war.

Durch Auxin konnte in 1xas-1-Gus-Deac-Linien die Transkription und die Enzymaktivi-
schwankte der Faktor der Induktion zwischen 2,5 und 3,7. Durch Salizylsdure konnte in die-
sem Versuch kein Anstieg der B-Glucuronidaseaktivitat nachgewiesen werden, allerdings
erfolgten die einzigen Messungen hierzu zwei Tage nach der Induktion, sodal® zu diesem
Zeitpunkt mdglicherweise die Steigerung der Enzymaktivitat bereits wieder abgeklungen war.
Im Gegensatz zur Induktion mit Salizylsdure ist die Aktivierung durch Auxin nicht transient,

sondern permanent und besteht mindestens 36 h nach der Induktion fort (Kapitel 1.3.3.8,

[LE-A-a R Ah,

as-1-ahnliche ocs-Element in Arabidopsis gefunden wurden. Auch fir das as-7-Element in
Tabak konnte eine auxininduzierte Aktivierung des as-7-Elements gezeigt werden, allerdings
wurde in der Studie von Liu und Lam (1994) lediglich die Transkription 6 h nach der Induktion
durch Auxin betrachtet.

Quantitative Untersuchungen zur Induktion der B-Glucuronidaseaktivitat waren nur an
1xas-1-GUS-Deac-Pflanzen erfolgreich. An 5xas-1-Gus-Deac-Pflanzen konnte hingegen
Hier traten durchweg ausgesprochen hohe Enzymaktivitdten auf, die je nach den MelRbedin-
gungen zwischen 5000 und 25000 pmol - min~' - mg™" lagen. Dies steht im Gegensatz zu den

Daten aus den Transkriptionsanalysen, bei denen nach Induktion mit Auxin sehr wohl eine

induzierten Zustand eine Starke erreicht hatte, bei der keine Korrelation zwischen
Transkriptmenge und Proteinmenge mehr bestand. Auch kann durch die standige konstituti-

ve Expression des B-Glucuronidase eine Akkumulation des bekanntermallen sehr stabilen
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Enzyms zu einer Konzentration erfolgt sein, bei der die vergleichsweise geringe Enzymmen-
ge, die wahrend der transienten Aktivierung des as-7-Elements hinzukam, auflerhalb der
MeRbarkeit lag. In der Folge mufiten die Charakterisierungen der 5xas-7-Linien und der po-
tentiellen Mutanten Uber ungleich aufwendigere Transkriptionsanalysen vorgenommen wer-
den.

Der Verlauf der durch Salizylsaure stimulierten Aktivierung des as-71-Elements ent-

spricht ungefahr jenem, der von Qin et al. (1994) fur Tabak publiziert wurde, wenn die Pflan-

gungen auf Agar angezogen, so war der Zeitverlauf der Induktion verzdgert, was durch die

Applikation durch die Wurzel mittels der Netzplatten zu erklaren ist (Kapitel 1.3.3.8,

Faktor der Induktion stets etwa 5,6.

Durch Jasmonsaure wurde keine Aktivierung der as-1-abhangigen Transkription beo-

der systemischen Abwehr, steuert und auf die salizylsdureabhangige SAR eher inhibitori-
schen Effekt hat (Pieterse et al., 1998; Thomma et al., 1998; Thomma et al., 2001a), ist die-
ses Ergebnis plausibel.

Des weiteren wurde festgestellt, dall das as-7-Element eine erhdhte Hintergrundaktivi-

tat besitzt, wenn die Pflanzen auf Medium mit 2% Saccharose wachsen (Kapitel {1.3.3.7). Im
Vergleich mit Pflanzen auf MS ohne Saccharose betragt die Expression etwa das Zweifache,
im Vergleich mit auf Erde angezogenen Pflanzen etwa das Dreifache. Zur Erklarung dieses
Phanomens bieten sich mehrere Mdglichkeiten an: Erstens kann Saccharose selbst das Si-
gnalmolekul sein, welches die Induktion des as-7-Elements verursacht. Zweitens ist denkbar,
daf} die Induktion des as-71-Elements durch osmotischen Strel3 ausgeldst werden kann, der
bei Keimung auf 2% Saccharose mdglicherweise vorliegt. Drittens kdnnen die bei hetero-
trophem Wachstum umgekehrten Verhaltnisse zwischen Quellorganen fiir Metabolite und
Metabolitverbrauchern (sink-source-Verhaltnis) eine Induktion des as-7-Elements bewirken.
Versuche zur Klarung dieses Phanomens wurden im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht vor-

genommen.

1.4.3 Mutagenese und Suche nach Mutanten

Drei Indikatoren zeigten, dal} die Mutagenese erfolgreich war: Erstens sollten nach
Leyser und Furner (2000) fehlfarbene Sektoren in den Blattern von 0,1 — 1% der M;-
Generation erscheinen. Gemal einer Auszahlung der Mq-Pflanzen, die im Rahmen dieser
Arbeit erzeugt wurden, traten fehlfarbene Sektoren je nach Durchfiihrung der Mutagenese in
0,3 — 1,5% der Pflanzen auf. Zweitens sollten in der M,-Generation chlorophyllfreie Pflanzen

auftreten. Solche Pflanzen wurden mit einer Haufigkeit von etwa 0,6% gezahlt. Auch dies
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liegt im Rahmen der von Leyser und Furner (2000) angegebenen Haufigkeit von 0,5 — 3%.

anten den Erfolg der Mutagenese.

Die differentielle Strategie zur Suche nach potentiellen Signaltransduktionsmutanten
erwies sich als erfolgreich. 54 Pflanzen iberlebten die Selektion, 28 ihrer Nachkommen wur-
den weiter getestet. Da sich lediglich vier Linien als falsch positiv erwiesen, schien der Nach-

teil der geringen Stringenz nicht so ausgepragt zu sein, wie zunachst zu beflirchten war.

wagungen zur Problematik der Anwendung eines Suizidsystems in Verbindung mit einem

Promotor mit hoher basaler Aktivitat richtig waren.

1.4.4 Charakteristika der uberlebenden Linien

Von 21 der Linien, welche die Suizidbedingungen tberlebten, wurde die Induzierbarkeit

sich bei zwdlf dieser Linien eine verringerte Induzierbarkeit des as-71-Elements. Bei diesen
Linien war die Verringerung des Induktionsfaktors an beiden Reportergenen — Deacetylase
und B-Glucuronidase — nachzuweisen. Diese Linien kdnnen als gute Kandidaten fur Signal-
transduktionsmutanten angesehen werden. Da diese Ergebnisse nur ein Mal gewonnen
worden sind, bleibt eine Bestatigung durch Wiederholungen abzuwarten.

Die Untersuchung der Transkription weiterer salizylsdureabhangig exprimierter Gene,
ebenfalls nur ein Mal durchgeflihrt, gab weitere Hinweise darauf, dal} es sich bei den zwolf
Kandidaten tatsachlich um Signaltransduktionsmutanten handelt. In drei der Linien — ana10,
anal16 und ana 40 — ist der Induktionsfaktor von GST6 von etwa 4,3 beim Wildtyp auf unter
2 signifikant reduziert. In sechs der zwolf Kandidaten, namlich den Linien ana16, ana38,
ana40, ana41, ana42 und ana46, war dartber hinaus der Induktionsfaktor von PR-1 auf die
Halfte des Wildtypfaktors reduziert, in den Linien ana16 und ana46 sogar vollkommen auf-
gehoben. In den Linien ana16, ana38, ana41 und ana46 ist dabei die Reduktion des Indukti-
onsfaktors auf eine hdhere Grundaktivitat des PR-71-Promotors zuriickzufihren. In den Linien
ana40 und ana42 ist hingegen die Expression im induzierten Zustand verringert.

Anhand der unterschiedlichen Beeinflussung der frGhen und spaten Abwehrgene las-
sen sich die ana-Mutanten in Klassen gliedern:

In die erste Klasse fallen demnach die Mutanten ana40 und ana42. Sie zeichnen sich
durch die reduzierte Expression der as-7-gesteuerten Gene und von PR-1-aus. Bei ana40
und ana42 handelt es sich wahrscheinlich um Gene, deren Produkte die Expression von

PR-1 und den frihen Abwehrgenen positiv beeinflussen.
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Die zweite Klasse wird von den Mutanten ana16, ana38, ana41 und ana46 gebildet.
Bei diesen Mutanten ist die Induzierbarkeit des as-1-Elements verringert, die Expression von
PR-1 jedoch bereits im uninduzierten Zustand erhéht. So kann vermutet werden, dal} es sich
bei ana16, ana38, ana41 und ana46 um Gene handelt, deren Produkte die von Salizylsaure
ausgehende Signaltransduktion zu den friihen Abwehrgenen positiv beeinflussen und an der
Repression des PR-71-Promotors im uninduzierten Zustand beteiligt sind. Da die Deregulie-
rung von PR-1 in den Mutanten ana38 und ana41 nicht sehr deutlich ist, sollte hierbei eine

Bestatigung durch eine Wiederholung des Induktionsversuchs aus Kapitel i1.3.3.19:abgewar-
tet werden.

Die dritte Klasse wird von Mutanten gebildet, deren Gene allein in der Signaltransduk-
tion zum as-71-Element zu stehen und den PR-71-Promotor nicht zu beeinflussen scheinen. In
diese Klasse fallen die Mutanten ana10, ana19 und ana54.

anai16, ana38, ana40, ana41, ana42 und ana46 konnten daher flir Komponenten einer
gemeinsamen Signaltransduktionskette codieren, die von Salizylsaure ausgeht und sich spa-
ter in zwei Zweige trennt. Einer dieser Zweige hangt von ana40, ana42 und ana54 ab und
reguliert die frihen Abwehrgene Uber die TGA-Faktoren und das as-7-Element. Der andere
Zweig reguliert die spaten Abwehrgene mit PR-1 als Modellgen und beinhaltet NPR1 und
SNI1 sowie die TGA-Faktoren.

Alternativ kdnnten eines oder mehrere der Genprodukte von ana16, ana36, ana40,
ana41 ana42, oder ana46 unterhalb der Verzweigung wirken und ahnlich wie die TGA-
Faktoren Funktionen verschiedener Art in den beiden Signaltransduktionszweigen ausiben.
der ana-Mutanten untereinander und bezlglich Salizylsaure, frihen Abwehrgenen und spa-

ten Abwehrgenen begriindet aufgestellt werden.
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Salizylsaure
ANA40
ANA42
ANA16
ANA46
ANA38?
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PR-1 ANA10 friihe Abwehrgene
NPRI ANA19
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Shilh TGA-Faktoren}
J_ l TGA-Faktoren
I as-1 as-1 I

Abbildung 48: Relation von ana-Mutanten, Salizylsdure, PR-7 und den friihen Abwehrgenen

Bei einem Infektionsversuch mit pathogenen Pseudomonas-Stammen fielen zwei Lini-
en auf, die bereits ein abweichendes Induktionsverhalten des as-7-Elements zeigten: ana38
und ana41. Bei der Linie ana38 traten HR-L&sionen schneller auf und bei der Linie ana41
war die Auspragung der Lasionen deutlich geringer als bei den Kontrollpflanzen. Vorbehalt-
lich der Bestatigung durch Wiederholungen weisen diese beiden Linien Defekte in der pa-
thogeninduzierten Signaltransduktion auf, die an der Auspragung der Symptome der hyper-
sensitiven Antwort sichtbar werden.

Bemerkenswert ist die Tatsache, dal} keine Mutanten gefunden wurden, bei denen die
Aktivitdt des as-7-Elements vollig ausgefallen war.

Einerseits gibt es Indizien, die darauf hindeuten, dal} eine Inaktivierung des as-7-
Elements letal ist. Einige der Pflanzen, welche die Selektion Uberlebt hatten, bildeten nur
wenige Samen, die nicht keimfahig waren. Die meisten dieser Linien waren in der folgenden
Generation daher bereits ausgestorben. Eine dieser Linien, ana20, konnte weiter propagiert
werden, da stets wenige ihrer Samen keimten. Wegen der geringen Gro3e der Pflanzen und
der wenigen Individuen, die bisher angezogen werden konnten, wurde bislang keine einge-
hende Charakterisierung der Linie ana20 vorgenommen. Die geringe Gréf3e und die vermin-
derte Fruchtbarkeit stimmen jedoch mit dem Phanotyp Uberein, der in TGA2.2-Antisense-
Pflanzen auftritt (S. Krawczyk, personliche Mitteilung). Auffallig ist weiter, dal® sowohl bei
dem genannten Antisense-Ansatz als auch beim Einsatz mutierter Formen von TGA-
Faktoren der Klasse I, welche die endogenen funktionellen TGA-Faktoren an der DNA-
Bindung hindern, keine Pflanzen erzeugt werden konnten, bei denen die Repression voll-

kommen war (R. Niggeweg, S. Krawczyk, personliche Mitteilungen; siehe auch Kapitel
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wicklung der Pflanzen hin.

Andererseits konnten durchaus Mutanten erzeugt werden, die keine as-7-Aktivitat mehr
in den Wurzeln von Keimlingen in der ersten Woche aufweisen (J. Arias, personliche Mittei-
lung). Allerdings wurde zur Erzeugung dieser Mutanten lediglich ein einzelnes as-7-Element
zur Steuerung der B-Glucuronidase verwandt, und es liegen nur Farbeergebnisse sehr jun-
ger Keimlinge vor. Es ist durchaus mdglich, dal® diese Pflanzen noch eine Restaktivitat des
as-1-Elements aufweisen, die mit einem starkeren Promotor wie dem 5xas-7-Promotor oder

in spateren Entwicklungsstadien sichtbar wirde.

1.4.5 NPR1 hat bei der salizylsaureinduzierten Induktion der fri-
hen Abwehrgene keine entscheidende Bedeutung

NPR1 interagiert mit einer Subklasse der TGA-Faktoren, die an das as-7-Element bin-
den (Zhang et al., 1999; Després et al., 2000; Niggeweg et al., 2000b; Zhou et al., 2000). Da
das as-7-Element eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung von PR-1a spielt und auch
eigenes Aktivierungspotential besitzt, wurde geschlossen, dal® NPR1 eine Rolle bei der sali-
zylsaureinduzierten Aktivierung dieser Promotoren spielen kénnte. Fir PR-1 wurde dies in
npri1-Mutanten gezeigt. Fur ein isoliertes as-7-Element und die frihen Abwehrgene hingegen
sind noch keine Ergebnisse veroffentlicht worden.

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist die salizylsdureinduzierte Aktivierung des as-1-
Elements in npr1-Mutanten nicht beeinflut. Da dies fiir zwei unterschiedliche npr1-Allele —
npr1-1 und npr1-2 — gilt, kann das Ergebnis generalisiert fur alle npr7-Mutanten postuliert
werden, die keine SAR mehr etablieren kénnen.

Die mutierten NPR1-1- und NPR1-2-Proteine sind nicht mehr in der Lage mit TGA-
Faktoren zu interagieren (Zhang et al., 1999; Després et al., 2000; Zhou et al., 2000). Ob-
wohl die Bindekapazitat zumindest von TGA2 an das as-1-Element in vitro durch die Interak-
tion mit NPR1 gesteigert wird (Després et al., 2000), hat die Interakton offenbar in vivo keine

entscheidende Bedeutung flr das Aktivierungspotential von ASF-1.
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Subramaniam et al. (2001) konnten zeigen, dal} die Interaktion von NPR1 mit TGA2

nach der Induktion mit Salizylsaure statt, ein zweites liegt bei 10 h. Damit fallt das erste Ma-

ximum mit der Aktivierung des as-71-Elements zusammen, das zweite Maximum korreliert mit

Zweifellos ist die Interaktionsbereitschaft zwischen NPR1 und TGA2 zwischen 1 und

2 h nach einem Salizylsaurestimulus gesteigert. Da die Untersuchungen von Subramaniam
et al. (2001) jedoch unter konstitutiver Expression von NPR1 und TGA2 stattfanden, ist frag-
lich, ob die Interaktion auch unter natirlichen Bedingungen mit zunachst auf niedrigem Ni-
veau exprimiertem NPR1 so stark ist, wie es in der vorliegenden Studie den Anschein hat.
Die Tatsache, dall NPR1 erst im Zuge der spaten Antwort induziert wird, legt abermals nahe,
dal} seine eigentliche Bedeutung bei der Expression der spaten Abwehrgene liegt, und an
der Induktion der friihen Abwehrgene nicht beteiligt ist.

Im Genom von Arabidopsis befinden sich vier Gene, die NPR1 sehr ahnlich sind. Uber
die Expression dieser NPR-Gene sowie uber die Interaktionspartner der zugehoérigen NPR-
Proteine ist bislang noch nichts bekannt. Es ist denkbar, dal} eines dieser NPR-Gene eine

ahnliche Funktion bei der Aktivierung der fruihen Antwort hat wie NPR1 bei der spaten Ant-

ist vorstellbar, dal3 die NPR-Proteine bei der

1,500

frdbhen Antwort redundant sind und bei Ausfall
von NPR1 dessen Funktion Ubernehmen kon-

nen, ohne dal} dies am Expressionsniveau der |&

L e \ ""
denkbar, dall die TGA-Faktoren unabhangig OJ . ‘ .
von NPR1 und den vier uncharakterisierten 0 ; > 0 '5. 0B
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Abbildung 49: Vergleich des biphasischen Zeitver-
laufs der Interaktion von NPR1 mit TGA2 mit der
Expression von 5xas-71-Deac und PR-1

obere Grafik aus Subramaniam et al. (2001)
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Abbildung 50: Drei Szenarien zur Rolle von NPR1 und den alternativen NPR-Proteinen bei Induktion der
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1.4.6 Ausblick

Die charakterisierten Mutanten weisen — vorbehaltlich einer Bestatigung durch Wie-
derholungen der Versuche — verschiedene Charakteristika auf. Daher kénnen an ihnen un-
terschiedliche Aspekte des Zusammenspiels der Signaltransduktionswege zur Induktion der
frGhen und der spaten Abwehrgene untersucht werden. Die Identifikation der Signaltransduk-
tionsgene wird neue Erkenntnisse Uber die Mechanismen der salizylsaureabhangigen Si-
gnaltransduktion erlauben.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nur eine Auswahl der Linien, welche die Selektion
Uberlebt hatten, charakterisiert werden. Wahrscheinlich kbnnen bei einer Fortsetzung der
Charakterisierung weitere Linien mit Defekten bei der Aktivierung der frihen Abwehrgene
identifiziert werden.

Das Verhalten der Mutanten nach einer Infektion mit Pathogenen konnte in dieser Ar-
beit nicht eingehend untersucht werden. So konnten keine Daten zur Abtétung der Pathoge-
ne wahrend der HR gewonnen werden. Hier kdnnten neue Ergebnisse zur Bedeutung der
frihen Abwehrgene erzielt werden.

Die Charakterisierung der Kreuzungensprodukte zwischen den bekannten Signaltrans-

duktionsmutanten und den 5xas-7-GuDe-Pflanzen (siehe Kapitel 1.3.3.11) kann zu neuen

Erkenntnissen Gber Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den Signaltransduktions-

wegen zur Aktivierung der spaten Abwehrgene flihren.
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Teil 2 Expression von tierischen Signaltransduktionskom-
ponenten in Tabak zur Konstruktion eines induzier-

baren Expressionssystems

2.1 Einleitung

2.1.1 Induzierbare Expressionssysteme

Das Interesse an induzierbaren Expressionssystemen speist sich sowohl aus wissen-
schaftlichen als auch aus wirtschaftlichen Griinden. Fir die Wissenschaft kann es von Be-
deutung sein, zur Untersuchung von Genwirkungen nicht nur den Zustand bei permanenter
Prasenz eines Genprodukts durch konstitutive Expression zu erforschen, sondern auch die
physiologischen Veranderungen, die nach der Induktion eines Gens ablaufen. Es kann auch
sein, dal Transgene bei konstitutiver Expression toxisch wirken oder mit der Entwicklung
und Fertilitat des Organismus interferieren, wie dies bei Genen des Hormonstoffwechsels der
Fall ist. Ein weiterer Vorteil von induzierbaren Expressionssystemen ist, dal} sie durch Appli-
kation des Induktionsmittels an einem definierten Ort spezifisch in bestimmten Organen oder
Geweben induziert werden kdnnen.

Das wirtschaftliche Interesse erwachst zum Beispiel aus Ansatzen, pharmakologisch
bedeutende Proteine wie Antikérper in Pflanzen zu produzieren oder durch Einbringung ei-
nes Stoffwechselenzyms bestimmte Naturprodukte herzustellen. Da insbesondere Antikorper
mit pflanzlichen Proteinen interferieren kénnen, ist ein induzierbares Expressionssystem, das
im Produktionsmalfistab eingesetzt werden kann, wiunschenswert. Unter Anwendung eines
solchen Systems kénnten Pflanzen heranwachsen, bis sie ausreichend Biomasse zur Akku-
mulation des gewinschten Produkts gebildet haben. Mit Hilfe von agrartechnischen Metho-
den kann dann das Induktionsmittel ausgebracht und die Pflanzen nach einer angemesse-
nen Inkubationszeit geerntet werden.

Ein induzierbares Expressionssystem mul} bestimmten Anforderungen gentigen (Gatz
und Lenk, 1998). So mufd das Induktionsmittel hochspezifisch sein und darf die Genexpres-
sion von eigenen Genen des Organismus nicht beeinflussen. Dies kann sehr gut durch An-
wendung heterologer Genexpressionselemente erzielt werden. Das Induktionsmittel darf
nicht toxisch sein. Die Expression im uninduzierten Zustand muf sehr niedrig sein, wahrend
im induzierten Zustand eine sehr hohe Expression gefordert wird.

Zu den induzierbaren Expressionssystemen, die im pflanzlichen System erfolgreich
etabliert und zur Klarung wissenschaftlicher Fragestellungen eingesetzt wurden, zahlen te-

tracyclininduzierbare und tetracyclinreprimierbare Systeme (Gatz et al., 1992; Weinmann et
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al., 1994), ein kupferinduzierbares System (Mett et al., 1996), ein dexamethasoninduzierba-
res System (Aoyama und Chua, 1997), ein ethanolinduzierbares System (Chaddick et al.,
1998), ein System, das mit dem Ecdyson-Agonisten induziert werden kann (Martinez et al.,
1999a; Martinez et al., 1999b) und ein System, das durch Dexamethason induzierbar und
durch Tetracyclin reprimierbar ist (Béhner et al., 1999; Béhner, 2000). Wahrend Tetracyclin,
Kupfer-Kationen und Ethanol ein gewisses toxisches Potential besitzen, sind das Glucocorti-
coidhormon Dexamethason und der Ecdyson-Agonist als Induktionsmittel ungiftig.

Alle der genannten Expressionssysteme besitzen cytoplasmatische Rezeptoren. Diese
Arbeit steht im Rahmen eines Projekts, bei dem erstmals ein System entwickelt und erprobt
werden soll, das die Genexpression durch ein extrazellulares Induktionsmittel aktivieren
kann. Dazu wurde auf eine kurze Signaltransduktionskette aus dem tierischen System zu-
rickgegriffen, namlich die vom plasmamembranstandigen Erythropoietinrezeptor ausgehen-

de Jak-Stat-Signaltransduktion.

21.2 Die Jak-Stat-Signaltransduktion in Tieren

21.21 Allgemeiner Mechanismus der Jak-Stat-Signaltransduktion

Die zellulare Perzeption vieler Peptidhormone im tierischen System wird Gber den Jak-
Stat-Signalweg vermittelt. Zu den Uber 35 (Darnell, 1997) bisher identifizierten Hormonen,
die Uber diesen Signalweg wirken, zahlen Erythropoietin, Thrombopoietin, Prolactin, Insulin,
Serotonin, Wachstumshormone und -faktoren, Interleukine und Interferone (Heim, 1999).
Eine Vielzahl von Rezeptoren, die unter die Superfamilie der Cytokinrezeptoren fallen und
durch gemeinsame Strukturmotive charakterisiert sind, ist fur die Erkennung der Hormone
verantwortlich (Heim, 1999; Finidori, 2000). Der Erythropoietinrezeptor (EpoR) wurde als
erster dieser Familie kloniert und charakterisiert (d'Andrea et al., 1989). Durch Ligandenbin-
dung wird entweder eine Dimerisierung zweier Rezeptoren herbeigefiihrt oder eine Konfor-
mationsanderung bereits bestehender Rezeptordimere induziert. Daraufhin werden die fol-
genden Ereignisse in der Jak-Stat-Signaltransduktion ausgeldst.

Die Signaltransduktion schreitet tber eine Familie von Proteinkinasen fort, die als Ja-
nuskinasen (Jak) bezeichnet werden. In Saugetieren besteht diese Familie aus den Mitglie-
dern Jak1, Jak2, Jak3, Jak4 und Tyk2. Diese Tyrosinkinasen flihren eine Transphosphorylie-
rung an ihrem jeweiligen Partner durch, wenn sie in die Nahe einer weiteren Januskinase
gelangen. Durch die Phosphorylierung werden die Jaks aktiviert und kénnen ihrerseits weite-
re Proteine phosphorylieren. Dazu gehoéren die Phospholipase Cy, SHP1, SHP2 und Stats
(Damen und Krystal, 1996). Januskinasen binden an die Cytokinrezeptoren (lgarashi et al.,
1994; Kotenko et al., 1995). Durch die Dimerisierung der Cytokinrezeptoren werden die dar-

an gebundenen Januskinasen in rdumliche Nahe zueinander gebracht und phosphorylieren
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zunachst sich, danach eine Reihe von Tyrosinresten am Cytokinrezeptor. Diese Phosphoty-
rosinreste sind die Interaktionsstellen fir die Stats.

Stats (signal transducers and activators of transcription) gehéren zu einer Familie von
dimerisierenden Transkriptionsfaktoren, welche die Mitglieder Stat1, Stat2, Stat3, Stat4,
Statba, StatSb und Staté umfallt. Diese Transkriptionsfaktoren kénnen nach Phosphorylie-
rung durch die Januskinasen sowohl Homodimere als auch Heterodimere mit anderen Stats
bilden, die auch als GAFs (gamma activated factor) bezeichnet werden. Als solche kénnen
sie in den Zellkern translozieren (Darnell, 1997). Dort binden sie an die als GAS-Elemente
(Interferon-gamma activation sequence) bezeichneten cis-Elemente, die sich durch die pa-
lindromische Kernsequenz TTNs_sAA auszeichnen. (Darnell, 1997; Heim, 1999) In der Folge

findet eine Aktivierung der Transkription statt. Ein Schema der Jak-Stat-Signaltransduktion

‘ezeo" Jak
|
’eZepti\ ‘
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I /P Stat —P |
; Stt D e, -
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Abbildung 51: Allgemeines Schema der Jak-Stat-Signaltransduktion

zep \ Stat : GAS aktiV
I

PM: Cytoplasmamembran; KH: Kernhiille

Im Folgenden werden die Signaltransduktionskomponenten, die in dieser Arbeit ver-

wendet wurden, detailliert beschrieben.

21.2.2 Erythropoietin

Erythropoietin ist ein Peptidhormon aus der Familie der Cytokine mit einer Grofie von
163 — 166 Aminosauren. Nachdem es zunachst als Vorlauferprotein mit 193 Aminosauren

synthetisiert wurde, verliert es als reifes Protein die 27 N-terminalen Aminosauren, die ein
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Signalpeptid sind. Ob die drei C-terminalen Aminosauren ebenfalls entfernt werden, ist noch

ungeklart.

bildet Bindestelle 1 bildet Bindestelle 2 ist an beiden Bindestellen beteiligt
Signalpepdid
R R K SL R

N lil_\l_lll_l-li-_c
=== 0000000000 = 200 FEEE KRR EMEF |
LDSVY TVF KSR S KRNGL
193 aa

Abbildung 52: Schematische Darstellung des Peptidhormons Erythropoietin

Erythropoietin besitzt zwei ungleiche Flachen, mit denen es an den erythropoietinre-
zeptor binden kann. An diesen Flachen befinden sich eine Reihe von Aminosauren die fur
die Interaktion mit dem Erythropoietinrezeptor verantwortlich sind (Syed et al., 1998). Obwohl
die zwei Bindestellen hinsichtlich der Aminosauren und der physikalisch-chemischen Wech-
selwirkungen unterschiedlich sind, interagieren sie mit denselben Aminosauren des Erythro-

poietinrezeptors.

2.1.2.3 Der Erythropoietinrezeptor

rezeptorfamilie. Er ist — wie alle Cytokinrezeptoren — ein Transmembranprotein mit einer N-

terminalen extrazellularen und einer C-terminalen intrazellularen Doméne.

'T'rans-
E extrazellulire Doméane membran- intrazelluldre Doméane
E E AF H doméne poy 2
N S R T R C
L CC C CE M E F WS- Box 1 Y Y YY
D D Motiv
g 507 aa

Abbildung 53: Schematische Darstellung des Erythropoietinrezeptors

Die mit Erythropoietin interagierenden Aminosauren sind violett hervorgehoben. Weitere wichtige Aminosauren sind gelb
hervorgehoben.

Am N-Terminus der extrazellularen Domane befinden sich vier konservierte Cysteinre-
ste in einem Cytokinbindemotiv. Nahe der Transmembrandomane ist ein konserviertes WS-
Motiv (Trp-Ser-X-Trp-Ser) zu finden. Im intrazellularen Bereich des Rezeptors findet sich
nahe der Transmembrandomane die Box1, welche durch die Aminosauresequenzen Ali-Aro-
Pro-X-Ali-Pro-X-Aro oder Aro-X-X-X-Ali-Pro-X-Pro (Ali = aliphatische Aminosaure; Aro =
aromatische Aminosaure) charakterisiert ist. Die Box 1 ist flr die spezifische Interaktion mit
Jak2 verantwortlich (Witthuhn et al., 1993; Miura et al., 1994; Tanner et al., 1995; Pellegrini

und Dusanter-Fourt, 1997). Eine Box 2, die weniger gut definiert ist folgt zum C-terminalen

Ende hin; sie beginnt mit einer Haufung von hydrophoben Aminosauren und endet mit ein

oder zwei positiv geladenen Aminosauren. Weiter finden sich in der intrazellularen Domane
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mehrere Tyrosinreste, die phosphoryliert werden kénnen und zu einer moéglichen SH2-
ahnlichen Domane gehdren (Klingmidiller et al., 1996; Heim, 1999). An diesen Tyrosinresten
kénnen Stat5-Proteine binden.

Neben Erythropoietin kann dieser Rezeptor auch durch Antikérper aktiviert werden, die
gegen seine extrazellulare Domane gerichtet sind (Elliott et al., 1996). Auch sind Peptide
identifiziert worden, die strukturell keine Ahnlichkeit zu Erythropoietin besitzen, aber dennoch
zu einer Aktivierung der Jak-Stat-Signaltransduktionskette tber den Erythropoietinrezeptor
fuhren (Wrighton et al., 1996).

Uber den Aktivierungsmechanismus des Erythropoietinrezeptors finden sich unter-
schiedliche Auffassungen. Aligemein anerkannt ist die Tatsache, dal} die meisten Cytokinre-
zeptoren mit dem Liganden als Briicke einen trimeren Komplex bilden (Darnell, 1997; Heim,
1999). Fir den Erythropoietinrezeptor hingegen gibt es starke Hinweise darauf, dak er als
praformiertes Dimer vorliegt und dal durch die Bindung des Liganden eine Konformation-
sanderung herbeigefiihrt wird (Livnah et al., 1999; Remy et al., 1999). Im Zustand ohne ge-
bundenen Liganden werden die an der cytoplasmatischen Domane des Erythropoietinrezep-
tors gebundenen Jak2-Proteine auf Distanz gehalten, wahrend nach der ligandeninduzierten
Konformationsanderung eine Annaherung und Aktivierung der Januskinasen eintritt (Frank,

2002). Der zur Zeit angenommene molekulare Mechanismus fur die Aktivierung des Erythro-
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Abbildung 54: Modell zur Aktivierung des Erythropoietinrezeptors durch Erythropoietin
nach Frank, 2002, verandert

21.24 Jak2

chen Kinasen besitzen eine einmalige charakteristische Struktur und sind durch sieben ho-

mologe Domanen gekennzeichnet, die als Jak-homologe-Domanen (JH-Domanen) bezeich-

net werden.
JH2 JH1
JH7 JH6  JHS  JH4 JH3 Pseudokinasedomane Kinasedoméne
N [ | | - — e
Y1007
1129 aa

Abbildung 55: Schematische Darstellung von Jak2

In der Doméane JH1, die sich am C-Terminus befindet, ist die Kinaseaktivitat lokalisiert
(Heim, 1999). Das in dieser Domane befindliche Tyrosin 1007 ist essentiell fir die Modulati-
on der Kinaseaktivitat: Wird es phosphoryliert, so ist die Kinase aktiv (Feng et al., 1997). Die
JH2-Domane beherbergt eine Pseudokinasedomane. Sie ist homolog zur Kinasedoméane in
der JH1-Region, die fur eine Kinaseaktivitdt entscheidenden Aminosaurereste sind jedoch
mutiert. Daher besitzt die JH2-Domane keine eigene Kinaseaktivitat. Stattdessen kommt ihr
eine regulatorische Funktion zu (Luo et al., 1997). Bemerkenswert ist nach Meinung vieler
Autoren die Abwesenheit einer bekannten Protein-Protein-Interaktionsdomane. Wahrschein-

lich sind aber die Domanen JH3 bis JH7 an der Bindung der Januskinasen an die Cytokinre-
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zeptoren beteiligt (Chen et al., 1997; Gauzzi et al., 1997). Ob die Domane JH3 eine signifi-
kante und funktionelle Ahnlichkeit zu den SH2-Protein-Protein-Interaktionsdoméanen besitzt
(Silvennoinen et al., 1993), ist umstritten. Jak2 bindet an den Erythropoietinrezeptor und wird
nach Stimulierung mit Erythropoietin durch Phosphorylierung an Tyrosinresten aktiviert
(Witthuhn et al., 1993). Daneben wird Jak2 auch fir die Transduktion weiterer Peptidhor-

monsignale, darunter Prolactin und Thrombopoietin (lhle et al., 1998), bendtigt.

2.1.2,5 Stat5b

im Cytoplasma lokalisiert.

Dephospho-
rylierung,
Interaktion 1 Interaktion 2 DNA-Bindung SH3 SH2 Transaktivierung
N | - P ————— c
Y S
786 aa

Abbildung 56: Schematische Darstellung von Stat5b

Wie alle Stat-Proteine besitzt StatSb im N-Terminus zwei mdgliche Protein-Protein-
Interaktionsdomanen (Heim, 1999). Die N-terminale Region bis zur DNA-Bindedomane ist
unter den verschiedenen Stats nur wenig konserviert. In der Region zwischen den Amino-
sauren 400 und 500 befindet sich eine DNA-Bindedomane (Horvath et al., 1995; Darnell,
1997; Heim, 1999). Unmittelbar darauf folgt eine SH3-Domane (Darnell, 1997). Besonders
wichtig fur die Funktion von Stat5b ist eine SH2-Domane. Sie vermittelt die Bindung von
Statbb an den aktivierten Komplex von Januskinase und Erythropoietinrezeptor Gber dessen
Phosphotyrosinreste (Darnell, 1997; Heim, 1999). Die Januskinase phosphoryliert Statsb am
Tyrosin 700. Uber diesen Phosphotyrosinrest und die SH2-Domane findet eine Dimerbildung
zwischen zwei Statbb-Molekilen statt; (Shuai et al., 1994; Schindler und Darnell, 1995; Dar-
nell, 1997; Heim, 1999). Diese Domane ist auch flir die Spezifitat der Heterodimerbildung
von Statbb mit anderen Stats verantwortlich (Heim et al., 1995; Heim, 1999). Die Transkripti-
onsaktivierungsdomane von Statsb liegt am C-Terminus. Es wurde gezeigt, daf ein Serin-
rest, der in dieser Domane liegt, die Transkriptionsaktivitat steigert, wenn er phosphoryliert
ist (Heim, 1999). Der C-terminalen Doméane wird auch eine Phosphataseaktivitat zugeschrie-
ben, die fur die Inaktivierung von Stat5b durch Autodephosphorylierung am Tyrosin 700 ver-

antwortlich ist.
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Nach der Dimerisierung kann Stat5b in GTATTTCCCAGAAAAGGAAC

den Zellkern gelangen, dort an Interferon y- CATAAAGGGTCTTTTCCTTG

aktivierte Elemente verschiedener Promotoren M AGATTTCTAGGAATTCAATCC
binden und eine Transkriptionsaktivierung in- ; TCTAAAGATCCTTAAGTTAGG

duzieren. Bei in vitro-Versuchen wurde die

Abbildung 57: GAS-Elemente, an denen die Bindung

Bindung von Stat5b an GAS-Elemente aus von Stat5b nachgewiesen wurde
Die Konsenssequenz ist farblich hervorgehoben. Die
dem FeyRI-Promotor oder dem  streng konservierten Basen sind in orange, die weniger

. . . konservierten Basen in gelb dargestellt. Fir Stat6 sind
B-Caseinpromotor nachgewiesen (siehe  vier Basen zwischen den Palindromen als optimale

.............. Distanz ermittelt worden (Hoey und Schindler, 1998).

:At_)t_)ilg_u_r]g__5_7_; Schreiber et al., 1989; Hou et

al., 1994; Klingmuller et al., 1996). Fur die Induktion der DNA-Bindung ist die Phosphorylie-
rung des Tyrosinrestes zwischen der SH2-Domane und der Transaktivierungsdomane aus-
reichend (Becker et al., 1998).

Neben der Aktivierung durch Cytokinrezeptor-Januskinase-Komplexe ist auch die
Phosphorylierung von Stat-Proteinen durch konventionelle Rezeptor-Tyrosinkinasen wie dem
EGF-Rezeptor (epidermal growth factor), dem PDGF-Rezeptor (platelet derived growth fac-
tor) und weiteren in Abwesenheit von Januskinasen bekannt (Ruff-Jamison et al., 1993; Vi-
gnais et al., 1996; Liu et al., 1998; Akira, 1999). Auch andere Tyrosinkinasen, die keine Re-
zeptorfunktion besitzen, sind Lage, Stat-Proteine durch Phosphorylierung zu aktivieren (Wen
et al., 1999).

Stat-Proteine kénnen mit anderen Transkriptionsfaktoren interagieren. So wurde fur
Statba und Statbb eine funktionelle und synergistischen Interaktion mit dem Glucocorticoid-

rezeptor nachgewiesen (Stocklin et al., 1996; Hoey und Schindler, 1998).

2.1.3 Modifizierte Jak-Stat-Signaltransduktionssysteme

Die Modifikation von Komponenten der Jak-Stat-Signaktransduktion begann mit Unter-
suchungen zur Funktion des Erythropoietinrezeptors. Watowich et al. (1992) fihrten eine
Mutation ein, indem sie das Arginin an Position 129 durch Cystein substituierten. Diese Mu-
tation flihrte zu einer konstitutiven Aktivierung des Rezeptors durch die Bildung eine irregula-
ren Disulfidbriicke zwischen zwei Monomeren des Rezeptors.

Der Erythropoietinrezeptor 18Rt sich durch eine Reihe weiterer Agenzien stimulieren.
Der erste Bericht dieser Art liegt Uber die Aktivierung des Erythropoietinrezeptors durch Anti-
korper gegen dessen extrazellulare Domane vor (Elliott et al., 1996). Dabei zeigte sich, dal}
nur bivalente Antikorper, die zwei Bindestellen flr den Erythropoietinrezeptor besallen, die
Aktivierung vermitteln konnten, nicht aber monovalente Antikorper. Dies deckt sich mit Un-
tersuchungen, bei denen gezeigt wurde, dal} eine mutierte Form von Erythropoietin mit nur
einer Rezeptorbindestelle keine aktivierenden Eigenschaften mehr besitzt (Matthews et al.,
1996).
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Eine Reihe synthetischer Peptide, die aus einer Selektion mittels eines ,Phage-
Display“ hervorgegangen waren, ist ebenfalls in der Lage an den Erythropoietinrezeptor zu
binden und eine Aktivierung auszulésen (Wrighton et al., 1996). Diese Peptide wurden als
EMPs (erythropoietin mimetic peptides) bezeichnet. Bei weiteren Untersuchungen wurde
festgestellt, dal® das Bindemotiv der EMPs sich sehr stark von jenem des Erythropoietins
unterscheidet und daher wahrscheinlich an eine andere Region der extrazellularen Doméane
des Erythropoietinrezeptors bindet (Johnson et al., 1998). Auch das Rezeptordimer nimmt im
Komplex mit Erythropoietin eine andere Konformation an als im Komplex mit den EMPs
(Livnah et al., 1996; Syed et al., 1998).

SchlieBlich gelang es, auch nichtpeptidische Molekiile zu konstruieren, die eine Aktivie-
rung des Erythropoietinrezeptors induzieren kénnen (Qureshi et al., 1999). Dazu wurde zu-
nachst durch eine Selektion einer Molekilbank eine Verbindung gefunden, die an den Ery-
thropoietinrezeptor bindet, ihn aber nicht zu aktivieren vermag. Acht dieser Molekile wurden
mit einer zentralen Verbindungsstruktur fusioniert. Dieses Oktamer konnte den Erythropoie-
tinrezeptor aktivieren.

Um grofRe Sammlungen an chemischen Verbindungen rasch und effizient auf potentiel-
le Aktivatoren des Erythropoietinrezeptors durchsuchen zu kdénnen, wurde eine Methode
entwickelt, bei der die ligandenvermittelte Dimerisierung zweier extrazellularer Domanen des
Erythropoietinrezeptors durch Inkorporation eines radioaktiv markierten Rezeptor-Monomers
quantifiziert werden kann (Biazzo et al., 2000).

Am menschlichen Rezeptor des Wachstumshormons (growth hormone), der zur glei-
chen Klasse der Cytokinrezeptoren gehdrt wie der Erythropoietinrezeptor, wurden Mutatio-
nen eingefihrt, die eine Interaktion mit dem Wachstumshormon unmdglich machen. Mit die-
sem mutierten System wurde eine Bank kleiner Molekiile durchsucht und solche identifiziert,
welche die Interaktion wieder herstellen kénnen. Aus diesem Versuch ging eine niedermole-
kulare heterozyklische chlorierte Verbindung hervor (5-Chlor-2-Trichlormethylbenzimidazol),
unter deren Einflull die Funktion des mutierten Hormonrezeptors teilweise wieder hergestellt
wurde (Guo et al., 2000).

Die Aktivierung der Jak-Stat-Signaltransduktion kann auch durch chimare Rezeptoren
vermittelt werden, bei denen die intrazellulare Domane des Erythropoietinrezeptors mit einer
fremden Ligandenbindedomane fusioniert wurde. Ein solches System, das auf der Dimerisie-
rung mit Hilfe des Liganden FK1012 basiert, wurde erstmals von Blau et al. (1997) beschrie-
ben. Dabei wurde die intrazellulare Domane des Erythropoietinrezeptors mit dem FK506-
bindenden Protein FKBP12 fusioniert. Das FK506-Dimer FK1012 flhrt eine Dimerisierung
des chimaren Rezeptors herbei. Dadurch wird die Jak-Stat-Signaltransduktion auf dem Ubli-

chen Wege induziert.
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Interessanterweise kann die Jak-Stat-Signaltransduktion auch durch Expression von
Jak2 und Stat5a/b in einem heterologen System ohne Anwesenheit des Erythropoietinrezep-

tors aktiviert werden (Barahmand-Pour et al., 1998). Dabei wird Jak2 so hoch exprimiert, dal}

schriebene Transphosphorylierung der Januskinasen und die folgende Aktivierung von
Start5b durchzufiihren. Bei der Expression von Jak2 und Stat5b in Hefe konnte gezeigt wer-
den, dal Statb5a und Stat5b in Gegenwart von Jak2 an ein GAS-Element binden. Dartberhi-
naus waren Fusionsproteine von Stat5b mit der VP16-Transaktivierungsdomane aus Herpes
simplex in der Lage, in Gegenwart von Jak2 ein GAS-lacZ-Reporterkonstrukt zu aktivieren.
Damit wurde der Nachweis erbracht, dal® Stat5b auch im heterologen System Hefe seine

Funktion korrekt ausubit.

214 Zielsetzung und experimenteller Ansatz

Im Rahmen dieses Projekts sollten Komponenten der vom Erythropoietinrezeptor aus-
gehenden Jak-Stat-Signaltransduktion in Pflanzen exprimiert werden, um ein induzierbares
Expressionssystem zu erzeugen.

Dazu sollte zunachst in transienten Expressionsstudien der Nachweis erbracht werden,
dal} die Signaltransduktion Uber Jak2 und und ein Stat5b-VP16-Fusionsprotein nicht nur in
Hefe (Barahmand-Pour et al., 1998), sondern auch im pflanzlichen System korrekt funktio-
niert. In weiteren transienten Expressionsstudien sollte untersucht werden, ob der Erythro-
poietinrezeptor die konstitutive Aktivierung des Systems durch die Uberexprimierten Januski-
nasen aufheben und eine erythropoietininduzierbare Expression herbeifiihren kann.

Des weiteren sollten die Signaltransduktionskomponenten stabil in Tabak exprimiert
werden, um eine erythropoietininduzierbare Genexpression in ganzen Pflanzen nachzuwei-

sen.
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 Pflanzen

Ausgangsmaterial fir alle Versuche waren Tabakpflanzen vom Kultivar Nicotiana taba-
cum L. cv. Samsun NN.

AulRerdem wurde die Tabak-Zellkulturlinie Nicotiana tabacum cv Bright Yellow 2 (BY-2)
fur Expressionsstudien verwandt.

Die transgene Tabaklinie UF9-13 wurde aus Gatersleben bezogen (Martina Siefken).
Sie tragt ein p-Glucuronidasegen mit einem myc-Tag unter der Kontrolle eines schwachen

Promotors.

2.2.2 Anzucht von Nicotiana tabacum

Die Anzucht von Nicotiana tabacum in
Tabelle 48: Klimabedingungen fiir die Anzucht von

Sterilkultur erfolgte in Y2-L-Weckglasern (Sturz- Nicotiana tabacum in Erdkultur
form) auf 2MS-Agar (Murashige und Skoog, Parameter tags nachts
___________ Temperatur 22 °C 22 °C
1962, iTabelle 21) in einer begehbaren Klima- Feuchtigkeit 80 % 80 %
___________ Helligkeit 40—60 UE | OQpE
kammer unter den in Tabelle 20 angegebenen Licht-Dunkelperiode 16h 8h

Bedingungen.

Zur sterilen Anzucht von Nicotiana tabacum aus Samen wurden diese zunachst in 6
%iger Natiumhypochloritlésung flr 30 min oberflachensterilisiert, 3x fir 10 min mit sterilem
Leitungswasser gewaschen und auf Agar ausgebracht.

Die Kultivierung auf Erde wurde mit Archut Fruhstorfer Erde, Typ T 25 in einer begeh-

haus vorgenommen. Wegen gesetzlicher Bestimmungen mufiten im Gewachshaus die Blu-
tenstédnde transgener Pflanzen mit einer Papiertite abgeschirmt werden, um die Verbreitung
von Pollen zu vermeiden.

BY-2-Zellkulturen wurden unter Schitteln bei 150 U/min in 30 mL 2MS-Flissigmedium
in 100-mL-Erlenmeyerkolben im Dunkeln bei 26 °C angezogen und woéchentlich 1:10 ver-

dinnt subkultiviert.

2.2.3 Oberflachensterilisation von Tabaksamen

Da die Samen von Nicotiana tabacum die Oberflachensterilisation mit Chlorgas wie in

________ beschrieben nicht Gberlebten, wurden sie mit halbkonzentrierter Hypochlorit-
I6sung sterilisiert. Dazu wurden die Samen flur %2 h in 6 %iger Natriumhypochloritldsung ge-
schwenkt und anschlielRend drei Mal fiir 20 min mit sterilem Wasser gewaschen. Die auf die-

se Weise oberflachensterilisierten Tabaksamen wurden auf 2MS-Agar ausgesat. Diese Me-



Teil 2;: Material und Methoden 114

thode verursachte eine geringe Letalitat, und es konnte kein Wachstum von Pilzen beobach-

tet werden.

2.2.4 Bakterienstamme, Kultur und Erhaltung

2.2.41 Escherichia coli-Stamme

2.2.4.2 Kultur von Escherichia coli

Die Kultur von Escherichia coli wurde wie in Kapitel 1.2.2.2beschrieben durchgefihrt.

2.24.3 Agrobacterium tumefaciens-Stamme

Zur Transformation von Nicotiana tabacum wurde der Agrobacterium tumefaciens-
Stamm C58-C1-R pGV2260 (Deblaere et al., 1985) verwandt. Dieser Stamm ist gegen Ri-
fampicin resistent.

Fur Expressionsstudien wurde der Agrobacterium tumefaciens-Stamm EHA105 ver-

wandt. Auch dieser Stamm ist gegen Rifampicin resistent.

2.24.4 Kultur von Agrobacterium tumefaciens

erhaft gelagert.
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2.2.5 Plasmide

Tabelle 49: Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz
3xGAS-TT- Ligation des 3xGAS-Fragments aus pRS306-3xGAS-
P CYC:Pvull/Xhol(Klenow) mit pTT-GUS/INT:Stul. Verwandt fiir diese Arbeit
GUSI/INT . : : R
transiente Expressionsstudien. Amp
Enthalt ein Gen fir ein grin fluoreszierendes Protein hinter dem . .
pAVA353 CaMV 35S-Promotor. Siemering et al., 1996
pBIN19 siehe iTabelle 8; Frisch et al., 1995
BIN-6XGAS-TT- Ligation eines Multimerisierungsprodukts des 3xGAS-Fragments
P von pUC57-3xGAS:Stul und BIN-TT-GUS/INT:Stul. Verwandt fur diese Arbeit
GUS/INT . . R
weitere Klonierungen. Km
PBIN-6xGAS-TT- I._|ga_1t|on der !Expressmnskassette aus pUQA7-Stat5b VP16-"
Oligo:EcoRI mit pBIN-6xGAS-TT-GUS/INT:EcoRI. Verwandt fur . .
GUSI/INT-A7- . oy : : diese Arbeit
. Transformation von Nicotiana tabacum, transiente Expressions-
Stat5b*VP16 . . ) R
studien und weitere Klonierungen. Amp
pBIN-6xGAS-TT- Ligation des Spacer-Terminator-Fragments aus
GUS/INT-A7- pGEM-spacer-ocs:Bcul in pBIN-6xGAS-TT-GUS/INT-A7- diese Arbeit
Stat5b*VP16 Dou- Stat5b*VP16:Bcul. Verwandt zur Transformation von Nicotiana
bleTerminator tabacum. Km"
Ligation des Promotor-Terminator-Fragments aus
pBINA7 pUCAT7:EcoRI/Hindlll mit pBIN19:EcoRI/Hindlll. Verwandt fir diese Arbeit
weitere Klonierungen. Km"
Ligation des EpoR-Fragments aus pSKII-EpoR:Acc651/Xbal mit
pBINA7-EpoR pBINA7:Acc651/Xbal. Verwandt fur Transformation von Nicotiana diese Arbeit
tabacum und transiente Expressionsstudien. Km"®
Ligation des Promotor-Terminator-Fragments aus
pBINHygA7 pUCA7:EcoRI/Hindlll mit pBINHygTx:EcoRI/Hindlll. Verwandt fir diese Arbeit
weitere Klonierungen. Km"
Ligation des mJak2-Fragments aus
pBINHygA7-mJak2 pSK-mJak2:Notl(Klenow)/Eco32I mit pBINHygA7:Smal. Verwandt diese Arbeit
fiir Transformation von Nicotiana tabacum. Km"
Ligation des mJak2-Fragments aus
pBINHygA7-mJak2t pUC57-mJak2t:BamHI(Klenow)/Notl(Klenow) mit pBINHy- diese Arbeit

gA7:Smal. Verwandt fir Transforr’;nation von Nicotiana tabacum.
Km

pBINHygTx

BIN19-Derivat. Enthélt einen mit dem Tetracyclin-Operator modifi-
zierten CaMV 35S-Promotor, den ocs-Terminator und anstelle der
pflanzlichen Kanamycinresiszenz eine Hygromycinresistenz.
Verwandt als Ausgangsplasmid fiir pBINHygA?7. Km®

Rieping et al., 1994

Ligation des TATA-GUS-Terminator-Fragments aus pTT-

PBIN-TT-GUS/INT GUS/INT:EcoRI/Hindlll mit pBIN19:EcoRI/Hindlll. Km® diese Arbeit
Klonierung des PCR-Produkts aus pSK-(—90)-Deac mit den
pGEM-spacer-ocs Primern Deac spacer ocs fwd Bcul und Deac spacer ocs rev Beul diese Arbeit
in pGEM-T. Verwandt fiir weitere Klonierungen. Amp®

pGEM-T siehe iTabelle 8, Promega

pRS306-3xGAS- Trimere y-Interferon-Aktivierungssequenz (IFP-53-GAS) fusioniert | Barahmand-Pour et al.,
CYC mit einem Minimalpromotor fiir Hefe in pRS306. Amp” 1998
pRT106 Enthalt den 35S-Promotor, eine Klonierregion und den 35S- Tépfer et al., 1993

Terminator in einem pUC18-Derivat

Ligation des Jak2-Fragments aus pUC57-mJak2:BamHI/Notimit

pRT106-mJak2t pRT106:BamHI/Notl. Verwandt fl'jr;[’ransiente Expressionsstudien. diese Arbeit
Amp

pSKiIl allgemeiner Klonier- und Sequenziervektor. Amp~ Stratagene

Ligation des EpoR-Fragments aus pMX-EpoR:Sall/EcoRI mit . .

pSKII-EpoR pSKIl:Sall/EcoRI. Verwandt fir weitere Klonierungen. AmpR diese Arbeit
pSK-mJak2 cDNA des Jak2-Gens aus Mus musculus in pSK. Amp® Barahmaqg;:éour etal,

B-Glucuronidasegen mit einem synthetischen Intron hinter der
pTT-GUS/INT TATA-Box aus dem 35S-Promotor, terminiert mit dem 35S- Lenk, 1997

Terminator

pUC19-as-1-GUS

Enthalt das B-Glucuronidasegen hinter einem einzelnen as-1-
Element. Verwandt fur transiente Expressionsstudien. AmpR

Alexandra Thiele,
unveroffentliche

pUC57-3xGAS

PCR-Produkt aus pRS306-3xGAS-CYC mit Primern Ad Stu fwd
und Ad Stu rev kloniert in pUC57-T. Verwandt als Ausgangsvektor
fir Multimerisierung und weitere Klonierung. Amp

diese Arbeit
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Plasmid Beschreibung Referenz
Klonierung des PCR-Produkts aus pUCA7-mJak2 mit den Primern
pUC57-mJak2 mJak2upper(BamHI) und mJak2lower(Notl) in pUC57-T Verwandt diese Arbeit
fiir weitere Klonierungen. Amp”®
Ligation eines unvollstandigen mJak2-Fragments aus
pUC57-mJak2t pUCAT7-mJak2:Aspl/Bcll mit pUC57-mJak2:Aspl/Bcll zur Eliminie- diese Arbeit

rung von aus der PCR resultierenden Fehlern im Jak2-Gen. Ver-
wandt fir weitere Klonierungen. AmpR

pUC57-T

An EcoRV-Schnittstelle linearisierter und desoxythymidinylierter
pUC57-Vektor fiir die Klonierung von PCR-Produkten mit 3’A-
Uberhangen. Amp®

MBI Fermentas

pUCA7

pUC18-Derivat. Enthalt den CaMV 35S-Promotor, den ocs-
Terminator und dazwischen eine modifizierte Klonierregion aus
pBINAR. Amp”

Hoéfgen und Willmitzer,
1990

pUCA7-Deac

Terminators mit Spacer mittels PCR

diese Arbeit, Teil 1

pUCA7-EpoR

Ligation des EpoR-Fragments aus pSKII-EpoR:Acc651/Xbal mit
pUCA7:Acc65l/Xbal. Verwandt fur weitere Klonierungen und
transiente Expressionsstudien. Amp®

diese Arbeit

pUCA7-mJak2

Ligation des Jak2-Fragments aus pSK-
mJak2:Notl(Klenow)/Eco32Imit pUCA7:Xbal(Klenow)/Smal. Ver-
wandt fir weitere Klonierungen und transiente Expressionsstudi-

en. Amp~

diese Arbeit

pUCAT7-
Statbb*VP16

Ligation des Stat5b*VP16-Fragments aus pYCplaclll-
Stat5b*VP16:EcoRI(Klenow)/Spel mit pUCA7:Xbal/Smal. Ver-
wandt fur weitere Klonierungen und transiente Expressionsstudi-
en. Amp”®

diese Arbeit

pUCAT7-
Stat5b*VP16-Oligo

Ligation von pUCA7-Stat5b*VP16:Hindlll mit den annealten Oli-
gonukleotiden Linker HEH1 und Linker HEH2. Enthalt eine zusatz-
liche EcoRI-Schnittstelle an Stelle der Hindlll Schnittstelle hinter
der Expressionskassette. AmpR

diese Arbeit

pUCA7-TetR

Enthalt den Tetracyclinrepressor hinter dem CaMV 35S-Promotor.
Verwandt als Negativkontrollplasmid in transienten Expressions-
studien. Amp”

Gatz et al., 1991

pXM-EpoR

cDNA des EpoR-Gens aus Mus musculus in pXM. Amp®

Klingmiller et al., 1996;
Klingmdiller et al., 1995;
Klingmuller et al., 1997

pYCplac111-
Stat5b*VP16

cDNA des Stat5b-Gens aus Mus musculus, N-terminal mit 3 myc-

Tags und C-Terminal mit der VP16-Transaktivierungsdomane aus

Herpes simplex fusioniert im Hefeef%(pressionsvektor pYCplac111.
Amp

Barahmand-Pour et al.,
1998

2.2.6 Oligonukleotide

Tabelle 50: Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz (5'—3’)

Ad Stu fwd AGGCCTGGTACCAAGTGTTTCTGAG

Ad Stu rev AGGCCTCTCGAGAATCACCCAGATTC

Deac spacer ocs fwd Bcul

ACTAGTGCCGGGCAGATCGCCGTGCG

Deac spacer ocs rev Becul

ACTAGTGCCCCCCCTCGAGGTCGACG

Linker HEH1 AGCTTGAATTCCAGCTGGATTCAAGCTGGGACTCAAGCT
Linker HEH2 AGCTTGAGTCCCAGCTTGAATCCAGCTGGAATTCAAGCT
mdJak2lower(Notl) GCGGCCGCCTATACTGTCCCGCATTTGATCC

mJak2upper(BamHI)

GGATCCATGTTTGCGTTAATGAGT

siehe iTabelle 9

rev
uni

siehe iTabelle 9}

2.2.7 DNA-Sonden fiir Hybridisierungen

dioaktiv markiert:

Tabelle 51: DNA-Fragmente zur Sondenherstellung

Sonde Herstellung
EpoR 1282 bp-Fragment aus pUCA7-EpoR:EcoRI/Xhol
GUS siehe Tabelle 10
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Sonde Herstellung
mJak2 1208 bp-Fragment aus pUCA7-mJak2:Eco1471/Xhol
Stat5b | 1575 bp-Fragment aus pUCA7-Stat5b*VP16:Eco1471/Xhol

2.2.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus Eschericha coli-Kulturen

2.2.8.1 MiniaturmaBstab

Es wurden Rapid-Minilysen, alkalische Lysen mit Phenol-Chloroform-Extraktion und

2.2.8.2 Midi- und MaximaRstab

Es wurden die Plasmid Midi und Plasmid Maxi Kits der Firma Qiagen verwandt.
Fir hochste Ausbeuten wurde das Protokoll fur alkalische Lysen mit Phenol-
Chloroform-Extraktion (Ish-Horowicz und Burke, 1981; Sambrook et al., 1989) mit entspre-

chend vergréRerten Volumina modifiziert und anschlieRend eine PEG-Fallung (Kapitel

2.29 Isolierung von Plasmid-DNA aus Agrobacterium tumefaci-
ens-Kulturen

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Agrobacterium tumefaciens-Kulturen wurde wie in

verwandten Stamm C58-C1-R pGV2260 besser als bei GV3101 (pMP90).

2.210 PEG-vermittelte Fallung von DNA

Zur Reinigung einer DNA-Praparation
Tabelle 52: PEG-Féllungslésung

von Oligosacchariden wurde eine PEG-Fallung

Substanz Menge
angewandt. Dazu wurde eine DNA-L&sung mit PEG 6000 | 30 % (wiv)
Natriumchlorid 1,5M

Y2 Vol. PEG-Fallungslésung gut vermischt und
fur 30 min auf Eis inkubiert. Die prazipitierte DNA wurde durch Zentrifugation fiir 30 — 45 min
bei 10.000 xg und 4 °C sedimentiert, das Sediment mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in

Wasser oder TE gelost. Die auf diese Weise gereinigte DNA wurde fiir transiente Expressi-

2.2.11 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung und Abschatzung der Qualitdt von Nukleinsdurepraparationen wur-

______
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2.2.12 Lagerung von Nukleinsauren

ben vorgegangen.

2.2.14 Auffilllen von 3’-Uberhangenden Enden mit dem Klenow-

Fragment der DNA-Polymerase

durchgeflhrt.

2.2.15 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Amplifikation von Produkten, die groRer als 1500 bp waren, und die anschlieRend kloniert
werden sollten, wurde ein Gemisch aus Tag-Polymerase und Pwo-Polymerase (Hybaid-

AGS) gemal’ den Angaben des Herstellers verwandt.

2.2.16 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

2.2.16.1 Auftrennung im Agarosegel

Fragmente ab einer Grofte von etwa 350 bp wurden in Agarosegelen wie in Kapitel

2.2.16.2 Auftrennung kleiner Fragmente im Polyacrylamidgel

Fir die Auftrennung von  DNA-
Tabelle 53: 10x TBE

Fragmenten, die kleiner als etwa 350 bp waren,

Substanz | Menge |
wurde eine Elektrophorese im Polyacrylamidgel Tris 900 mM

Borsdure | 900 mM
durchgefthrt. Dazu wurden Gele von 8,5cm EDTA [ 25mM

Breite, 9,5cm Lange und 1 mm Dicke ver-

hergestellt wurden. Die Proben wurden mit dem Farbstoff Orange G versetzt und der Fort-

schritt der Elektrophorese abgewartet, bis dieser Farbmarker sich am Ende des Gels befand.
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Tabelle 54: Zusammensetzung von Polyacrylamid-DNA-Gelen

Prozentigkeit 3,5% 5% 8% 12% 20%
zu trennende FragmentgrofRe [ 100-1000 bp | 80-500 bp | 60—400 bp | 40-200 bp [ 5-100 bp
40% Acrylamid 875 pL 1,25 mL 2mL 3 mL 5 mL
10x TBE 1mL 1mL 1mL 1 mL 1mL
Wasser 8,02 mL 7,64 mL 6,89 mL 5,89 mL 3,89 mL
TEMED 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL
15% APS 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

2.2.17 Visualisierung und Dokumentation von gelelektrophoretisch

aufgetrennter DNA

sichtbar gemacht.

2.2.18 Elution von elektrophoretisch aufgetrennter DNA aus Gelen

2.218.1 Agarosegele

beschrieben eluiert.

2.2.18.2 Polyacrylamidgele

DNA-Fragmente wurden aus Polyacrylamidgelen eluiert, indem zunachst das ge-
wlnschte Fragment mit méglichst dichter Schnittfihrung aus dem Gel ausgeschnitten wurde.
Das Gelstlick wurde in einem 1,5 mL-Reaktionsgefal in flissigem Stickstoff tiefgefroren und
mit Hilfe eines passenden Pistills und einer Bohrmaschine zerkleinert. Der Ansatz wurde mit
20 uL TE versetzt, fir 15 min bei 65 °C inkubiert und danach fiir 10 min bei 10.000 xg zentri-
fugiert. Unmittelbar nach Beendigung der Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen,

in ein neues Gefall Uberflhrt und fir die folgenden Prozeduren verwandt.

2.2.19 Sequenzierung von DNA

gangen. Bei kleinen Fragmenten wurde jedoch ein bis zu 100-facher Uberschul} an Frag-

ment in einer Ligation eingesetzt.

2.2.21 Multimerisierung kleiner DNA-Fragmente

Zur Multimerisierung von kleinen DNA-Fragmenten wurde DNA aus einer Gelelution
"""""" iauf Eis in einem 50-yL-Ansatz mit Reaktionspuffer und 1 U T4-DNA-
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Ligase (MBI) versetzt. Diesem Reaktionsansatz wurden wahrend einer Inkubation bei 16 °C

im Abstand von jeweils drei Minuten Proben enthommen und sofort bei 95 °C denaturiert.

und Fragmente der gewlinschten GroR3e isoliert.

2.2.22 Klonierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mittels T-Cloning wie in Kapitel 1.2.18 beschrieben kloniert.

| Moty

2.2.23 Blau-WeiBB-Farbung zur Vorselektion auf rekombinante
Plasmide

Zur Vorselektion auf Bakterienkolonien, die rekombinante Plasmide enthielten, wurde

2.2.25 Transformation elektrokompetenter Agrobacterium tumefa-
ciens

Auch der Agrobacterium tumefaciens-Stamm C58-C1-R pGV2260 wurde wie in Kapitel

2.2.26 Transformation von Nicotiana tabacum

Die Transformation von Tabak wurde nach einer modifizierten Prozedur in Anlehnung
an (Rosahl et al., 1987) durchgefiihrt.

Eine 5-mL-Kultur von Agrobacterium tumefaciens C58-C1-R pGV2260 wurde abzentri-
fugiert, in YEB-Medium ohne Antibiotika aufgenommen und in eine Petrischale Uberfiihrt.

Nicht zu alte Tabakblatter von Pflanzen aus Sterilkultur wurden in etwa 0,5 — 1 cm?
grolte Stiicke zerschnitten, schwimmend auf die Agrobacterium tumefaciens-Suspension
aufgelegt und fir etwa 5 min dort belassen. Danach wurden die Blattscheiben finf Mal in
sterilem Leitungswasser gewaschen, so dicht wie méglich auf 2MS-Agar ausgelegt und fur
zwei Tage im Dunkeln bei 26 °C inkubiert. Anschlieffend wurden die Blattscheiben auf 2MS-
Agar mit Naptylessigsaure, Benzylaminopurin, Cefotaxim und einem passenden selektiven
Antibiotikum gemaR Tabelle 7 gelegt und zweimal pro Woche auf frischen Agar umgesetzt.
Wenn sich sichtbare Kulturen von Agrobacterium tumefaciens auf den Blattscheiben oder
dem Agar bildeten, wurden die befallenen Blattscheiben verworfen und zusatzlich R-Baktyl

eingesetzt.
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Nach 2 Wochen wurden in der Regel die ersten Kalli sichtbar und nach 4 Wochen die
ersten Sprosse ausgebildet, die von den Blattscheiben abgeschnitten und in Ya-L-
Weckgasern (Sturzform) mit 2MS-Agar ohne Hormone, aber mit den zuvor eingesetzten An-
tibiotika gesammelt wurden.

Sprosse, die in diesen Glasern Wurzeln bildeten, wurden auf 2MS-Agar mit Antibiotika

in ¥2-L-Weckglasern vereinzelt und weiter kultiviert.

2.2.27 Transiente Expressionsstudien

Auler den in den folgenden Kapiteln dargestellten Methoden wurde noch eine durch
PEG vermittelte Transfektion mit BY-2-Protoplasten (Merkle et al., 1996) erprobt, die sich
aber wegen des hohen Zeitaufwandes nicht fir die in dieser Arbeit notwendige Anzahl an
Parallelversuchen eignete.

Eine ebenfalls durch PEG vermittelte Transfektion mit einer Nicotiana benthamiana-
Zellkulturlinie (Borisjuk et al., 1998) wurde im Labor von Prof. Dr. Baumlein in Gatersleben
unter Leitung von Frau Dr. Annegret Tewes und Herrn Wim Reidt erprobt, war aber ebenfalls

nicht erfolgreich.
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2.2.27.1 Transfektion von Protoplasten aus Nicotiana tabacum cv. Bright
Yellow 2 (BY-2)-Zellkulturen mittels Elektroporation

Die Transfektion von Protoplasten aus
Tabelle 55: Mannitpuffer

BY2-Zellkulturen wurde in Anlehnung an (Gatz

Substanz | Menge

und Quail, 1988) durchgefuhrt. Mannit | 500 mM
MES 2%

BY-2-Zellkulturen wurden am dritten Tag tpli(ﬁl 56
autoklavieren

nach der Subkultivierung durch leichte Zentri-

ngatlon (1000 xQ, 5 min ohne Auslaufbremse, Tabelle 56: isoosmotische Enzymlésung
Eppendorf Centrifuge 5403 mit Rotor 16A4-44) Substanz Menge
o —————— Cellulase R-10 150 U/mL
geerntet, zwei Mal mit 50 mL MSM (Tabelle 57) Macerozym R-10 5,6 U/mL
S TEmmmmmmT ) 16sen in Mannitpuffer (Tabellé_55) durch Rihren bei

gewaschen und in 50 mL MSM aufgenommen. 4°C

. . . . . unldsliche Bestandteile durch sedimentieren
Die Suspension wurde mit 5 mL isoosmotischer sterilfiltrieren

Enzymlésung (Tabelle 56) versetzt und Uber

Tabelle 57: MSM

..... Substanz Menge
. MS-Salzmischung 4,59 g/L
Am folgenden Tag wurden die Protopla- Sanmt 72.87 oL

sten durch Zentrifugation bei 1000 xg fiir 3 min Saccharose S0 gt
myo-Inosit 900 mg/L

bei Raumtemperatur geerntet, drei Mal mit Th'am'”'OS“”QSHmsggm'- 900 pL/L

50 mL MSM gewaschen und anschlief’end

durch ein Drahtsieb mit 0,125 mm Maschen- Tabelle 58: Elektroporationspuffer

weite filtriert. Die Zelldichte in der Suspension Substanz Menge

Hepes 10 mM
Natriumchlorid 150 mM
Calciumchlorid 4 mM

Mannit 400 mM

pH 7,2

wurde durch Auszahlen in einer Fuchs-
Rosenthal-Zahlkammer bestimmt, die Proto-

plasten erneut abzentrifugiert und anschlie-

aufgenommen.

Zur Elektroporation wurden 500 uL der Protoplastensuspension unter Verwendung ab-
geschnittener Spitzen in Elektroporationskivetten mit 4 mm Spaltweite pipettiert. Sodann
wurden 100 ug Heringssperma-DNA, 20 ug Reporterplasmid-DNA und je 50ug Effektorplas-
mid-DNA zugegeben und sanft gemischt. Die Elektroporation wurde bei 340 V und 500 pyF
ohne Parallelwiderstand durchgefuhrt (GenePulser |l mit Capacity Extender Plus, BioRad).
Nach der Elektroporation wurde der Inhalt der Klvetten in kleine Petrischalen Uberfiihrt,
mehrmals mit MSM nachgespult und mit MSM auf 6 mL aufgefiillt. Diese Ansatze wurden flr
zwei Tage im Dunkeln bei 26 °C inkubiert.

Zur Ernte wurden die Ansatze in 12 mL-Zentrifugenréhrchen Uberfihrt, fir 3 min bei

1000 xg sedimentiert, in 5 mL Mannitpuffer gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in
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1,5 mL-ReaktionsgefalRe Uberfihrt. Nach nochmaliger Zentrifugation und Entfernung des
Uberstandes wurden die Zellen in GUS-Ex-Puffer resuspendiert. Nach Durchfiihrung von
drei Frier-Tau-Zyklen wurde eine Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt der

B-Glucuronidase wie in Kapitel 1.2.30:beschrieben durchgefiihrt.

2.2.27.2 Transfektion von Protoplasten aus Mesophyllgewebe von Nico-
tiana tabacum mittels Elektroporation

Die Transfektion von Protoplasten aus
Tabelle 59: TEX-Puffer

Mesophyllgewebe wurde in Anlehnung an die

Substanz Menge
Protokolle von Denecke (Denecke und Vitale, Gamborg's BS-Medium | 3,05 g/L
MES 500 mg/L
1995; Denecke, 1998) durchgefuhrt. Calciumchlorid-Dihydrat | 750 mg/L
Ammoniumnitrat 250 mg/L
Als Ausgangsmaterial dienten Blatter aus Saccharose 400 mM
: . pH 5,7
Tabakpflanzen, die in 1-L-Schmuckform-
Weckglasern angezogen worden waren. Die Tabelle 60: 10x Enzymldsung Il
Schmuckformglaser erlauben eine besonders Substanz Menge
Cellulase R-10 8 % (wiv)
weite Ausbreitung der Blattspreite, so dal man MacerozymR-10 | 4 % (wlv)
in'TEX-Putfer;l6sen
aus diesen Glasern mehr Material zur Proto- in 5-mL-Aliquots bei —80 °C lagern
vor Gebrauch in 50 mL TEX-Puffer auftauen

plastierung gewinnen kann als aus den sonst

Ublichen Sturzformglasern. Blatter aus diesen Tabelle 61: Elektroporationspuffer Il
Pflanzen wurden an der Unterseite mit einer Substanz Menge
HEPES 24 g/l
scharfen Skalpellklinge im Abstand von 1 — Kaliumchlorid 6 g/l
. . . o Calciumchlorid | 600 mg/L
2 mm vorsichtig eingeritzt, ohne dabei die obe- Saccharose | 400 mM
pH7.2

re Epidermis zu beschadigen. Die Mittelrippe

wurde entfernt, die Blatthalften mit der eingeschnittenen Seite nach unten auf!Enzymldsung
[in Petrischalen gelegt und tiber Nacht bei 26 °C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Protoplasten durch vorsichtiges Klopfen aus den unver-
dauten Geweberesten befreit und nach weiterer etwa 45-miniitiger Inkubation zunachst zur
Abtrennung der Gewebereste durch ein Drahtsieb mit 125 ym Maschenweite filtriert. Durch
Zentrifugation in einer Standzentrifuge (Christ) mit Ausschwingrotor fur 20 min bei 60 xg in
50 mL-GefalRen wurden die lebenden Protoplasten auf der saccharosehaltigen Loésung zum
Aufschwimmen gebracht, wahrend alles tote Material sedimentiert wurde. Dabei wurde das
Abbremsen des Rotors bei eingeschaltetem Motor mit verringerter Leistung durchgefihrt, da
die Zentrifuge ansonsten zu schnell zum Stillstand kam und sich Wirbel bildeten, welche die
schwimmenden Protoplasten wieder resuspendierten. Mit einer langen Glas-Pasteurpipette,
die vorsichtig durch die Bande schwimmender Protoplasten geflhrt wurde, und einer an der
Pipette angeschlossenen Peristaltikpumpe (Roth Cyclo 1) wurden das Sediment vollstandig

und die tribe Lésung so weit wie moglich abgesaugt. Das Gefall wurde sogleich mit
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Protoplasten vollstandig mit Elektroporationspuffer zu aquilibrieren, wobei die Zentrifugatio-
nen diesmal bei 100 xg fur jeweils 10 min durchgefihrt wurden. Wahrend des letzten Schritts
wurde die Zellzahl mit einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer bestimmt. Nach der letzten Zen-
trifugation und Entfernen des Unterstandes wurden die Protoplasten zu einer Dichte von 3 —
4.10° Zellen pro mL aufgenommen.

Zur Elektroporation wurden je 500 uL der Protoplastensuspension in Elektroporations-

kivetten wie in Kapitel 2.2.27.1 beschrieben pipettiert. Nach Zugabe von 5 — 50 pg Plasmid-
DNA (Gesamtmenge) und finfminitiger Inkubation wurden die Ansatze einem elektrischen
Puls von 160 V und 900 pF ohne Parallelwiderstand unterworfen und flr weitere 30 min er-
schitterungs- und schwingungsfrei inkubiert. Sodann wurden die Ansatze in Petrischalen
von 3,5 cm Durchmesser Uberfihrt, mit 2 mL TEX-Puffer aufgefillt und bis zum Ubernach-
sten Tag im Dunkeln bei 26 °C inkubiert.

Die Zellsuspensionen wurden geerntet, indem der Inhalt der Petrischalen vollstandig in
12 mL-Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt, mit TEX-Puffer auf 6 mL aufgefiillt und bei 100 xg fur
10 min zentrifugiert wurde. Sediment und Unterstand wurden bis auf 1 mL abgenommen, mit
mindestens 5 mL 250 mM Natriumchloridldsung aufgefillt und gut vermischt. Bei der an-
schlieRenden Zentrifugation (10 min, 100 xg) wurden die lebenden Protoplasten sedimen-
tiert. Der Uberstand wurde vollstéandig entfernt und die Protoplasten zur Bestimmung der
spezifischen Enzymaktivitat der B-Glucuronidase in GUS-Ex-Puffer oder zur Analyse der
mRNA in den zu der verwandten RNA-Extraktionsmethode gehérenden AufschluRpuffer auf-

genommen und durch Auf-und-Abpipettieren zerstort.

2.2.28 Kreuzung von Nicotiana tabacum

Zur Kreuzung von Nicotiana tabacum wurden zunachst von gerade geo6ffneten Bliten
die Blutenkronen unterhalb der Ansatze der teilweise mit der Blutenkrone verwachsenen
Antheren vorsichtig abgeschnitten. AnschlieRend wurden die Narben der emaskulierten Blu-
ten mit dem Pollen von alteren Bliten bestaubt. Die auf diese Weise gekreuzten Bliten wur-
den mit kleinen Umhangeschildern markiert. Nach der Reifung konnten die Samen durch

Ausschitteln der gedffneten Fruchtkapseln leicht geerntet werden.

2.2.29 Induktion der Genexpression durch Erythropoietin

Versuche zur Induktion der Genexpression wurden durch Zugabe von Erythropoietin in
einer Konzentration von 1 U/mL in passenden Puffern durchgefihrt.
Die Erythropoietinpraparate wurden uns freundlicherweise von der Firma Janssen-

Cilag kostenfrei zur Verfugung gestellt.
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2.2.30 Histochemische Farbung zum Test auf B-Glucuronidaseakti-
vitat

2.2.31 Quantitative Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der

B-Glucuronidase

schrieben bestimmt.

2.2.32 Extraktion von Proteinen aus Blattern von Nicotiana taba-
cum unter denaturierenden Bedingungen

Denaturierte Proteinextrakte wurden ge-
Tabelle 62: Harnstoff-Extraktionspuffer

wonnen, indem genau 100 mg Blattmaterial in

Substanz Menge
300 puL Harnstoff-Extraktionspuffer zerkleinert, Harnstoff 4M
Glycerin 16,66 % (W/v)
fir 10 min bei 65 °C inkubiert und die unldsli- Natriumdodecylsulfat 5 % (Wiv)
o ) ) B-Mercaptoethanol 5 % (viv)
chen Reste durch 20-minltige Zentrifugation Bromphenolblau | < 0,005 % (w/v)

bei 10.000 xg sedimentiert wurden. Der Uber-

2.2.33 Extraktion von RNA aus Blattern von Nicotiana tabacum

RNA wurde mit Hilfe des Qiagen Plant Mini Kits gemaR dem jeweils beiliegenden aktu-
ellen Protokoll aus Tabakblattern gewonnen. Die besten Ausbeuten wurden jedoch erzielt,

wenn statt der angegebenen maximal 100 mg Blattmaterial 150 — 300 mg eingesetzt wurden.

2.2.34 Expressionsstudien anhand des spezifischen Nachweises
von mMRNA durch DNA-Fragmente

Alle Arbeitsschritte, die fur eine Northern-Analyse ndtig waren, wurden gemal Kapitel

11.2.33!und Unterkapiteln durchgefihrt.

| Bpppiyhging
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2.2.35 Expressionsstudien anhand des spezifischen Nachweises

von Proteinen durch Antikorper

2.2.35.1 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen im Polyacryl-
amidgel unter denaturierenden Bedingungen

Die elektrophoretische Auftrennung von
Tabelle 63: 4x Trenngelpuffer

Proteinen im Polyacrylamidgel wurde in Anleh-

Substanz Menge
nung an Lammli, 1970 durchgefiihrt. ___Tris 1.5M
\mmm e m Natriumdodecylsulfat | 0,4 % (w/v)
Proteinextrakte, die wie in Kapitel 12.2.32i pH 8,8 mit Salzs4ure
beschrieben gewonnen worden waren, wurden
je nach GroRe der zu detektierenden Proteine Tabelle 64: Trenngel
, . . , , . Substanz 6 % 7,5 % 10 %
o 0 o, _ s
in 6 %igen, 7,5 %igen oder 10 %igen diskonti 30% Acrylamidisg. |4 mL 5 L —
[T ; ; _ 40% Acrylamidlsg. — — 5mL
nuierlichen denaturierenden Polyacrylamidge Trenngelpuffer Tl Tl ==
; - 15% APS-Losung | 200 L | 200 yL | 200 L
len von 18,5 cm Breite, 7 cm Hohe und 1 mm TENMED 20WL 200 20U
chke aufgetrennt Wasser 10,78 mL | 9,78 mL | 9,78 mL

........... Tabelle 65: 4x Sammelgelpuffer

Substanz Menge
wulnschten Fullhdhe (etwa 1 cm unterhalb der Tris 500 mM
. . . Natriumdodecylsulfat | 0,4 % (w/v)
Zahne des Kamms) zwischen zwei Glasplatten pH 6,8 mit Salzsaure
pH vor jeder Verwendung prufen

mit 1 mm Abstand gegossen, mit Isopropanol

Uberschichtet und das Ausharten abgewartet.

Nach dem Ausharten des Trenngels wurde der Tabelle 66: Sammelgel
Isopropanol entfernt und Sammelgele wie in Substanz Menge |
______________________ 30% Acrylamidlésung 1 mL
Tabelle 65!undiTabelle 66 beschrieben herge- Sammelgelpuffer 2,5 mL
15% Ammoniumperoxodisulfatiésung | 100 yL
stellt. Mit dieser Lésung wurde das verbleiben- TEMED 20 pL
Wasser 6,38 mL

de Volumen zwischen den Glasplatten voll-

standig aufgefillt und der Kamm zur Erzeu-
Tabelle 67: Laufpuffer

gung von Taschen eingesteckt. Nachdem auch

Substanz Menge
das Sammelgel ausgehartet war, wurden die GTI;CSin 253&‘""
Silikondichtung zwischen den Glasplatten und Natriumdodecyisulfat | 1 % (w/v)

der Kamm vorsichtig entfernt, das Gel zwischen den Glasplatten in eine Laufkammer einge-

Die Taschen wurden mit den Proteinextrakten beladen und das Gel bei 12 W so lange

unter elektrische Gleichspannung mit Pluspol am unteren Ende des Gels gesetzt, bis das

rausgelaufen war.



Teil 2;: Material und Methoden 127

Proteine wie in Kapitel i2.2.35.2 beschrieben auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran

Ubertragen werden.

Zur Grolenabschatzung der Proteine in
Tabelle 68: Protein-GroRenstandard

den Extrakten wurde eine Tasche des Gels mit

i [Ungefihres Molekulargewicht
einem GroRenstandard beladen. Ublicherweise gg ::gz
wurde dazu die BenchMark™ Prestained Pro- 90 kDa
tein Ladder der Firma GibcoBRL Life Techno- gg EB?
logies verwandt. Dieser Standard setzt sich aus gg ::82
farbstoffgekoppelten Proteinen mit den in fg Egi
:j'_-a_-b-éljé_-_-@-&-: angegebenen GroRen zusammen. 10Da

Wegen der gekoppelten Farbstoffe variiert das exakte Molekulargewicht in Abhangigkeit von

der jeweiligen Charge etwas und ist dem jeweils mitgelieferten Datenblatt zu entnehmen.

2.2.35.2 Ubertragung von gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen
auf proteinbindende Membranen

Der Transfer von Proteinen aus Polyacry-
Tabelle 69: Blottingpuffer

lamidgelen auf proteinbindende Membranen

Substanz Menge
wurde in Anlehnung an Kyhse-Andersen (1984) Tris 25 mM
Glycin 200 mM
durchgef[jhrt_ Methanol | 20 % (v/v)
Als proteinbindende Medien kamen Ni- -
|~ Graphitelektrode
trocellulose und PVDF zum Einsatz, wobei 2 Lagen Filterpapier
; , one — Gel
PVDF wegen der hoheren Bindekapazitat be- \gﬂﬁmbranF'lt _
vorzugt wurde, I - ooen Fiterpapier

FlieBpapier (MN 218 B, Macherey & Na-

gel) und Nitrocellulosemembran wurden in Blot-

Abbildung 58: Schematische Darstellung einer
Western-Blot-Apparatur

eingelegt. Die PVDF-Membran mufl}te vor der Verwendung in Methanol aktiviert werden,
bevor sie ebenfalls in Blottingpuffer eingelegt und fur mindestens 5 min aquilibriert wurde. Mit

den angefeuchteten Membranen, Papieren und dem Gel wurde eine Anordnung wie in

gefahren werden.
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2.2.35.3 Spezifische Detektion von Proteinen auf proteinbindenden
Membranen mit Hilfe von Antikorpern

Zur immunologischen Detektion von Pro-
Tabelle 70: Antikorper

teinen auf Nitrocellulose- oder PVDF-

Antikorper Eigenschaften

Membranen muften zunachst die freien Binde- primarer monoklonaler Maus-

Antikérper, Klon 9E10, bezogen von
stellen der Membranen durch mindestens c-myc Santa Cruz. Verdnnung 1:250,

Inkubation bei Raumtemperatur tber
zweistiindige Inkubation in Blockierldsung unter __ Nacht

primarer polyklonaler Kaninchen-

permanentem Schwenken abgesittigt werden. mJak2 Antikbrper, bezogen von Santa

Cruz. Verdliinnung 1:750, Inkubation
bei 4 °C Uber Nacht

Die Inkubationszeiten der folgenden Prozedur - = ——
sekundarer Antikorper zur Biolumi-

i ; e ; ; Anti-Maus-19G, | o oz detektion von Mausantikor-
variierten je nach Antikdérper und sind in der Peroxidase- " ,
___________ Konjugat pern, Verdinnung 1:10000, Inkuba-

tion bei Raumtemperatur 2 h
sekundarer AntikOrper zur Biolumi-
neszenzdetektion von Kaninchenan-
tikérpern, Verdiinnung 1:5000,
Inkubation bei Raumtemperatur 2 h

. Anti-Kaninchen-
aufgefuhrt. IgG, Peroxida-
se-Konjugat

Grundsatzlich wurden die Priméarantikor-

wlnschten Verdlinnung unter permanentem

. . ys . . Tabelle 71: 10x TBS-Stammldsung
Schwenken fiir die nétige Zeit und bei der vor-

Substanz Menge
gegebenen Temperatur auf den Membranen Tris 500 mM
i . L. . Lo Natriumchlorid 1,5M
inkubiert. Danach folgten drei je funfmindtige pH 7,4 mit Salzsaure
. o jmmeemmmm=e- . fr TBS-T der verdiinnten Lésung 0,1% (v/v) Tween-20

Waschschritte in TBS-T Q‘I’_al_)_e_ll_e_ 71) und zwei zufiigen
Waschschritte in TBS, bevor die Membranen
fur zwei Stunden bei Raumtemperatur mit
ebenfalls in Blockierlosung verdiinnten Peroxi- Tabelle 72: Blockierlgsung

_ P - s ; _ Substanz Menge
dase-konjugierten Sekundarantikérpern inku Magermilch 59% (wiv)
biert wurden. Nach dreimaligem Waschen in R'”derser%’;‘:r']bi‘:]ﬂgs“/" (Wh)

TBS-T und dreimaligem Waschen in TBS wur-
de das ECL+-Kit der Firma Amersham Pharmacia angewandt um mittels der bei der Peroxi-
dase-Reaktion entstehenden Biolumineszenz die gebundenen Antikorper zu detektieren. Zur
sparsamen Verwendung der ECL-LAsung wurden die Membranen mit der proteinbeschichte-
ten Seite nach unten auf Tageslichtprojektorfolien gelegt, auf die zuvor die ECL-Lésung auf-
gebracht worden war, und wahrend der vorgeschriebenen Inkubationszeit standig leicht hin
und her bewegt

Zur Detektion wurden die so behandelten Membranen fur 1 min bis 12 h auf Rontgen-
filmen (Cronex 10T, Sterling Diagnostic Imaging Inc., Newark, USA) exponiert und diese

fachgerecht entwickelt.
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2.2.35.4 Farbung von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen im Po-
lycrylamidgel

Zur Anfarbung elektrophoretisch aufge-
Tabelle 73: Fixierlésung

trennter Proteine im Polyacrylamidgel erfolgte

Substanz Menge

zunachst eine Fixierung der Proteine im Gel Isopropanol | 25 % (v/v)
Essigsaure | 10 % (v/v)

durch 30-minitiges Schwenken in Fixierlésung

Inkubation in Comassie-Farbelosung (Tabelie: Tabelle 74: Coomassie-Farbeldsung

74} fir mindestens 2h unter dauerndem Substanz Menge
Essigsaure 10 % (v/v)

Schwenken durchgefiihrt. Der (Uberschissige Coomassie Brilliant Blue G-250 | 0,006 % (w/v)

Farbstoff wurde durch mehrfaches Waschen in
10 %iger Essigsaure aus dem Gel entfernt und das Gel mit einem Durchlichtscanner wie in

Kapitel 1.2.35beschrieben dokumentiert.

2.2.35.5 Farbung von Proteinen auf Nitrocellulose- oder PVDF-

Membranen

Proteinbindende Membranen konnten
Tabelle 75: Ponceau-Farbebad

unmittelbar nach dem Elektrotransfer gemaf

Substanz Menge
-------- 1

Kapitel 2.2.35.2:gefarbt werden, um den Erfolg Essigsaure | 1 % (v/v)
Ponceau S | 0,5 % (w/v)

der Proteintbertragung zu Uberprifen. Dazu

Danach wurde der (berschiissige Farbstoff mit demineralisiertem Wasser so weit entfernt,

bis deutlich angefarbte Proteinbanden hervortraten. Auf diese Weise angefarbte Membranen

Da der eingesetzte Farbstoff Ponceau-S die Bindung von Antikdrpern an ihre Zielpro-
teine negativ beeinflul3t, muBBten die Membranen durch mehrfaches Waschen in TBS oder

TBS-T vollstéandig entfarbt werden, bevor mit der Prozedur der spezifischen Detektion von

2.2.35.6 Entfernung von Antikorpern auf proteinbindenden Membranen

Antikérper, die im Zuge der in Kapitel

\ Tabelle 76: Striplosung
2.2.35.3:1beschriebenen Prozedur auf Nitrocel-

-------- Substanz Menge
lulose- oder PVDF-Membranen aufgebracht Tris 62,5 mM
Natriumdodecylsulfat 2%
worden waren und an spezifische Proteine ge- 2-Mercaptoethanol 0,7 %
pH 6,7 mit Salzsaure

bunden hatten, konnten durch Schwenken in

Striplésung (Tabelle 76) bei 50 °C fiur 60 min wieder entfernt werden. AnschlieRend konnten
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dieser Waschungen gingen allerdings etwa 10 % der Proteinmenge auf der Membran verlo-

ren.

2.2.36 Fotografische Dokumentation und Bildbearbeitung

angegeben.

Polyacrylamidgele, Rontgenfilme und angefarbte proteinbindende Membranen wurden

mit dem in 1.2.35 erwahnten Durchlichtscanner dokumentiert.

2.2.37 Rechnergestiitzte Analyse von Nukleinsaure- und Protein-
sequenzen

Die fur die rechnergestitzte Analyse von Sequenzdaten verwandte Software wurde in

Kapitel 1.2.36beschrieben.
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2.3 Ergebnisse

2.3.1 BLAST-Suche nach Jak2- und StatS5b-homologen Genen in
Arabidopsis thaliana

Voraussetzung fiir die Etablierung der Jak-Stat-Signaltransduktion als induzierbares
Expressionssystem in Tabak war, dal® keine Proteine gleichartiger Funktion im pflanzlichen

System existieren. Daher wurde zunachst ein Sequenzvergleich mit der Arabidopsis thalia-

ihrer Vollstandigkeit ausgewahit.

Der Vergleich der Proteinsequenz des Erythropoietinrezeptors mit der Datenbank er-
gab nur sehr schwache Ahnlichkeiten zu einem unbekannten Protein (At1g62760). Diese
Homologie erstreckte sich auf die intrazellulare mit mJak2 interagierende Domane.

Der Vergleich der Proteinsequenz von mdak2 mit der Datenbank ergab innerhalb der
Kinasedomane signifikante Homologien zu Proteinkinasen verschiedener Typen (At1g56140,
At1g11300, At5g03730, At4g08500), aullerhalb der Kinasedomane wurden nur schwache
Homologien zu unbekannten Proteinen gefunden. Dieses Ergebnis wurde nicht als kritisch
erachtet, da die Spezifitat von Kinasen nicht von der generell konservierten Kinasedomane
abhangig ist.

Der Vergleich der Proteinsequenz von Stat5b mit dieser Datenbank ergab sehr schwa-
che Ahnlichkeiten zu kinesinartigen Proteinen (At1973860, At1g18410) und einer vermutli-
chen schweren Myosinkette (At2g32240).

Aufgund dieser Suchergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dal} in Pflanzen
keine zu Jak2 und Stat5b homologen Proteine existieren. Die Abwesenheit von Stat5b-
ahnlichen Transkriptionsfaktoren im Genom von Arabidopsis thaliana legte die Vermutung
nahe, daR durch die Uberexpression von Stat5b keine unerwiinschten Eingriffe in die pflanz-

liche Genregulation erfolgen.

2.3.2 Transiente Expressionsstudien zur Funktionalitat der Jak-
Stat-Signaltransduktion im pflanzlichen System

Um bereits zu Beginn des Projekts rasch beurteilen zu kénnen, ob die Signaltransduk-
tionskomponenten, die fur die Etablierung eines induzierbaren Expressionssystems vorge-
sehen waren, im pflanzlichen System funktionell exprimiert werden kénnen, wurden transien-
te Expressionsstudien mit Hilfe von Protoplasten durchgefiihrt.

Dazu wurden Protoplasten aus Zellkulturen des Nicotiana tabacum-Kultivars bright yel-

sowie den beiden Effektorplasmiden pUCA7-mJak2 und pUCA7-Stat5b*VP16 in unterschied-
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lichen Kombinationen transfiziert und die spezifischen Enzymaktivitaten der B-Glucuronidase
gemessen.

Um die Spezifitat der Aktivierung durch die Effektorplasmide zu zeigen, wurde das
Kontrollplasmid pUC19-as-1-GUS zusammen mit den Effektorplasmiden eingesetzt. Der
Promotor dieses Kontrollplasmids enthalt ein einzelnes as-7-Element, das in Protoplasten
eine konstitutive Aktivierung vermittelt.Damit diente es gleichzeitig als Positivkontrolle.

Das Plasmid pUCA7-TetR, das fir die Expression des bakteriellen Tetracyclin-
Repressors codiert, wurde als Plasmid zur Negativkontrolle eingesetzt, um unspezifische

Effekte der Signaltransduktionskomponenten Jak2 und Stat5b*VP16 einschatzen zu kénnen.

Die Klonierung der Plasmide erfolgte wie in Kapitel 2.2.51beschrieben. Die Expressi-

onskassetten der Plasmide pTT-3xas-1-GUS/INT, pUCA7-mJak2 und pUCA7-Stat5b*VP16

stellt.
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GAS #2 GRS 73
GAS#1  TATA GUS

Poly-A 355

Abbildung 59: Expressionskassette des Reporterplasmids p3xGAS-TT-GUS/INT

Das pUC-Derivat p3xGAS-TT-GUS/INT enthalt drei Kopien der Erkennungsstelle fiir Stat5b*VP16 (GAS-Elemente, offene
Pfeile) oberhalb eines Minimalpromotors mit TATA-Box (TATA) und das B-Glucuronidasegen mit Intron als Reportergen

(codierende Regionen in orangefarbener Markierung). Das Polyadenylierungssignal (PolyA) stammt aus dem CaMV 35S-
Gen.

-Promotor
TATA

) il

Abbildung 60: Expressionskassette des Plasmids pUCA7-mJak2

mJ§k2 PolyA ocs

Das Plasmid pUCA7-mJak2 enthélt das Jak2-Gen aus Mus musculus (codierende Region beginnend mit dem Translations-
start orange markiert) einschlieBlich der 5’-untranslatierten Region (285 bp) und der 3’-untranslatierten Region (547 bp),
unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors (Markierung in violett). TATA: TATA-Box. Das Polyadenylierungssignal (Po-
lyA) stammt aus dem Gen der Octopinsynthase aus Agrobacterium tumefaciens.

[CaMV 355-Promotor
TATA  myc myc myc

. PolyA ocs

Abbildung 61: Expressionskassette des Effektorplasmids pUCA7-Stat5b*VP16

Das Plasmid pUCA7-Stat5b*VP16 enthalt ein modifiziertes Stat5b-Gen aus Mus musculus (codierende Region beginnend
mit dem Translationsstart orange markiert), dessen eigene Aktivierungsdomane durch die starkere Herper simplex VP16-
Aktivierungsdomane (grin markiert) ersetzt wurde und das mit drei myc-Tags (blau markiert) fusioniert wurde. Das
Stat5b*VP16-Gen wurde zur starken Expression in Pflanzen unter die Kontrolle des CaMV 35S-Promotors gesetzt. TATA:

TATA-Box. Das Polyadenylierungsignal (PolyA) stammt aus dem Gen der Octopinsynthase aus Agrobacterium tumefaci-
ens.
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die mit dem 3><GAS-GUS-ReporterpIasm|d alleine oder in Kombination mit dem fiir die Jak-
Stat-Signaltransduktion irrelevanten Plasmid pUCA7-TetR sehr gering. Auch die Expression
der Januskinase Jak2 mit dem Reporterplasmid flihrte zu keiner Aktivierung. Hingegen wird
der 3xGAS-Promotor bei der gleichzeitigen Expression von Jak2 und Stat5b stimuliert und
die Enzymaktivitat der B-Glucuronidase steigt auf Werte, die ahnlich der Aktivitat sind, die
durch das in Protoplasten konstitutive as-71-Element vermittelt wird. Diese Aktivierung durch
Jak2 in Abwesenheit eines Rezeptors entspricht dem Ergebnis, das aufgrund der Daten von

Barahmand-Pour et al. (1998) zu erwarten gewesen ware.
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Abbildung 62: B-Glucuronidaseaktivitit in einer transienten Expressionsstudie mit Protoplasten

Zur Prifung der funktionellen Expression von Jak2 und Stat5b*VP16 in Pflanzenzellen wurden diese Proteine transient in
Nicotiana tabacum BY-2-Protoplasten wie in Kapitel 2.2.27.1 exprimiert und die B-Glucuronidaseaktivitat in Proteinextrakten
der Protoplasten zwei Tage nach der Transfektion gemessen. Es wurden jeweils 20 ug des Reporterplasmids bzw. der
Positivkontrolle as-7-GUS und 50 ug der Effektorplasmide und dr Negativkontrolle TetR gemeinsam mit 100 ug Herings-
sperma-DNA (HSP) eingesetzt.

Dieser Versuch zeigt dreierlei:

Erstens ist in Tabak kein Transkriptionsaktivator vorhanden, der unter den gegebenen
Bedingungen eine Aktivierung der y-Interferon-aktivierten Sequenz vermittelt.

Zweitens ist in Tabak keine Signaltransduktionskomponente vorhanden, die in Anwe-
senheit von Jak2 aktiviert wird und Uber die y-Interferon-aktivierten Sequenz die Transkripti-
on stimuliert.

Drittens scheinen Jak2 und Stat5b in Tabak funktionell exprimiert werden zu kénnen
und Uber den bekannten Mechanismus der konstitutiven Aktivierung bei Uberexpression von
Jak die Transkription vermittels der y-Interferon-aktivierten Sequenz stimulieren zu kénnen.

Da in diesem Versuch die Eigenschaften des 3xGAS-Promotors bei Expression von

StatSb ohne Jak2 nicht untersucht wurden, wurde ein weiteres Experiment vorgenommen.

pression von Stat5b ohne Jak2 keine Akthlerung des GAS-Elements bewirkt. Weiterhin kann

die Aktivierung des Reportergens nur durch GAS-Elemente in korrekter Orientierung erfol-
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gen. Gegenlber dem ersten Versuch ist allerdings die Aktivierung der B-Glucuronidase in
Gegenwart von Jak2 und Stat5b um ein Vielfaches geringer. Da dies auch fir die Enzymak-
tivitdten gilt, die durch das as-71-Element vermittelt werden, ist anzunehmen, dal® sich die
geringere Expression beider Effektoren, Jak2 und Stat5b, stark auf die Aktivierung des GAS-

Elements auswirkt.
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Abbildung 63: B-Glucuronidaseaktivitit in einer transienten Expressionsstudie mit Protoplasten

Zur Prifung der funktionellen Expression von Jak2 und Stat5b*VP16 in Pflanzenzellen wurden diese Proteine transient in
Nicotiana tabacum BY-2-Protoplasten wie in Kapitel 2.2.27.1 exprimiert und die B-Glucuronidaseaktivitat in Proteinextrakten
der Protoplasten zwei Tage nach der Transfektion gemessen. Zur Kontrolle wurde neben einem Reporterplasmid mit dem
3xGAS-Promotor (GAS(+)) ein weiteres Plasmid eingesetzt, bei dem der 3xGAS-Promotor in reverser Orientierung vor das
B-Glucuronidasegen kloniert worden war (GAS(—)).Es wurden jeweils 20 ug des Reporterplasmids bzw. der Positivkontrolle
as-1-GUS und 50 ug der Effektorplasmide gemeinsam mit 100 ug Heringssperma-DNA (HSP) eingesetzt.

Moglicherweise ist hat sich in diesem Versuch bereits teilweise der veranderte Status
der BY-2-Zellkulturen bemerkbar gemacht, der in der Folge dazu gefihrt hat, dal® in zahlrei-
chen transienten Expressionsstudien keinerlei B-Glucuronidaseaktivitdt mehr gemessen
werden konnte. Daher konnten keine Versuche mehr durchgeflhrt werden, bei denen die
Funktion des Erythropoietinrezeptors untersucht wurde.

Mit den Ergebnissen der beschriebenen Versuche, konnte davon ausgegangen wer-
den, dal die Signaltransduktionskette in Pflanzen funktionell ist. Daher wurde mit der stabi-

len Transformation von Tabakpflanzen fortgefahren.

2.3.3 Strategie zur Etablierung der Jak-Stat-Signaltransduktions-
kette in Nicotiana tabacum

Zur Transformation der drei Signaltransduktionsgene und des Reportergens in Tabak
sollte so vorgegangen werden, dal® zunachst das Reportergen gemeinsam mit dem Gen flr
den Transkriptionsfaktor StatSb*VP16 transformiert wird. Als zweite Signaltransdukti-
onskomponente sollte die Januskinase Jak2 folgen. Zum Abschluf} sollte die Signaltransduk-

tionskette durch Einkreuzen des Erythropoietinrezeptors vervollstandigt werden. Ein Ablauf-
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dargestellt.

T-DNA mit Reportergen T T-DNA mit 35S-
und 35S-Stat5b*VP16 (ieaiiete Ueloeuim ShLY Erythropoiteinrezeptor

L Transformation * Transformation i

Stat-Reporter-Pflanzen | EpoR-Pflanzen

* Prifung der Expression von Stat5b*VP16
* Prifung der Proteinsynthese von Stat5b*VP16 » Prifung der Expression des Erythropoietinrezeptors
* Prifung der Expression des Reportergens

Stat5b-positiv
Reportergen negativ,
Transformation i

| Jak-Stat-Reporter-Pflanzen I

T-DNA mit 35S-Jak2 Expression positiv

* Priifung der Expression von Jak2
* Priifung der Proteinsynthese von Jak2
» Prifung der Expression des Reportergens

Jak2 positiv
Reportergen positiv durch Autoaktivierung
oder negativ

Kreuzung ) Legende
Konstrukte
EpoR-Jak-Stat-Reporter-Pflanzen I
- Prifung der Expression aller Signaltransduktionskomponenter Charakterisierung
 Induktionsversuche mit Erythropoietin -
L Priifung der Expression des Reportergens Entscheidungen

Abbildung 64: Ablaufplan zur Herstellung eines auf der Jak-Stat-Signaltransduktion basierenden induzierbaren
Expressionssystems

Die Bedeutung der Farben ist in der Legende rechts unten dargestellt.

Dieses Vorgehen, die Signaltransduktionskette ,von hinten nach vorne“ aufzubauen,
ermoglichte es, die Auswirkungen der jeweils eingebrachten neuen Signaltransduktionskom-
ponenten auf die Expression des Reportergens zu kontrollieren. So konnte anhand der er-
sten Transformanden von Stat5b*VP16 mit dem Reportergen abermals kontrolliert werden,
ob nicht doch eine ungewollte Transkription des Reportergens in Pflanzen auftritt.

Nach der Transformation der Januskinase sollte die nach den Ergebnissen von

erwartende konstitutive Aktivierung der Signaltransduktionskette nachweisbar sein. Jedoch
sollte der eingekreuzte Erythropoietinrezeptor im uninduzierten Zustand die Uberschissigen
Jak2-Proteine, die fur die konstitutive Aktivierung verantwortlich sind, durch Bindung (siehe
solche Wirkung des Erythropoietinrezeptors jedoch nicht nachgewiesen wurde, ist das Er-

gebnis dieses Versuchs offen. sodal} eine Hintergrundaktivitat verbliebe.
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Daher sollte, neben den konstitutiv aktiven transgenen Jak-Stat-Linien auch solche flr
die Kreuzung mit dem Erythropoietinrezeptor verwendet werden, bei denen aufgrund gerin-
gerer Jak2-Mengen keine Aktivitat des Reportergens nachweisbar ist. Deren Kreuzungspro-
dukte hatten zwar vermutlich eine geringere Expressionsstarke, wiirden aber keine Hinter-

grundaktivitat aufweisen und somit ein brauchbares Expressionssystem besitzen.

2.3.4 Transformation von Nicotiana tabacum mit einem 35S-
Stat5b*VP16-Konstrukt und dem 6xGAS-GUS-Reporter

Um die Anzahl an Transformationen oder Kreuzungen mdglichst gering zu halten, wur-
den das Reporterkonstrukt 6xGAS-TT-GUS/INT und die erste Signaltransduktionskompo-

CaMV 35S-Promotor GAS #3  GAS 71
Stat5b*VP16 GAS #2 GAS #2 .
TATA myc GAS #1 GAS #3 right B;order
myc TATA PolyA 35S nos promotor
Jleft Border myc PolyA ocs GUS KmR

VP16 | gus/ntron l PolyA nos l IC

Abbildung 65: T-DNA-Region des Plasmids pBIN6xGAS-GUS/INT-A7-Stat5b*VP16 (pB6GGS)

Das pBIN19-Derivat pBIN6xGAS-GUS/INT-A7-Stat5b*VP16 (pB6GGS) enthalt ein modifiziertes Stat5b-Gen, dessen eigene
Transaktivierungsdoméane durch die Herpes simplex VP16-Aktivierungsdoméane (griin markiert) ersetzt wurde und das mit
drei myc-Tags (blau markiert) fusioniert wurde, unter der Kontrolle des 35S-Promotors (violett markiert). Hinter dem Polya-
denylierungssignal des ocs-Gens aus Agrobacterium tumefaciens befindet sich das B-Glucuronidasegen mit Intron unter der
Kontrolle eines Minimalpromotors mit 6 Kopien der Erkennungsstelle fir StatSb (GAS-Element). Dle codierenden Sequen-
zen sind beginnend mit dem Transkriptionsstart orangefarben markiert. Die T-DNA besitzt eine Expressionskassette fur die
Kanamycinresistenz. Linke und rechte Signalsequenz der T-DNA sind gelb dargestellt. TATA: TATA-Box.

mRNA auf. AulRerdem wurde eine Bande hoéheren Molekulargewichts detektiert (nicht ge-
zeigt). Mit der B-Glucuronidasesonde wurden in den transgenen 6GGS-Linien zwei
Transkripte nachgewiesen: Das kleinere, nur sehr schwach exprimierte Transkript entspricht
der GroRe nach dem Signal der B-Glucuronidase in den Positivkontrollen 35S-GUS und
UF9-13. Das grofere Tanskript entsprach in seinem Molekulargewicht der bereits mit der
Stat-Sonde hybridisierenden hochmolekularen Bande. Dies weist auf eine unvollstandige
Beendigung der Transkription durch das dem StatSb-Gen folgende ocs-
Polyadenylierungssignal hin, so dalR ein langes Transkript mit StatSb- und
B-Glucuronidasesequenzen gebildet wurde. Die Menge dieses langen Transkripts betrug
etwa 10 % der korrekt terminierten mRNA von StatSb*VP16 (Daten nicht gezeigt).
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Wie Erfahrungen in unserer Arbeitsgruppe bereits zeigten, ist die zusatzliche
Transkription eines zweiten Gens aufgrund von unvollstandiger Prozessierung am Polyade-
nylierungssignal kritisch zu sehen (Markus Kuhlmann, persénliche Mitteilung). Es liegen
auch Berichte vor, bei denen nach der Aktivierung eines induzierbaren Transgens ein zwei-
tes, konstitutiv exprimiertes Gen wegen ungenligender Prozessierung am Polyadenylie-

rungssignal inaktiviert wurde.
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Abbildung 66: Analyse der 6GGS-Linien

Oberer Teil: Transkriptionsanalyse von unabhangigen transgenen Tabaklinien aus der Transformation mit dem Plasmid
pB6GGS. Jeweils 10 pg Gesamt-RNA der angegebenen Linien wurden in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt
und auf eine Nylonmembran transferiert. Die mRNA von Stat5b und der B-Glucuroniase wurden durch aufeinanderfolgende
Hybridisierungen mit radioaktiv markierten DNA-Sonden wie in Kapitel 2.2.34 beschrieben nachgewiesen. EtBr: Ethidium-
bromidbild der 28S rRNA

Unterer Teil: Quantitative Bestimmung der [I-Glucuronidaseaktivitdt. 100 mg Blattmaterial derselben Pflanzen wurden geern-
tet und in Proteinextrakten dieser Proben die B-Glucuronidaseaktivitat wie in Kapitel 2.2.31 beschriebenbestimmt.

SNN ist die Ausgangslinie fiir die Transformation. 35S-GUS wurde als Positivkontrolle aufgetragen. UF9-13 ist eine trans-
gene Tabakliunie, welche ein B-Glucuronidasegen mit einem myc-Tag unter der Kontrolle eines schwachen Promotors
exprimiert.

gefuhrt, um eine ungewollte Aktivierung des 6xGAS-Promotors durch die Anwesenheit von
Statbb*VP16 auszuschlielen. Wie nach den Ergebnissen aus den transienten Expressions-
studien zu erwarten, traten in keiner der hier Uberpriften Linien B-Glucuronidaseaktivitaten
auf, die auf ein solches Phanomen hinweisen.

Weiterhin wurde die Anwesenheit des Statbb*VP16-Proteins mittels des am Protein
vorhandenen dreifachen myc-Tags durch einen monoklonalen c-myc-Antikdrper nachgewie-
mit dem myc-Tag versehenen, rechnerisch 95 kDa groften Stat5b*VP16-Proteins in den Li-
nien #3, #4, #21 und #33 nachgewiesen werden; in den Linien #6 und #11 war die Expressi-
on schwacher und in allen anderen untersuchten Linien sehr schwach oder nicht nachweis-
bar. Auffallig ist ein etwa 10 kDa kleineres prominentes Abbauprodukt, das in nahezu ebenso

hohen Konzentrationen wie das vollstandige Stat5b*VP16-Protein ist.
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Abbildung 67: Nachweis des Stat5b*VP16-Proteins in 6GGS-Linien durch einen monoklonalen Antikorper gegen
c-myc

Proteinexpressionsanalyse. Denaturierte Proteinextrakte aus jeweils 100 mg Blattmaterial der angegebenen transgenen
Tabaklinien wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und nach Ubertragung auf eine Nitrocellulosemembran mit 1:200
verdiinntem monoklonalem c-myc-Antiserum tber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion erfolgte nach zwei-
stindiger Inkubation mit einem 1:15000 verdiinnten Anti-Maus-lgG-Peroxidase-Konjugat mit Hilfe des ECL-Systems durch
20-minutige Exposition auf einen Rontgenfilm. SNN ist die Ausgangslinie fir die Transformation. 35S-GUS wurde als Nega-
tivkontrolle aufgetragen. UF9-13 ist eine transgene Tabakliunie, welche ein B-Glucuronidasegen mit einem myc-Tag unter
der Kontrolle eines schwachen Promotors exprimiert und diente als Positivkontrolle.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden die Linien 6GGS#3, 6GGS#4 und 6GGS#21 wei-

ter kultiviert, die anderen Linien wurden verworfen.

2.3.5 Transformation von Nicotiana tabacum 6GGS mit einem
35S-Jak2-Konstrukt

Fir die Transformation der transgenen 6GGS-Linien #3, #4 und #21 mit Jak2 gemaf

onsstart des mJak2-Gens lag eine 285 bp lange untranslatierte Region, die im Anhang (Kapi-
tel "9‘-_33 abgebildet ist. Aus den Transformationen mit diesem Vektor ging eine grof3e Anzahl
an Sprossen hervor, von denen 30 jeder Transformation zu Pflanzen herangezogen wurden.
Jeweils 23 dieser 6GGS-mJak2-Pflanzen wurden durch Nachweis der mRNA von mJak2

charakterisiert.

CaMV 355-Promotor .
TATA nos-Promotor HYgR  right Border

|Ieft Border mJak2 PolyA ocs PolyA ocs

) I ——— ) |
» \ 1

Abbildung 68: T-DNA-Region des Plasmids

Das pBINHygA7-Derivat pBINHygA7-mJak2 enthélt das Gen fiir Jak2 aus Mus musculus (codierende Region beginnend mit
dem Translationsstart orange markiert) einschlieRlich der 5’-untranslatierten Region (285 bp) und der 3’-untranslatierten
Region (547 bp), unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors (violett markiert). Das Polyadenylierungssignal (PolyA)
stammt aus dem Gen der Octopinsynthase aus Agrobacterium tumefaciens. Die T-DNA besitzt eine Expressionskassette
fur die Hygromycinresistenz. Linke und rechte Signalsequenz der T-DNA sind gelb dargestellt. TATA: TATA-Box.

gezeigt. Bei der Hybridisierung mit einer mJak2-Sonde wurde ein undeutliches Signal detek-
tiert, das sich Uber einen groRen Bereich verschiedener Molekulargewichte erstreckte und

teilweise niedermolekulare Banden erkennen liel. Im Gegensatz dazu ergibt die Hybridisie-
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rung mit der StatSb-Sonde wohldefinierte Signale. Die Qualitdt der RNA-Praparation war
daher gut, was auch durch das klare Abbild der rRNA in der Ethidiumbromidfarbung bestatigt
wird. Diese Ergebnisse sind so zu interpretieren, dald3 eine Transkription des mdJak2-
Konstrukts stattfindet, die RNA aber nicht stabil ist.

6GGS#3-Jak2#5
6GGS#3-Jak2#28
6GGS#3-Jak2#29
6GGS#3-Jak2#30
6GGS#3-Jak2#31
6GGS#4-Jak2#31
6GGS#4-Jak2#13
6GGS#21-Jak2#28
6GGS#21-Jak2#30
6GGS#21-Jak2#31
6GGS#21-Jak2#32

SNN Wt

mJak2

Stat5b

28 S rRNA

Abbildung 69: Expression des 35S-mJak2-Konstrukts in verschiedenen Tabak-6GGS-mJak2-Linien

Transkriptionsanalyse von unabhangigen transgenen Tabaklinien aus der Transformation von drei transgenen 6GGS-Linien
mit dem Plasmid pBINHygA7-mJak2. Jeweils 20 ug Gesamt-RNA von mJak2-Transformanden dreier transgener 6GGS-
Linien wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung im denaturierenden Agarosegel und Ubertragung auf Nylonmem-
bran nacheinander mit radioaktiv markierten DNA-Sonden gegen mJak2 und Stat5b hybridisiert. Als Ladekontrolle ist das
Ethidiumbromidbild der 28 S-rRNA aufgetragen. RNA des Wildtyps SNN wurde als Negativkontrolle aufgetragen.

Mit Hilfe von Antikdrpern gegen mJak2 wurde analysiert, ob trotz der Instabilitat der
mJak2-mRNA eine Translation und Produktion des mJak2-Proteins erfolgte. Dazu wurden
denaturierte Proteinextrakte 31 Transformanden der Linie 6GGS#3, 27 Transformanden der
Linie 6GGS#4 und 29 Transformanden der Linie 6GGS#21 gelelektrophoretisch aufgetrennt,
auf Nitrocellulosemembran Ubertragen und diese Membranen mit dem mJak2-Antikdrper
behandelt.

121 kDa grofte mJak2-Protein zu erwarten ware. Abgesehen von den auch im untransfor-
mierten Wildtyp auftretenden Hintergrundbanden konnte durch den Antikérper kein Jak2-
Protein nachgewiesen werden. Eine Synthese der Januskinasen fand also offensichtlich

nicht statt.
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Abbildung 70: Versuch zum Nachweis des mJak2-Proteins durch einen polyklonalen Antikérper gegen mJak2

Denaturierte Proteinextrakte aus jeweils 100 mg Blattmaterial der angegebenen transgenen Tabaklinien wurden durch
Geleklektrophorese aufgetrennt und nach Ubertragung auf eine Nitrocellulosemembran mit 1:750 verdiinntem polyklonalem
mJak2-Antiserum Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Detektion erfolgte nach zweistiindiger Inkubation mit einem 1:5000
verdinnten Anti-Kaninchen-lgG-Peroxidase-Konjugat mit Hilfe des ECL-Systems durch 30-minltige Exposition auf einen
Roéntgenfilm.

2.3.6 Transiente Expressionsstudien zur Verbesserung der Ex-
pression von mJak2

Zur Verbesserung der Stabilitdt der mRNA und der Translation von mJak2 mufdte das
mJak2-Gen modifiziert werden. Dazu kamen zwei MaRnahmen in Betracht:

Erstens die Verklrzung der langen untranslatierten Regionen zwischen dem codieren-
den Bereich von mJak2 und dem Promotor beziehungsweise Terminator. Da die Stabilitat
der mRNA auch durch ihre Translationseffizienz bestimmt wird, sollte dies dazu dienen, das
Auffinden des Start-Codons durch die Ribosomen zu erleichtern und so die Effizienz der
Translationsinitiation zu steigern.

Zweitens die Optimierung der Codons flr das pflanzliche System. Wegen der GréRke
des codierenden Bereichs von 3138 bp und des daraus resultierenden Aufwands zur Codon-
optimierung wurde von der letzteren Mdglichkeit abgesehen.

Um die Wirksamkeit der Verkurzung der untranslatierten Regionen in transienten Ex-
pressionsstudien testen zu kdnnen, wurden die Plasmide pRT106-mJak2tausch und pUCA7-
im wesentlichen in der Lange der 5’-untranslatierten Region. Sie betragt im Plasmid pRT106-
mJak2tausch 76 bp und im Plasmid pUCA7-mJak2tausch 16 bp. Die Expressionskassetten

72ischematisch dargestellt. Die untanslatierten Regionen sind im Anhang (Kapitel 8.3} abga-

[

bildet.
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-Promotor

TATA PolyA 35

Abbildung 71: Expressionskassette des Plasmids pRT606-mJak2tausch

Das pRT-Derivat pRT606-mJak2tausch enthalt zwischen dem CaMV 35S-Promotor (violett markiert) und der codierenden
Region desJak2-Gens aus Mus musculus (beginnend mit dem Translationsstart orange markiert) eine 76 bp lange untrans-
latierte Region. TATA: TATA-Box. Das Polyadenylierungssignal (PolyA) stammt aus dem CaMV 35S-Gen.

-Promotor
/,TATA

PolyA ocs

Abbildung 72: Expressionskassette des Plasmids pUCA7-mJak2tausch

Das Plasmid pUCA7-mJak2 enthalt zwischen dem CaMV 35S-Promotors (violett markiert) und der codierenden Region des
Jak2 Gens aus Mus musculus (beginnend mit dem Translationsstart orange markiert) eine 16 bp lange untranslatierte
Region. TATA: TATA-Box. Das Polyadenylierungssignal (PolyA) stammt aus dem Gen der Octopinsynthase aus Agrobacte-
rium tumefaciens.

2.3.6.1 Ergebnisse zur Stabilitat und Funktionalitat der verbesserten
Jak2-Konstrukte

Zunachst sollte in transienten Expressionsstudien Uberprift werden, ob die Verklrzung
der untranslatierten Regionen zu einer verbesserten Stabilitdt der Jak2-mRNA und damit zu
einer optimierten Funktionalitat gefihrt hatte. Dazu wurden die Plasmide pRT106-
mJak2tausch und pUCA7-mJak2tausch in transienten Expressionsstudien gemafR Kapitel

2.2.27.21mit Tabak-Mesophyllprotoplasten aus der transgenen Linie 6GGS#21, die bereits
das Stat-Reporter-Konstrukt enthielt, eingesetzt. Zusatzlich zu der Ublichen Quantifizierung
der B-Glucuronidaseaktivitat folgte eine Analyse der mRNA. Zum Vergleich wurde mRNA
aus stabil transformierten Pflanzen mit dem zuvor hergestellten Jak2-Konstrukt mit den lan-
gen untranslatierten Bereichen herangezogen. Als Ausgangsmaterial flr die Gewinnung der

Protoplasten dienten transgene Pflanzen der Linie 6GGS#21.
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springliche mJak2-Konstrukt mit dem 296 bp

langen untranslatierten Bereich sowohl in der
stabil transformierten Situation als auch in Me-
sophyliprotoplasten instabil und resultierte in
der Produktion grofser Mengen an Abbaupro-
dukten.
Demgegentuber das kleinere
Transkript des Vektors pRT106-mJak2tausch

durch das Auftreten einer deutlicheren Bande

war

gekennzeichnet; dennoch war auch hier ein
Abbau erkennbar. Eine Transkription der
B-Glucuronidase war nur sehr schwach sicht-
bar.

Bei transienter Transformation mit dem
Vektor pUCA7-mJak2tausch, der den kilrze-
sten untranslatierten Bereich besal3, konnte
keinerlei mJak2-Transkript nachgewiesen wer-
den. Interessanterweise fand aber in diesen
die

B-Glucuronidase statt, wie dies bei Anwesen-

Protoplasten Transkription der

heit von funktionellem mJak2-Protein durch
Autoaktivierung zu erwarten gewesen ware
(Barahmand-Pour et al., 1998). Das Signal
erreichte etwa die Starke wie das des langen
Transkripts, das vom 35S-Promotor des
Statsb*VP16-Konstrukts ausging, und lag da-
etwa 10% der Starke des 35S-

Promotors (siehe Kapitel 2.3.4). Dies korreliert

mit bei

Pflanzen Protoplasten

SNN:6GGS#21-mJak2#21

UF9-13

__i SNN:6GGS#21 + pRT106-mJak2t
SNN:6GGS#21 + pUCA7-mJak2t

,3 |sNn:eaas#21 + pUCAT-mJaKk2
" & _f.,

mJak2

Durchlese

Stat5b
Stat5b*VP16.,

Durchlese ]
GUS

GUs
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Abbildung 73: Transkriptionsanalyse von transient
transformierten Tabakprotoplasten

Transkriptionsanalyse. Protoplasten aus Blattme-
sophyligewebe der transgenen Linie 6GGS#21 wurden
mit den angegebenen Plasmiden transfiziert und nach
zweitagiger Inkubation Gesamt-RNA extrahiert. Zur
Kontrolle wurde Gesamt-RNA-Extrakte aus Pflanzen der
transgenen Tabaklinien UF9-13 und SNN:6GGS#21-
mJak2#21 verwandt. UF9-13 ist eine transgene Ta-
bakliunie, welche ein B-Glucuronidasegen mit einem
myc-Tag unter der Kontrolle eines schwachen Promo-
tors exprimiert. Jeweils 20 ug der RNA wurden in einem
denaturierenden Agarosegel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran transferiert. Die mRNA von mJak2,
Statbb und der [B-Glucuronidase wurde durch
aufeinanderfolgende Hybridisierungen mit radioaktiv
markierten DNA-Sonden nachgwiesen.

Um die Expression der B-Glucuronidase auf Proteinebene zu reproduzieren, wurde

dwer Versuch wiederholt. Diesmal wurden jedoch die B-Glucuronidaseaktivitaten gemessen.
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die B-Glucuronidaseaktivitdten bei beiden mit
mJak2-Effektorplasmiden transformierten An-
satzen gegenulber der Kontrolle, die mit einem
fur GFP codierenden Plasmid transformiert
worden war, erhoht. Bei pRT106-mJak2tausch
betrug die Induktion etwa das 2,5-fache, bei
pUCA7-mJak2tausch etwa das flinffache der
Negativkontrolle. Damit war die Funktionalitat
des Konstrukts mit der kirzeren untranslatier-
ten Region besser. Allerdings war die durch
den 6xGAS-Promotor vermittelte B-Glucuroni-
daseaktivitat gegentber der Positivkontrolle,
die mit dem Plasmid pUCA7Tx-GUS transfor-
miert worden war, gering und erreichte bei
Transformation mit dem Plasmid pUCA7-

mJak2tausch nur etwa 12% der durch den Tx-

Promotor (ein modifizierter CaMV  35S-
Promotor) vermittelten Aktivitat.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde
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Abbildung 74: Expressionsstudie zur Funktionalitét
der verbesserten Jak2-Konstrukte

Mesophyllprotoplasten  der transgenen Tabalinie
6GGS#21 wurden mit den angegebenen Plasmiden
transfiziert und die B-Glucuronidaseaktivitaten in Prote-
inextrakten bestimmt. Das Plasmid pAVA353 enthalt
ein 35S-GFP-Konstrukt und wurde als Negativkontrolle
verwandt. Das Plasmid pUCA7Tx-GUS enthalt ein
B-Glucuronidasegen unter der Kontrolle eines modifi-
zierten 35S-Promotors. Es wurden jeweilt 5 ug Plasmid
eingesetzt.

des Vektors

pUCA7-mJak2tausch fiur die Herstellung von transgenen Pflanzen verwandt.
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2.3.7 Transformation von Nicotiana tabacum 6GGS mit einem
verbesserten 35S-Jak2-Konstrukt

Zur Transformation der transgenen Tabaklinien 6GGS#3 und 6GGS#21 mit dem ver-

besserten mJak2-Gen gemaR Kapitel 2.2.26: wurde das Plasmid pBINHygA7-mJak2tausch

| S —— 1

nos-Promotor Hng right Border

PolyAocs

Abbildung 76: T-DNA-Region des Plasmids pBINHygA7-mJak2tausch
Das pBINHygA7-Derivat pBINHygA7-mJak2 enthélt zwischen dem CaMV 35S-Promotors (violett markiert) und der codie-
renden Region des Jak2 Gens aus Mus musculus (beginnend mit dem Translationsstart orange markiert) eine 16 bp lange
untranslatierte Region. Das Polyadenylierungssignal (PolyA) stammt aus dem Gen der Octopinsynthase aus Agrobacterium
tumefaciens. Die T-DNA besitzt eine Expressionskassette fir die Hygromycinresistenz. Linke und rechte Signalsequenz der
T-DNA sind gelb dargestellt. TATA: TATA-Box.

Zur Uberpriifung der Funktion dieses
mJak2-Konstrukts wurden an einigen der bei
der Transformation entstandenen Calli histo-
chemische Farbungen zum Nachweis der
B-Glucuronidaseaktivitat vorgenommen. In et-
wa 10% der Calli trat eine Farbung auf, die auf

eine Aktivierung des 6xGAS-Promotors hin-

stellt. Generell war die Farbeintensitat in den

Calli niemals sehr stark.

Abbildung 75: B-Glucuronidaseaktivitit in Calli aus
der Blattscheibentransformation von SNN:6GGS
mit pBINHygA7-mJak2tausch

Die Calli wurden wie in Kapitel 2.2.30 beschrieben zur
histochemischen Farbung tber Nacht bei 37 °C inku-
biert. Das Chlorophyll wurde anschieend durch mehr-
faches Waschen in Ethanol entfernt.
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Zu einem spateren Stadium der Trans-
formation wurden Calli und die daraus gewach-
senen Sprosse in einer histochemischen Far-
bung miteinander verglichen. Dabei zeigte sich,
dall in Sprossen, die aus Calli mit
B-Glucuronidaseaktivitdt gewachsen waren,

keine Farbung auftrat (Beispiel in :Abbildungi

| S ——

177). Offensichtlich erlaubte der physiologische
Allgemeinzustand der Pflanzenzellen in Calli
eine Aktivierung der Signaltransduktion ahnlich
des Mechanismus, der von Barahmand-Pour et
al., (1998) in Hefezellen beschrieben worden
war, wahrend dies in Sprossen nicht der Fall
war. Auch koénnte die Stabilitdt der RNA in
Sprossen geringer sein als in Calli.

Von weiteren Calli wurde Gesamt-RNA
extrahiert und die Expression und Stabilitat der
dargestellt, ist die mJak2-mRNA in der Mehr-
zahl der hoch exprimierenden Linien stabiler

als bei der vergleichbaren Probe aus einer

Abbildung 77: Vergleich der histochemischen Far-
bung zum Nachweis der B-Glucuronidaseaktivitéat in
SproB (oben) und Callus (unten) der transgenen
Linie 6GGS#21-mJak2tausch#62

Die Calli wurden wie in Kapitel 2.2.30 beschrieben zur
histochemischen Farbung uber Nacht bei 37 °C inku-
biert. Das Chlorophyll wurde anschie®end durch mehr-
faches Waschen in Ethanol entfernt.

6GGS#21-mJak2#21

Calli aus der Transformation 6GGS#3-mJak2tausch

mJak2

b
2
& .

rRNA
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Abbildung 78: Verbesserte Stabilitit der mRNA von mJak2 in transgenen Calli mit dem mJak2tausch-Konstrukt

Transkriptionsanalysen. Jeweils 16 ug Gesamt-RNA aus unabhangig gewachsenen Calli der Transformation der transge-
nen Tabakinie 6GGS#3 mit dem Plasmid pBINHygA7-mJak2tausch wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung im
denaturierenden Agarosegel auf eine Nylonmembran ubertragen. Die mRNA von mJak2 wurde durch Hybridisierung mit
einer radioaktiv markierten DNA-Sonde nachgewiesen. Zum Vergleich ist ein typisches Beispiel des urspriinglichen Jak2-
Konstrukts mit den 285 bp (3’) bzw. 547 bp (5’) langen untranslatierten Regionen dargestellt (6GGS#21-mJak2#21).
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transgenen Pflanze mit dem urspringlichen Konstrukt. Dennoch findet auch hier ein Abbau

der mRNA statt, wie er in ahnlicher Weise bereits bei den mit pRT106-mJak2tausch transfi-

Abbau — unabhangig von der Menge an stabilem Transkript — in verschiedenen transgenen
Linien unterschiedlich stark.
Von den aus den Transformationen von 6GGS#3 und 6GGS#21 hervorgegangenen

Sprossen wurden jeweils 34 durch Expressionsanalysen charakterisiert. Jeweils 17 Linien

renden mJdak2tausch-Linien héher als in den transgenen Jak2-Linien mit dem urspriinglichen
Konstrukt, die in diesem Versuch kaum nachweisbar waren. Bei den hdochstexprimierenden
Linien trat eine Bande oberhalb der der starksten Bande auf, die als unkorrekt prozessiertes
Transkript interpretiert wurde. Wie bereits in den Expressionsanalysen an Calli festgestellt,

war auch hier ein gewisser Abbau der mJak2-mRNA sichtbar.
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Abbildung 79: Expression des 35S-mJak2tausch-Konstrukts in verschiedenen Tabak-6GGS-mJak2tausch-Linien

Transkriptionsanalyse von unabhangigen transgenen Tabaklinien aus der Transformation von zwei transgenen 6GGS-
Linien mit dem Plasmid pBINHygA7-mJak2tausch. Jeweils 6 ug Gesamt-RNA von mJak2-Transformanden zweier transge-
ner 6GGS-Linien wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung im denaturierenden Agarosegel und Ubertragung auf
Nylonmembran nacheinander mit radioaktiv markierten DNA-Sonden gegen mJak2, Stat5b und der B-Glucuronidase hybri-
disiert. Als Ladekontrolle ist das Ethidiumbromidbild der 28S-rRNA dargestellt. RNA von SNN-Wildtyppflanzen ist als Nega-
tivkontrolle aufgetragen, 6GGS#21-mJak2 ist zum Vergleich mit dem urspriinglichen Jak2-Konstrukt augetragen. 35S-GUS
dient als Positivkontrolle flr die Expression der -Glucuronidase.

Es wurde daher in einem Nachweis mit Hilfe von Antikérpern analysiert, ob das Jak2-
Protein trotz der noch immer vorhandenen Instabilitdt der mRNA in detektierbaren Mengen

gebildet wurde.

In /Abbildung 80;ist gezeigt, dall bei einer Linie mit dem mJak2tausch-Konstrukt eine
verstarkte Bande im Bereich des Molekulargewichts von mJak2 (117 kDa) durch den mJak2-
Antikdrper detektiert wurde. Unterhalb dieser Bande traten weitere geringeren Molekularge-
wichts auf, die als Abbaubanden interpretiert wurden. Bei dieser Linie konnte keine
B-Glucuronidaseaktivitat in den Blattern durch histochemische Farbung nachgewiesen wer-

den (ohne Abbildung).
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Abbildung 80: Nach9weis des mJak2-Proteins in einer transgenen Linie mit dem mJak2tausch-Konstrukt

Denaturierte Proteinextrakte aus jeweils 100 mg Blattmaterial der angegebenen transgenen Tabaklinien wurden durch
Geleklektrophorese fraktioniert und nach Ubertragung auf eine Nitrocellulosemembran mit 1:750 verdiinntem polyklonalem
mJak2-Antiserum Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Detektion erfolgte nach zweistlindiger Inkubation mit einem 1:5000
verdliinnten Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugat mit Hilfe des ECL-Plus-Systems durch 20-minitige Exposition auf
einen Rontgenfilm. | und II: Parallelproben aus derselben Linie. a, b, c: verschiedene Sprosse aus einem Callus.

Da wie in Kapitel'2.3.3:dargelegt auch Pflanzen mit niedriger Jak2-Expression, die kei-
ne konstitutive Aktivierung aufweisen, erfolgversprechend sind, wurde die transgene Tabak-
linie SNN:6GGS#21-mJak2tausch#21b trotz der fehlenden Aktivierung des 6xGAS-GUS-

Promotors flr die Kreuzung mit transgenen EpoR-Linien eingesetzt.

2.3.8 Transformation von Nicotiana tabacum mit dem Erythro-
poietinrezeptor

Fur die Transformation von Nicotiana tabacum SNN mit dem Erythropoietinrezeptor

schematisch dargestellt. Aus dieser Transformation ging eine groRe Anzahl an Sprossen
hervor, von denen 30 zu Pflanzen herangezogen wurden. 27 dieser EpoR-Pflanzen wurden

durch Nachweis der mRNA des Erythropoietinrezeptors charakterisiert.

CaMV 355-Promotor right Border
left Border TATA EpoR FRUZCED AL nos-Promotor

ﬁ> ,\ PolyA nos
4 CZ .i
) -

Abbildung 81: T-DNA-Region des Plasmids pBINA7-EpoR

Der binare Vektor pBINA7-EpoR, ein pBIN19-Derivat, enthalt das Gen flr den Erythropoietinrezeptor (codierende Region
beginnend mit dem Translationsstart in orangefarbener Markierung) unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors (Markie-
rung in violett) in der T-DNA-Region des binaren Vektors pBIN19. Die T-DNA besitzt eine Exprwessionskassette fur die
Kanamycinresistenz. Linke und rechte Signalsequenz der T-DNA sind in gelb dargestellt. TATA: Transkriptionssignal.

pression der EpoR-mRNA auf. Die héchstexprimierenden Linien #11, #14, #22 und #26 wur-

den weiter kultiviert, die restlichen verworfen.
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Abbildung 82: Priifung von EpoR-Transformanden auf Expression der mRNA des Erythropoietinrezeptors

Transkriptionsanalyse von unabhéngigen transgenen Tabaklinien. Jeweils 12 uyg Gesamt-RNA der angegebenen Linien
wurden in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und die EpoR-mRNA wie in
Kapitel 2.2.34 beschrieben durch Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde nachgewiesen. EpoR: Erythropoie-
tinrezeptor. EtBr: Ethidiumbromidbild der 28S rRNA.

2.3.9 Kreuzung der 6GGS-Jak2t-Pflanzen mit den EpoR-Pflanzen

Zur Vereinigung aller Signaltransduktionskomponenten mufdten transgene EpoR-
Pflanzen mit den 6xGAS-GUS-Statbb*VP16-Pflanzen gekreuzt werden. Dazu wurde Pollen
der transgenen Linie 6GGS#21-mJak2#21b auf Narben von emaskulierten Bliten der Linie

EpoR#11 Ubertragen. Die aus den gekreuzten Bliten hervorgegangenen Samen wurden

Hygromycin ausgesat. Zwolf der Uberlebenden Pflanzen wurden auf 2MS-Agar mit Kanamy-
cin und Hygromycin vereinzelt. An diesen wurde eine Analyse der Transkription von EpoR,

mJak2, StatSb*VP16 und der B-Glucuronidase vorgenommen.

gekreuzten Linien nachgewiesen werden, die mRNA von StatSb*VP16 fehlte in den Linien 9,
10 und 12. Eine spontane Transkription der B-Glucuronidase konnte in keiner der

untersuchten Linien nachgewiesen werden.
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Abbildung 83: Expression der Jak-Stat-Signaltransduktionskomponenten in Nachkommen der Kreuzung von EpoR-
Pflanzen mit 6GGS-mJak2tausch-Pflanzen

Transkriptionsanalyse von unabhangigen Nachkommen der Kreuzung von EpoR-Pflanzen mit 6GGS-mJak2tausch-
Pflanzen. Jeweils 12,5 uyg Gesamt-RNA der angegebenen Linien wurden in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt,
auf eine Nylonmembran transferiert und die mRNA von EpoR, mJak3, Stat5b und der B-Glucuronidase wie in Kapitel 2.2.34
beschrieben durch Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde nachgewiesen. UF9-13 ist eine transgene Tabakliu-
nie, welche ein B-Glucuronidasegen mit einem myc-Tag unter der Kontrolle eines schwachen Promotors exprimiert.
6GGSdT#46 ist eine Tabaklinien mit einem verbesserten Stat-Reporterkonstrukt, beschrieben in Kapitel 2.3.10. 6GGS#21-
mJak2tausch#21b und EpoR#11 sind als Kreuzungspartner zur Kontrolle aufgetragen. Als Ladekontrolle ist das Ethidium-
bromidbild der 28S rRNA dargestellt.

Vorerst wurden alle Linien weiter kultiviert, auch jene, die keine Stat5b*VP16-
Expression zeigten, um sie als Negativkontrollen in weiteren Versuchen verwenden zu kon-
nen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Induktionsversuch an den gekreuzten Linien unter-
nommen. Dazu wurden Blattsticke von Pflanzen aus Sterilkultur unter Vakuum mit einer
Lésung von 10 mM MgCl, und 1 U/mL Erythropoietin infiltriert. Nach Inkubation Gber Nacht in
der Klimakammer wurden an den Blattstliicken quantitative Bestimmungen der 3-Glucuroni-
daseaktivitdt vorgenommen. Hierbei konnte jedoch lediglich bei der Kontrollinie (35S-GUS)
eine Enzymaktivitdt nachgewiesen werden. Die Nachkommen der gekreuzten Linien E-

poR#11x6GGS#21-mJak2tausch#21b #1 bis #12 zeigten keine B-Glucuronidaseaktivitat



Teil 2: Ergebnisse 151

BT}

=

£2000

[}

(7}

(7]

©

]

s

2

31000

=

Q

(=%

N

2

o O — m

EPo%c:f;—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+

(28 B #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #3 #9 #10 #11 #12

()
= EpoR#11x6GGS#21-mJak2tausch#21b

Abbildung 84: Quantitativer Nachweis der B-Glucuronidaseaktivitit in uninduzierten und induzierten Tabakpflanzen
mit der gesamten Jak-Stat-Signaltranduktionskette

Blattstliicke von Nachkommen der gekreuzten Tabaklinien, die in Abbildung 83 getestet worden, waren wurden unter Einflu
von Vakuum mit 1U/mL Erythropoietin infiltriert. Nach Inkubation Uber Nacht wurde die Enzymaktivitat der B-Glucuronidase
wie in Kapitel 2.2.31 beschrieben bestimmt. Die Linien #3 und #4, die eine schwache Jak2-Expression aufwiesen, sowie die
Linien #9, #10 und #12, die keine Stat5b*VP16-Expression zeigten, wurden als Negativkontrolle in diesem Versuchver-
wandt.

2.3.10 Transformation von Nicotiana tabacum mit einem verbesser-
ten Konstrukt von 35S-Stat5b*VP16 und dem 6xGAS-GUS-
Reporter

Die unvollstandige Prozessierung der mRNA von Stat5b*VP16 mit der Bildung eines
langen Transkripts, welches das Reportergen mit umfaldte, kann die Induktion des Reporter-
gens durch das fortwahrende Uberlesen des Promotorbereichs negativ beeinflussen. Daher
wurde der Vektor pBIN-6xGAS-TT-GUS/INT-A7-Stat5b*VP16 durch Insertion eines zweiten

Polyadenylierungssignals hinter der fir Stat5b*VP16 codierenden Region optimiert. Die Klo-

tisch dargestellt.
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Abbildung 85: T-DNA-Region des Plasmids pBIN-6xGAS-TT-GUS/INT-A7-Stat5b*VP16doubleTerminator (B6GGSdT)

Das pBIN19-Derivat pBIN6xGAS-GUS/INT-A7-Stat5b*VP16 double Terminator (pB6GGSdT) enthalt ein modifiziertes
Stat5b-Gen, dessen eigene Transaktivierungsdomane durch die Herpes simplex VP 16-Aktivierungsdomane (griin markiert)
ersetzt wurde und das mit drei myc-Tags (blau markiert) fusioniert wurde, unter der Kontrolle des 35S-Promotors (violett
markiert). Hinter der codierenden Region von Stat5b*VP16 befinden sich zwei Polyadenylierungssignale des ocs-Gens aus
Agrobacterium tumefaciens im Abstand von 195 bp zueinander. Danach folgt das B-Glucuronidasegen mit Intron unter der
Kontrolle eines Minimalpromotors mit 6 Kopien der Erkennungsstelle fiir StatSb (GAS-Element). Dle codierenden Sequen-
zen sind beginnend mit dem Transkriptionsstart orangefarben markiert. Die T-DNA besitzt eine Expressionskassette fur die
Kanamycinresistenz. Linke und rechte Signalsequenz der T-DNA sind gelb dargestellt. TATA: TATA-Box.

Dieses Plasmid wurde flir die Transformation von Nicotiana tabacum SNN gemal Ka-

pitel 2.2.26:verwandt. Aus dieser Transformation ging eine groe Anzahl an Sprossen her-
vor, von denen 36 zu Pflanzen herangezogen wurden. 30 dieser 6xGAS-GUS-
Statbb*VP16doubleTerminator-Pflanzen (6GGSdT-Pflanzen) wurden durch Nachweis der
mRNA von Stat5b*VP16 und der RNA der B-Glucuronidase, 26 durch Nachweis des
StatSb*VP16-Proteins durch einen monoklonalen c-myc-Antikérper und durch histochemi-
sche Farbung zum Nachweis der B-Glucuronidaseaktivitat charakterisiert.

die Bildung des langen Transkripts zwar stark vermindert aber nicht vollig eliminiert werden.
Besonders in der Hybridisierung gegen die B-Glucuronidase war das hochmolekulare
Transkript, das sich wegen des 1000 bp groRen zweiten Terminators oberhalb des langen
Transkripts der Kontrolle befand, gut zu sehen. Die Quantifizierung ergab einen Rickgang
des Anteils der langen Transkripte von 38,5% der StatSb*VP16-Bande in der Linie 6GGS#21

auf unter 10% der Stat5b*VP16-Bande bei den hochstexprimierenden Linien.
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Abbildung 86: Transkriptionsanalysen ausgewéahlter 6GGSdT-Linien

Transkriptionsanalyse von unabhéngigen transgenen Tabaklinien aus der Transformation mit dem Plasmid pB6GGSdT.
Jeweils 20 ug Gesamt-RNA der angegebenen Linien wurden in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt und auf
eine Nylonmembran transferiert. Die mMRNA von Stat5b und der B-Glucuroniase wurden durch aufeinanderfolgende
Hybridisierungen mit radioaktiv markierten DNA-Sonden wie in Kapitel 2.2.34 beschrieben nachgewiesen. UF9-13 ist eine
transgene Tabakliunie, welche ein 3-Glucuronidasegen mit einem myc-Tag unter der Kontrolle eines schwachen Promotors
exprimiert. 6GGS#21 wurde als Kontrolle zum Verleich der neuen Linien mit den urspriinglichen transgenen Stat-
Reporterpflanzen aufgetragen. Das Ethidiumbromidbild der 28S rRNA ist als Ladekontrolle dargestellt. Der relative Anteil
des langen Transkripts bezlglich der Stat5b-Bande an der Gesamtmenge wurde anhand der Bandenstarken mit Hilfe der
Software , TINA* bestimmt.

Ein weiteres Phanomen, das in den urspriinglichen Transformanden nicht beobachtet
werden konnte, war das Auftreten einer Bande im Molekulargewichtsbereich der
B-Glucuronidase, was auf eine spontane Transkription hindeutet. Dieses Phanomen war von
der Expressionsstarke von Stat5b*VP16 unabhangig. In einem Fall (Linie 6GGSdT#33) trat
in der Hybridisierung gegen die B-Glucuronidase eine aberrante Bande auf.

Der Nachweis des Stat5b*VP16-Proteins durch einen monoklonalen c-myc-Antikérper

zeigte, dal® Transkriptmengen und Proteinmengen in den untersuchten Linien korrelieren

codierende mRNA besser translatiert werden zu kdnnen, denn in der bezlglich der
Transkriptmengen ungefahr mit der Linie 6GGS#21 vergleichbaren Linie 6GGSdT#17 wird

etwa die 2'%-fache Menge an Protein synthetisiert.
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Abbildung 87: Nachweis des Stat5b*VP16-Proteins in 6GGSdT-Linien durch einen monoklonalen Antikérper gegen

c-myc

Denaturierte Proteinextrakte aus jeweils 100 mg Blattmaterial der angegebenen transgenen Tabaklinien wurden durch
Gelelektrophorese fraktioniert und nach Ubertragung auf eine Nitrocellulosemembran mit 1:200 verdiinntem monoklonalem
c-myc-Antiserum Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion erfolgte nach zweistlindiger Inkubation mit einem
1:15000 verdinnten Anti-Maus-IgG-Peroxidase-Konjugat mit Hilfe des ECL-Systems durch 20-minitige Exposition auf
einen Rontgenfilm. SNN ist die Ausgangslinie fur die Transformation. UF9-13 ist eine transgene Tabakliunie, welche ein
B-Glucuronidasegen mit einem myc-Tag unter der Kontrolle eines schwachen Promotors exprimiert und diente als Positiv-
kontrolle. 6GGS#21 ist eine transgene Tabakpflanze, die das urspriingliche Stat-Reporterkonstrukt besitzt.

Um zu klaren, ob die in den Transkripti-
onsanalysen festgestellte spontane Expression
der B-Glucuronidase eine mef3bare Enzymakti-
vitat verursacht, wurden an Blattstiicken histo-

chemische Férbungen durchgerhrt. Wie in

tét der B-Glucuronidase
6GGSdT#2, #24 und #33 nachweisbar. Dies

waren genau jene Linien, bei denen eine spon-

in den Linien

tane Transkription der B-Glucuronidase statt-

Auf Grund der Ergebnisse aus den
Transkriptions- und Proteinsyntheseanalysen
wurden die transgenen 6GGSdT-Linien #7,
#13, #17 und #46 weiterkultiviert, die restlichen

Linien wurden verworfen.

1 9

K]

Abbildung 88: Histochemische Farbung zum Nach-
weis der B-Glucuronidaseaktivitit in Blattstiicken
von transgenen 6GGSdT-Linien

Blattstlicke der angegebenen 6GGSdT-Linien wurden
wie in Kapitel 2.2.30 beschrieben Uber Nacht gefarbt
und anschlieBend das Chlorophyll durch mehrfaches
Wechseln der Flussigkeit mit Ethanol entfernt.
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2.3.11 Transformation von Nicotiana tabacum 6GGSdT mit dem
verbesserten 35S-Jak2-Konstrukt

transformiert. Aus dieser Transformation ging eine groRe Menge an Sprossen hervor, von

denen 80 vereinzelt und 18 auf Expression der mJak2-mRNA hin Gberprift.

_____________

unterschiedlich. Die Stabilitdt der mMRNA war gegeniber den urspriinglichen Transformanden

verbessert.

6GGSdT#46-mJak2tausch

6GGs#21-mJak2tausch#21b
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Abbildung 89: Transkriptionsanalysen von 6GGSdT#46-mJak2tausch-Linien

Transkriptionsanalyse von unabhangigen transgenen Tabaklinien aus der Transformation der héchstexprimierenden trans-
genen Linie 6GGSdT#46 mit dem Plasmid pBINHygA7-mJak2tausch. Jeweils 17 pg Gesamt-RNA von mJak2tausch-
Transformanden wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung im denaturierenden Agarosegel und Ubertragung auf
Nylonmembran nacheinander mit radioaktiv markierten DNA-Sonden gegen mJak2 und Stat5b hybridisiert. Als Ladekontrol-
le ist das Ethidiumbromidbild der 28S-rRNA gezeigt.

Untersuchungen zur Biosynthese des mJak2-Proteins fuhrten zu keinem Erfolg, da der
mJak2-Antikorper seine Spezifitat verloren hatte.

Weitere Untersuchungen konnten im Rahmen dieser Arbeit an den transgenen Linien
nicht mehr durchgefiihrt werden. Zur weiteren Charakterisierung dieser Linien sollte die Bio-
synthese des mJak2-Proteins mit Hilfe eines Antikdrpers nachgewiesen. Weiterhin sollten
die Pflanzen auf eine spontane Expression der B-Glucuronidase Uberprift werden, die bei
Anwesenheit des mJak2-Proteins nach den Daten von Barahmand-Pour et al. (1998) zu er-
warten ware. Eine Auswahl an konstitutiv aktivierten Linien einerseits und nicht aktivierten
Linien adererseits sollte zur Kreuzung mit einer EpoR-Uberexprimierenden Linie eingesetzt
werden und die Nachkommen dieser Kreuzung auf induzierbare Genexpression hin Gberprift

werden.
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2.4 Diskussion

241 Einige der Voraussetzungen fir die Etablierung der Jak-
Stat-Signaltransduktion in Pflanzen sind gegeben

Eine der wesentlichen Voraussetzungen flr die Etablierung eines heterologen Genex-
pressionssystems in Fremdorganismen ist, daf’ sich keine funktionell identischen Elemente
in dessen Genom befinden. Wie die BLAST-Suche nach den Proteinen Jak2, Stat5b und
dem Erythropoietinrezeptor zeigte, finden sich keine Entsprechungen im vollstandig sequen-
zieren Genom von Arabidopsis thaliana. Von dieser Seite sind daher Voraussetzungen fiir
die Etablierung der vom Erythropoietinrezeptor gesteuerten Jak-Stat-Signaltransduktion zur
Erstellung eines induzierbaren Expressionssystems in Pflanzen gegeben.

Die zweite Voraussetzung ist, dal® das zur Steuerung von Genen eingesetzte cis-
Element nicht von pflanzlichen Transkriptionsfaktoren besetzt wird und diese eine Aktivie-
rung des Reportergens und damit eine unerwinschte Hintergrundaktivitat verursachen. So-
wohl in transienten Expressionsstudien als auch in stabil transformierten Pflanzen zeigten
die jeweils verwandten GAS-GUS-Reportergene keine mefRbare Induktion. Es konnte weder
die mRNA des als Reportergen eingesetzten B-Glucuronidasegens noch eine Enzymaktivitat
der B-Glucuronidase nachgewiesen werden.

Drittens wurde gezeigt, dal im pflanzlichen System keine Kinaseaktivitaten existieren,
die den Transkriptionsfaktor Statbb zunachst inaktiv ist. StatSb bewirkt also weder eine
Transkriptionsaktivitat im unphosphorylierten Zustand, noch wird er von pflanzlichen Kinasen
phosphorylieret und aktivieret. Damit ist eine weitere wesentliche Voraussetzung erfillt.

Viertens konnten im Rahmen dieser Arbeit mehrere Hinweise darauf gewonnen wer-
den, dal die Signaltransduktionskomponenten Jak2 Stat5b im pflanzlichen System aktivie-

ren kann. Zum einen konnte in transienten Expressionsstudien (Kapitel 2.3.2) eine Induktion
des 3xGAS-GUS-Reportergens gezeigt werden, wenn Jak2 und Stat5b coexprimiert wurden.
Da in Hefe gezeigt werden konnte, dafl® die Expression von Jak2 in hohen Konzentrationen
zur Aktivierung des Reportergens in Abwesenheit des Rezeptors flihrt (Barahmand-Pour et
al., 1998), entsprechen diese Ergebnisse den Erwartungen und zeigen, dall Autoaktivierung
von Jak2 sowie Transduktion und Aktivierung der Transkription durch Stat5b auch in Pflan-
zen erfolgen kann. Zum anderen konnte die Expression der B-Glucuronidase in transgenen
Calli nachgewiesen werden, die Jak2, Statbb und das 6xGAS-GUS-Reportergen enthielten
(Kapitel {:)j Einerseits wurden zwar keine Farbungen der Stat-Reporter-Pflanzen durchge-
fuhrt, womit eine spontane Expression durch Positionseffekte am Insertionsort des Reporter-
gens nicht ausgeschlossen wurde. Andererseits weist die niedrige Frequenz des Auftretens

der Farbung darauf hin, dal3 es sich hierbei um einen Effekt des neu transformierten Jak2-
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Gens handeln kénnte. Drittens lassen sich aus der starken Induktion der B-Glucuronidase in

einer Transkriptionsstudie nach transienter Expression ahnliche Schliisse ziehen (Kapitel

_____

mRNA eine Translation von Jak2 stattfinden kann.

Die einzige Komponente, fir welche die Funktionalitat bisher nicht nachgewiesen wer-
den konnte, ist der Erythropoietinrezeptor. Der Klarung dieser Frage standen Probleme
technischer Art mit den transienten Expressionsstudien und die Verfligbarkeit eines Antikor-
pers im Wege. Da jedoch die stabile Expression in Pflanzen unproblematisch war und grofie
Mengen an mRNA detektiert werden konnten, kann davon ausgegangen werden dal} auch
die Translation des Proteins efolgte. Die wichtigste Fragestellung beziiglich des Erythropoie-
tinrezeptors dirfte die korrekte Lokalisierung in der Cytoplasmamembran betreffen. Da die
Signalsequenzen tierischer Proteine fur die Plasmamembranlokalisierung zuweilen denen
der pflanzlichen Tonoplastenlokalisation stark dhneln, kann es hier zu Fehlleitungen des Pro-
teins kommen (Gieselbert Hinz, personliche Mitteilung).

Insgesamt ergeben die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche den Ein-
druck, dall die Komponenten der Jak-Stat-Signaltransduktion auch im pflanzlichen System

funktionell sind und daf} pflanzliche Proteine nicht mit mit ihnen interferieren.

24.2 Die Wirkung ocs-Polyadenylierungssignals im syntheti-
schen Stat5b-Gen ist ungeniigend

Bei der Untersuchung der transgenen Stat5b-Pflanzen wurde eine mRNA-Bande de-
tektiert, die oberhalb des Stat5b-Signals lag. Eine Bande desselben Molekulargewichts wur-
de durch Sonden gegen die B-Glucuronidase markiert. Daraus muf3te geschlossen werden,
dall ausgehend von 35S-Promotor im Plasmid pBIN-6xGAS-TT-GUS/INT-A7-Stat5b*VP16
zwei Transkripte gebildet werden. Das kleinere ist das korrekt prozessierte Transkript, das
die codierende Sequenz von Stat5b*VP16 enthalt. Das gréfere Transkript, das sowohl von
der Statbb- als auch von der B-Glucuronidasesonde erkannt wird, entsteht aufgrund einer
mangelhaften Prozessierung und enthalt neben der Stat5b*VP16-Sequenz auch die B-Glucu-
ronidasesequenz oder Teile davon. Wahrscheinlich enthalt dieses Transkript die gesamte
B-Glucuronidasesequenz und wird am 35S-Terminator korrekt beendet. Eine Quantifizierung
ergab, dall das lange Transkript Uber 2 der gesamten Stat5b*VP16-haltigen Transkriptmen-
ge ausmachte.

Es war zu befiirchten, daR das fortwahrende Uberlesen des 6xGAS-Promotors durch

die RNA-Polymerase dessen transkriptionsaktivierende Eigenschaften durch Verdrangung
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der an ihn bindenden Stat5b*VP16-Dimere negativ beeinflussen kénnte. Daher wurde ein
zweites Polyadenylierungssignal im Abstand von 795 bp zwischen die Expressionskassette
von StatSb*VP16 und dem 6xGAS-Promotor eingefugt. Zwar konnte auch hierdurch keine
vollstdndige Terminierung erreicht werden, der Anteil des langen Transkripts an der Ge-
samtmenge ging aber auf unter 10% zurick. Damit durfte dem Problem der Schwachung
des 6xGAS-Promotors entgegengewirkt worden sein.

Interessanterweise waren auch in dem doppelt terminierten Konstrukt nur zwei
Transkripte nachweisbar, und zwar das Stat5b*VP16-Transkript korrekter Gré3e und eines,
das dem gesamten Abschnitt zwischen 35S-Promotor von Stat5b*VP16 und 35S-
Polyadenylierungssignal des 6xGAS-GUS-Reportergens entsprach. Ein Transkript, das 795-
1000bp langer als das korrekte StatSb*VP16-Transkript war, und daher einem am zweiten
ocs--Polyadenylierungssignal beendeten Transkript entsprochen hatte, wurde entgegen den

Erwartungen nicht gefunden.

24.3 Die mRNA von Jak2 wird in Pflanzen spezifisch abgebaut:
Losungsstrategien

Das derzeit drangendste Problem ist der spezifische Abbau der mRNA von Jak2. Das
urspriingliche Gen, das von T. Decker zugesandt wurde und mit dem fir den Funktions-
nachweis in Hefe verwandten identisch ist, enthalt in 5’-Richtung vor der fir Jak2 codieren-
den Sequenz eine untranslatierte Region von 298 bp und in 3’-Richtung nach der codieren-
den Sequenz eine untranslatierte Region von 557 bp. Letztere Region ist im letzten Drittel
sehr AT-reich und daher wahrscheinlich Teil eines im tierischen System wirksamen Termina-
tors.

MRNA, die diese Bereiche enthielt, konnte zwar in groRen Mengen gebildet werden,
war aber gleichzeitig sehr instabil. Bei Transkriptionsanalysen zeigten sich deutliche Hinwei-
se auf eine Degradierung, gekennzeichnet durch eine Vielzahl unterschiedlich groRRer
Transkripte, die als grof3flachig verteilte Radioaktivitat auf den Autoradiogrammen sichtbar
wurden. Diese mRNA war offenbar nicht translatierbar, denn Jak2 konnte in Proteinexpressi-
onsstudien mit einem polyklonalen Antikorper gegen Jak2 in 87 transgenen Linien nicht
nachgewiesen werden.

Durch Entfernung der untranslatierten Regionen konnte eine Verbesserung der Stabili-

tat der mRNA von Jak2 erzielt werden, wenn auch noch immer ein gewisser Abbau sichtbar

tierten Regionen einige Determinanten flr den spezifischen Abbau entfernt und damit die
Lebenszeit der mRNA verlangert. Dennoch konnte nur ein einer einzigen von 60 getesteten
Linien mittels eines polyklonalen Antikérpers gegen Jak2 ein Signal gefunden werden, das

moglicherweise dem Jak2-Protein entsprach. Diese Linie wurde mit transgenen Pflanzen, die
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den Erythropoietinrezeptor enthielten, gekreuzt und eine Induktion mit Erythropoietin durch-
gefuhrt. Dabei konnte keine Steigerung der B-Glucuronidaseaktivitat bei einer Induktion Gber
Nacht festgestellt werden. Analysen zur Aktivierung der Transkription stehen noch aus. Da
Bohner et al. (1999) beobachtet hatte, dal} die Transkription bei einem Dexamethason-
induzierbaren und Tetracyclin-reprimierbaren Expressionssystem nach einer Induktion mit
Dexamethason nach 3 h bereits ihr Maximum erreichte, die Translation aber erst nach meh-
reren Tagen nachweisbar wurde, kann unter Umstanden bei langerer Induktionszeit eine
Reportergenaktivitat nachgewiesen werden.

Eine weitere Stabilisierung des Jak2-Transkripts ist dennoch winschenswert, da am
Beispiel des Bt-Toxins aus Bacillus thuringiensis gezeigt wurde, dall Abbau von mRNA fiir
eine schwache Expression in Pflanzen verantwortlich ist (de Rocher et al., 1998). Die Auto-
ren begegneten diesem Problem, indem sie AT-reiche Sequenzen in der codierenden Regi-
on des Bt-Toxingens eliminierten und damit den GC-Gehalt von 38% auf den fir die Expres-
sion in Mais optimalen Gehalt von 64% anhoben. Zudem konnte die Expression des
Bt-Toxins in Pflanzen durch die Eliminierung von potentiellen Polyadenylierungssignalen
verbessert werden (Diehn et al., 1998; Haffani et al., 2000). Gutiérrez et al. (1999) nennen in
einem Ubersichtsartikel ferner zwei DST-Elemente mit den Konsenssequenzen ATAGAT und
anTtnGTAt, sowie AUUUA-Elemente als Signale flr die Destabilisierung von mRNA. Alle der
genannten problematischen Eigenschaften treffen auf das Jak2-Gen zu, das einen GC-

eines synthetischen, stabil exprimierten Jak2-Gens in Frage:

AUUUA mJak?2 GTA
CaMV 35S-Promoter AUUUA GTA ATAGAT AUUUA iR AUUUA
GTA AUUUA AUUUAAUUUA AUUUA =) FC);TA
as1 GTA  GTAGTA GTA GTA AUUUA = GTA

el HHH
) LL

Abbildung 90: mRNA-Destabilisierungssignale im Jak2-Gen mit den untranslatierten Regionen

Erstens kommt die Entfernung der bekannten Destabilisierungssignale in Frage. Dazu
muften die in der codierenden Region vorkommenden Elemente ATAGAT und anTtnGTAt
so umgewandelt werden, dal® sie fur dieselben Aminosauren codieren; in gleicher Weise
mufd mit den zahlreich in der codierenden Region von Jak2 vorhandenen AUUUA-Elementen
verfahren werden. Am besten geschieht dies unter Beachtung der Codontabelle fir Mais, da
diese eine Gruppe jener Codons bevorzugt, die auch dikotyledone Pflanzen verwenden; da-
mit wird einer moglichen universellen Verwendung des Jak-Stat-Systems auch in monokoty-

len Pflanzen vorgegriffen. de Rocher et al. (1998) weisen jedoch darauf hin, dal die Eliminie-
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rung von AUUUA-Elementen alleine nicht zwangslaufig zum Erfolg fihrt, da auch deren um-
gebende Sequenz die Stabilitdt der mRNA beeinfluf3t.

Zweitens sollten die potentiellen Polyadenylierungssignale eliminiert werden. (Diehn et
al., 1998) identifizierten im Gen fir das Bt-Toxin drei potentielle Polyadenylierungssignale,
von denen mindestens zwei in dhnlicher Form auch im Jak2-Gen vorkommen. Ferner sollten
die typischen Polyadenylierungssignale FUE (far upstream element) mit der Konsensse-
quenz UUUGUA und NUE (near upstream element) mit der Konsenssequenz AAUAAA entfernt
werden Da diese Elemente nicht sehr gut konserviert sind, kann deren Identifikation schwie-
rig sein.

Drittens kann die gesamte Sequenz des Jak2-Gens beziiglich ihrer Codons gemaf der
Codontabelle fiir Mais optimiert werden. Diese Moglichkeit wiirde vorteilhafterweise alle AT-
reichen Regionen eliminieren, da in Mais praktisch keine Codons verwendet werden, deren
dritte Base C oder G ist. Andererseits erscheint diese Strategie angesichts der Grofe der
codierenden Sequenz des Jak2-Gens von 3138 bp sehr aufwendig.

Als Alternative zur Herstellung eines synthetischen Jak2-Gens kéme in Betracht, auf
das Jak2-Gen vollkommen zu verzichten und stattdessen die Signaltransduktion Uber eine
Stat-phosphorylierende Rezeptorkinase zu aktivieren. Als solche kdmen vor allem die gut
charakterisierten EGF- oder PDGF-Rezeptoren in Betracht, die ebenfalls Stat5b phosphory-
lieren (Ruff-Jamison et al., 1993; Vignais et al., 1996; Liu et al., 1998; Akira, 1999). Vorteil-
haft ware beim Einsatz dieser Rezeptorkinasen, dall ein Transgen weniger erforderlich ist,
um die Signaltransduktionskette vollstandig im pflanzlichen System zu exprimieren. In jedem
Falle sollte die codierende Sequenz der Rezeptorkinasen auf ahnlich negative Eigenschaften

wie die von Jak2 Uberprift werden, bevor eine Expression in Pflanzen versucht wird.
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244 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit unternommenen Ansatze, die Jak-Stat-Signaltransduktion

Stat5b mit einem Legende
Polyadenylierungssignal Konstrukt
gutes Ergebnis
A 4 kritisches Ergebnis
Jak2 mit untransla- Mangelhafte Prozessierung|
tierten Regionen der Stat5b-mRNA
L Transfovrmation y offenes Ergebnis
Jak2-mRNA wird abgebaut Statbb mit zwei
keine Translation Polyadenylierungssignalen
o Jak2 ohne untransla- Prozessierung derStat5b-
Erythropoietinrezeptor tierte Regionen MRNA verbessert |I

l L Transformation
v

mRNA stabil und in Jak2-mRNA stabiler
groBen Mengen exprimiert moglicherweise Translation
L Kreuzung ) Transformation

Ein Induktionsversuch,
keine Glucuronidaseaktivita

I

Induktionsversuche mit Stabilitat der Jak2-mRNA
Transkriptionsanalyse besser als bei vorheriger
stehen aus Transformation

Abbildung 91: Verlauf der bisherigen Arbeiten zur Expression von Komponenten der Jak-Stat-
Signaltransduktionskette

Die Legende fiir den Farbcode ist rechts oben angegeben.

Vorausgesetzt, dal} die Schwierigkeiten der Expression von Jak2 Gberwunden werden
kénnen, bietet dieses Projekt die Mdglichkeit ein neuartiges induzierbares Expressionssy-
stem fir den Gebrauch in Pflanzen zu konstruieren. Neuartig ware die Induzierbarkeit tber
einen plasmamembrangebundenen Rezeptor mit extrazellularer Ligandenbindedomane.

Der Einsatz von Erythropoietin oder einem anderen Peptidhormon in einer moglichen
agrartechnischen beziehungsweise biotechnologischen Anwendung (,Phytofarming®) ist we-
gen der pharmakologischen Wirkungen auf den Menschen undenkbar. Um das Expressions-
system flr solch eine Anwendung nutzbar zu machen, mifite ein chimarer Rezeptor konstru-
iert werden, bei dem die Ligendenbindedomane des Erythropoietinrezeptors durch eine
fremde ersetzt ware. Als Modellsystem zum Nachweis, dal solch ein chimarer Rezeptor
auch in Pflanzen funktionell ware, bote sich eine Fusion mit dem FK506-Bindeprotein an
(Blau et al., 1997). Dal solch ein System mit dem FK506-Dimer FK1012 induzierbar ist,

konnten Blau et al. (1997) bereits nachweisen. Daher kénnten extrazellulare Domanen kon-
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struiert werden, die durch die Anwesenheit einer niedermolekularen Verbindung dimerisie-
ren.

Sollten sich die Schwierigkeiten mit der Expression von Jak2 nicht I6sen lassen, sind
die genannten Modifikationen an der Ligandenbindedomane madglicherweise auch fur alter-
nativ eingesetzte Rezeptorkinasen wie den EGF-Rezeptor oder den PDGF-Rezeptor denk-
bar.

Da der Rezeptor eine extrazellulare Ligandenbindedomane besitzt, ist die Auswahl
maoglicher Induktionsmittel nicht auf solche beschrankt, die in das Cytoplasma gelangen kon-
nen. Vielmehr kénnen auch Induktionsmittel verwandt werden, das nicht membrangangig ist,
was die Auswahl an mdglichen Chemikalien sehr erweitert. Daher eignet sich die Jak-Stat-
Signaltransduktion als induzierbares Expressionssystem fir die biotechnologische Anwen-

dung hervorragend.
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Zusammenfassung des Teils | (,,Mutagenese*)

Im Rahmen der Abwehrreaktion gegen Pathogene kommt es in Pflanzen zu einem An-
stieg der Salizylsdurekonzentration. Als Antwort auf dieses Signal wird die Transkription ei-
ner Reihe von Abwehrgenen Uber eine noch weitgehend unbekannte Signaltransduktion ak-
tivert. Dabei unterscheidet man zwischen ,frihen® und ,spaten“ Abwehrgenen. Die ,frihen®
Abwehrgene werden bereits zwei Stunden nach dem Salizylsauresignal aktiviert, die ,spa-
ten“ erst nach 24 Stunden. Eine gemeinsame Eigenschaft der Promotoren ,friher und ,spa-
ter* Abwehrgene ist die Anwesenheit eines charakteristischen cis-Elements, des as-7-
Elements. Ein synthetischer Promotor, der eine oder mehrere Kopien des as-7-Elements
enthalt, weist dieselbe Expressionskinetik wie die ,frihen* Abwehrgene auf.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Arabidopsis-Mutanten selektiert werden, welche be-
sonders die ,friihen“ Abwehrgene nicht mehr aktivieren kdnnen. Zur Selektion wurde ein
Promotor aus flinf as-1-Elementen (5xas-7-Promotor) mit einem neuartigen dominant nega-
tiven Selektionsmarker kombiniert. Dieser codiert fir eine Deacetylase, welche die Umset-
zung eines ungiftigen Proherbizids in das Herbizid BASTA katalysiert. Um zwischen Mutan-
ten im Deacetylasegen und Mutanten in der Signaltransduktionkette unterscheiden zu kén-
nen, wurde die B-Glucuronidase unter der Kontrolle des gleichen Promotors als zweites Re-
portergen eingebracht.

Das regulatorische Protein NPR1 ist eine entscheidende Komponente bei der durch
Salizylsaure induzierten Aktivierung der ,spaten“ Abwehrgene. Durch Kreuzung der transge-
nen 5xas-1-GUS-Deac-Pflanzen mit npr1-Mutanten konnte gezeigt werden, dal® NPR1 kei-
nen entscheidenden Einflul auf die ,frihen“ Abwehrgene hat.

Im Verlauf der Arbeit zeigte sich, dald der 5xas-7-Promotor eine hohe Hintergrundakti-
vitat aufwies, welche die Selektion erschwerte. Diesem Problem konnte durch eine differenti-
elle Selektionsstrategie zum Teil begegnet werden. Sie basierte darauf, dal parallel zu den
mutagenisierten Pflanzen, die mit Salizylsdure induziert wurden, zwei nicht mutagenisierte
Kontrollgruppen beobachtet wurden. Eine dieser Kontrollgruppen wurde induziert, die andere
nicht. Die Selektion wurde beendet, wenn die induzierte Kontrollgruppe abgestorben war, die
uninduzierte aber noch Uberlebte.

Aus dieser Selektion gingen 60 Uberlebende hervor, von denen 31 in einem zweiten
Selektionsversuch Uberprift wurden. Bei 27 Linien bestatigte sich, daf die Deacetylase nicht
mehr aktiv war. 22 ausgewahlte Pflanzen wurden durch Transkriptionsanalysen untersucht.
Zwolf der untersuchten Linien konnten — vorbehaltlich der Bestatigung der Phanotypen
durch eine Wiederholung der Versuche — als wahrscheinliche Signaltransduktionsmutanten
identifiziert werden: Die Induktion der beiden Reportergene, Deacetylase und
B-Glucuronidase, war in diesen Pflanzen reduziert. Bei einer dieser Linien traten die sichtba-
ren Symptome einer Abwehrreaktion nach einer Infektion mit Pathogenen schneller auf, bei
einer weiteren waren die Symptome weniger ausgepragt. Die weitere Analyse der Mutanten
wird in Zukunft zur Gewinnung neuer Erkenntnisse zur Signaltransduktion der Pathogenab-
wehr beitragen.
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Zusammenfassung des Teils Il (,,Jak-Stat“)

In tierischen Zellen existiert ein kurzer Signalweg, der zur Induktion der Genexpression
fuhrt: Der Jak-Stat-Signalweg. Zur Induktion des Signalwegs wird ein membranstandiger
Rezeptor, der Erythropoietinrezeptor, durch Bindung des Liganden Erythropoietin aktiviert.
Daraufhin kommt es zur Phosphorylierung und Aktivierung der Januskinasen, die ihrerseits
den Transkriptionsfaktor Stat5b phosphorylieren. Statbb gelangt sodann in den Zellkern, und
aktiviert nach Bindung an die GAS-Elemente die Transkription.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ermittelt werden, ob das Zusammenspiel dieser Kom-
ponenten auch in Pflanzen zur Induktion der Genexpression flihrt und ob es sich zur Kon-
struktion eines induzierbaren Expressionssystems in Tabak eignet. Das Neuartige an diesem
Expressionssystem ist die Aktivierung Uber einen plasmamembranstandigen Rezeptor mit
extrazellularen Ligandenbindedomanen. Langfristiges Ziel dieses Projektes ist es, die Ligan-
denbindedomane des Erythropoietinrezptors gegen eine andere auszutauschen, sodal} die
Induktion durch eine umweltfreundliche Chemikalie erfolgen kann.

Bei Sequenzvergleichen wurden im Genom von Arabidopsis thaliana keine zu Jak2,
Statdb und dem Gen des Erythropoietinrezeptors homologen Gene gefunden. Es ist daher
sehr unwahrscheinlich, daf’ in Tabak oder anderen Pflanzen solche Gene existieren, die zu
einer Aktivierung der Signaltransduktion fuhren.

In transienten Expressionsstudien konnte nachgewiesen werden, da} Stat5b das in
Pflanzen inaktive GAS-Element nur in Anwesenheit hoher Jak2-Mengen aktiviert. Diese re-
zeptorunabhangige Aktivierung bei hoher Jak2-Expression war bereits in Hefe gezeigt wor-
den. Nach diesem Ergebnis erschien die Etablierung des Signaltransduktionswegs in Pflan-
zen zur Konstruktion eines induzierbaren Expressionssystems machbar.

Zur Etablierung des Signaltransduktionswegs in Pflanzen wurde zunachst die
B-Glucuronidase unter der Kontrolle von 6 Kopien des GAS-Elements gemeinsam mit Stat5b
in Tabak transformiert. Das Stat5b-Protein lie sich ohne Schwierigkeiten exprimieren, und
es konnte keine Aktivierung des Reportergens nachgewiesen werden. Dem anfanglichen
Problem der unkorrekten Prozessierung der mRNA konnte durch Einfligen eines zweiten
Polyadenylierungssignals begegnet werden.

Die transgenen StatSb-exprimierenden Linien wurden mit Jak2 transfomiert. Dabei
zeigte sich, dall die mRNA des vollstidndigen Jak2-Gens in Pflanzenzellen degradiert wird
und in der Folge in stabil transformierten Pflanzen keine Synthese des Jak2-Proteins statt-
fand. Dem konnte zum Teil durch eine Entfernung der untranslatierten Regionen entgegen-
gewirkt werden. Mdglicherweise ist im weiteren Verlauf des Projekts eine weitere Verbesse-
rung der Expression von Jak2 wunschenswert. Dafur maften wahrscheinlich der AT-Gehalt
der codierenden Sequenz reduziert und viele bekanntermalien destabilisierend wirkende
Sequenzelemente korrigiert werden.

In einem letzten Schritt miRte der Erythropoietinrezeptor, dessen mRNA stabil expri-
miert wird, in die Jak2 und Stat5b exprimierenden Pflanzen eingekreuzt und die Kreuzungs-
produkte auf eine durch Erythropoietin induzierbare Genexpression hin untersucht werden.
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Teil 3 Allgemeines

3.1 Abklrzungsverzeichnis

Groflkenzeichen, Einheiten und Vorsatze wurden gemafRl den Sl-Konventionen von
1988 verwandt. Besondere Abklrzungen sind in der folgenden Liste aufgefihrt.
XQ iiiieereen x-faches der Erdbeschleunigung (Zentrifugation)

24-D......... 2,4-Dichlorophenoxyessigsaure

ana........... as-1 nicht aktiv

APS.......... Ammoniumperoxodisulfat
as-1.......... activating sequence 1

ASF ......... activating sequence1 binding factor
AUX.......... auxin related

avr ............ Avirulenzgen

AXR.......... auxin resistant

BLAST ...... Sequenzsuche anhand von Ahnlichkeiten (Basic Local Alignment Search Tool)
bp............ Basenpaare
BSA......... Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

BTB/POZ.. broad complex, tramtrack, bric-a-brac / poxyvirus zinc finger

BY-2 ......... bright yellow 2 (Tabakkultivar)

bZIP.......... Proteine mit basischer DNA-Bindedomane und Interaktionsdomane (leucin zip-
per)

CaMV ....... Blumenkohlmosaikvirus (cauliflower mosaic virus)

CC......ceee Doppelwendelstruktur (coiled coil)

CPR.......... constitutive expressor of PR genes

Lo}V Kultivar

dATP ........ Desoxyadenosintriphosphat
dCTP........ Desoxycytosintriphosphat
Deac......... Deacetylase

dGTP........ Desoxyguanosintriphosphat

DMF.......... Dimethylformamid
DMSO....... Dimethylsulfoxid
DNA.......... Desoxyribonukleinsaure

dNTP ........ Desocyribonukleosidtriptohphat
DST.......... Destabilisierung (destabilization)
DTH.......... detachment

DTT .......... Dithiothreitol
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dTTP......... Desoxythymidintriphosphat

dYT........... double yeast tryptone

ECL.......... verstarkte Chemolumineszenz (enhanced chemiluminescence)
EDS.......... enhances disease resistance

EDTA........ Ethylendiaminotetraacetat-Dinatriumsalz

EGF.......... Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)
EMP.......... erythropoietinimitierende Peptide (erythropoietin mimetic peptides)
EMS.......... Ethylmethansulfonsaure

EPO.......... Erythropoietin

EpoR ........ Erythropoietinrezeptor

FUE.......... far upstream element

GAS.......... Interferon-y-aktivierte Sequenz

GFP.......... grin fluoreszierendes Protein

GST.......... Glutathion-S-Transferase

GUS.......... B-Glucuronidase

HEPES ..... N-2-Hydroxypiperazin-N’-2-Ethansulfonsaure

HR............ hypersensitive Antwort (hypersensitive response)

Hyg........... Hygromycin

IEGT......... immediate early glucosyl transferase

IPTG......... Isopropyl--D-thiogalaktopyranosid

ISR ........... induzierte systemische Resistenz

Jak............ Januskinase

Km.......... Kanamycin

LRR.......... Region mit wiederholten leucinreichen Motiven (leucin rich repeat)
MES.......... 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaure

MOPS....... 3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
mRNA....... Boten-RNA (messenger RNA)
NACPT ...... N-Acetyl-Phosphinothricin

NBS.......... Nukleotid-Bindestelle (nucleotide binding site)
NIM........... non-immunity

NPR.......... nonexpressor of PR genes

NUE.......... near upstream element

OCsS.......... Octopinsynthase

OD............ optische Dichte

PCR.......... Polymerase-Kettenreaktion

PDGF ....... Wachstumsfaktor zur Entwicklung von Blutplattchen (platelet derived growth fac-

tor)
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PEG.......... Polyethylenglykol

PHY .......... Phytochrom

PR ..o pathogenesis related

PV.rrrrrrnennnns Pathovariante

PVDF........ Polyvinyldifluorid

Pwo .......... Pyrococcus woesei

RNA.......... Ribonukleinsaure

rRNA......... ribosomale RNA

SA.. Salizylsaure

SABP........ salizylsaurebindendes Protein

SAl............ salicylic acid insensitive

SAR.......... systemische erworbene Resistenz (systemic acquired resistance)

SARP........ salicylic acid response protein

SDS......... Natriumlaurylsulfat

SSl........... suppressor of salicylic insensitivity

Stat........... Signalvermittler und Transkriptionsaktivator (signal tranducer and activator of
transcription)

surll .......... Uberlebende des zweiten Mutageneseansatzes (survivor)

Taq........... Thermus aquaticus

T-DNA ...... Transfer-DNA
TEMED..... N,N,N',N-Tetramethylethylendiamin

TetR.......... Tetracyclinrepressor

TGA.......... Transkriptionsfaktoren, die an TGACG-Motive binden
TIR............ Toll/Interleukinrezeptor

Tris cvvennes Tris-(hydroxymethal)-Aminomethan

Ui internationale Einheit (=i. E.)

UV ... Ultraviolett

(/AT Volumen auf Volumen

W/V........... Gewicht auf Volumen

X-Gal........ 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid

X-Gluc ...... 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylglucuronid
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3.3 Anhang

CTCTATATAA
GAGATATATT

GAATGGCCTG
CTTACCGGAC

ATGGTGATAT
TACCACTATA

ATCTGTACCA
TAGACATGGT

GTATGTTGCA
CATACAACGT

GGAAGTTCAT
CCTTCAAGTA

CCTTACAATG
GGAATGTTAC

TCCTGGAAGT
AGGACCTTCA

TTCTCTTGGGC
AAGAGAACCC

GAAGAAATTT
CTTCTTTAAA

TCATAATATG
AGTATTATAC

TTTGCGTTA
AAACGCAAT

TTCATTTGGA
AAGTAAACCT

ACAGAAATGG
TGTCTTTACC

GCTAATTCTG
CGATTAAGAC

CAAGCTTGAA
GTTCGAACTT

GTGTGGCTGC
CACACCGACG

GAGGACAGGG
CTCCTGTCCC

AGGCAACCTC
TCCGTTGGAG

TGAAGCAGAT
ACTTCGTCTA

GGAGAGTATC
CCTCTCATAG

TTCTAAAGCT
AAGATTTCGA

TACCCGGCCG
ATGGGCCGGC

CACATCTCCT
GTGTAGAGGA

AGAGCCAGTC
TCTCGGTCAG

NTGAAGTTTC
NACTTCAAAG

TGTGGTATTA
ACACCATAAT

CTCTAGATGG
GAGATCTACC

GTACATCAGA
CATGTAGTCT

CTTCAAGTGT
GAAGTTCACA

CAAGTGGAGA
GTTCACCTCT

CGCCTGTGTA
GCGGACACAT

Abbildung 92: Darstellung des 5’-UTR des Jak2-Gens aus dem Plasmid UCA7-mJak2

Die 285 bp lange 5’-untranslatierte Region desmJak2-Gens aus dem Plasmid pUCA7-mJak2 ist rosa unterlegt. Die TATA-
Box ist durch eine gelbe Markierung gekennzeichnet.

—

TA
AT

CTCTATATAA GGAAGTTCAT TTCATTTGGA GAGGACCGGGC TACCGGGCCC
GAGATATATT CCTTCAAGTA AAGTAAACCT CTCCTGGCCC ATGGCCCGGG

TCGACGGTAT CGATAAGCTT GATATCGAAT TCCTGCAGCC CGGGGGATCC
AGCTGCCATA GCTATTCGAA CTATAGCTTA AGGACGTCGG GCCCCCTAGG

CCCCTCGAGG
GGGGAGCTCC

ATGTTTGCGT
TACAAACGCA

Abbildung 93: Darstellung der 5’-UTR des Jak2-Gens aus dem Plasmid pRT106-mJak2tausch

Die 76 lange 5’-untranslatierte Region desmJak2-Gens aus dem Plasmid pUCA7-mJak2 ist rosa unterlegt. Die TATA-Box
ist durch eine gelbe Markierung gekennzeichnet
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CAACCACGTC
GTTGGTGCAG

CACAATCCCA
GTGTTAGGGT

AGAGGACAGG
TCTCCTGTCC

TTCAAAGCAA
AAGTTTCGTT

CTATCCTTCG
GATAGGAAGC

GTACCCGATC
CATGGGCTAG

GTGGATTGAT
CACCTAACTA

CAAGACCCTT
GTTCTGGGAA

GTGATATCTC
CACTATAGAG

CCTCTATATA
GGAGATATAT

CACTGACGTA
GTGACTGCAT

AGGAAGTTCA
TCCTTCAAGT

AGGGATGACG
TCCCTACTGC

TTTCATTTGG
AAAGTAAACC

CATGTTTGCG
GTACAAACGC

TTAATGAGTG

AATTACTCAC

AAACCGAAAG
TTTGGCTTTC

GATCTGGTAC
CTAGACCATG

CCACCCAATC
GGTGGGTTAG

ATGTCTTCCA
TACAGAAGGT

CATAGACGAG
GTATCTGCTC

TCAACCAGGC

AGTTGGTCCG

ATGACATACT
TACTGTATGA

CTACAGGATA
GATGTCCTAT

Abbildung 94: : Darstellung der 5'-UTR des Jak2-Gens aus dem Plasmid pUCA7-mJak2tausch

Die 16 lange 5’-untranslatierte Region desmJak2-Gens aus dem Plasmid pUCA7-mJak2 ist rosa unterlegt. Die TATA-Box ist
durch eine gelbe Markierung gekennzeichnet
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