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Characterization of the gravitropic signal transduction pathway inHelianthus
annuus L. via gene expression analysis after auxin- and gravistimulation

Gravity triggers a biochemical pathway, which determines thentation of plant organs.
Although signal transduction pathways following graviperception @teisclear, auxin has
been proposed to be responsible for the bending reaction of the graldstisnplant organs
through its asymmetric distribution. Beside auxin as one elemeheddignal transduction
chain linking gravi-perception to gravi-response, little is known about ntlodecular
mechanisms involved in gravitropism. In order to gain further insigbtthe link between
auxin and gravity the expression profiles of mMRNA in etiolated sweft (Helianthus annuus
L.) seedlings were analyzed. Therefore, comparative gene expresgsdies with parallel
auxin- and gravistimulation experiments have been established.

Gravistimulation was performed by tilting of sunflower hypocotgtsdifferent time intervals
and has been supplemented by simulated (fast clinorotation) andiceadgravity conditions
during flight experiments (sounding rocket TEXUS40) with isolatepobgtyl protoplasts.
Also auxin stimulation was achieved by application of exogenous t8Ahypocotyl
protoplasts. While there is evidence for a differential sensitofiapical and basal hypocotyl
protoplasts for auxin as measured by PMATPase activity, a separate investigation of
apical and basal hypocotyl segments provided a more detailednaeteon of the real
gravitropic sensitive tissue.

Screening of mMRNA profiles was done by Differential Dagp(DD) RT-PCR, which is one
gene expression profiling technique that does not require prior knowtédge sequences.
Furthermore, DDRT-PCR supplies an approach to identify differgneabressed genes in
more than one population by comparing several cell populations or earsibdultaneously.
Thereby the principle is based on the amplification of a humerousheaadomly primed
cDNA-fragments of different lengths.

Using capillary electrophoresis (ABI310) to separate the fluorolatbh@led cDNA fragments
revealed the expression of genes predominantly involved in signal transducti@gttiatory
machinery of translation and transcription, metabolism and cell. vavistimulation
identified the small GTPase Ran, a calmodulin like domain pr&iease (CDPK), histone
H2B, beta-6-xylosyltransferase and electron carrier pratgtochrome c, which all were
gravity inducible proteins. In contrast, the isolated genes aftein stimulation like
translation initiation factor elF1, histone deacetylase (HDAGYtohe H3 and fructose-1,6-
bisphosphat aldolase (FBPA) were all suppressed by auxin. Aledaduxin inducible partial
gene fragments showed no apparent homology with known DNA-sequendke gene
databases. Comparing the inducibility of the identified genegréwistimulation and auxin
stimulation revealed a negative correlation for Ran and elF1 and tav@arrelation for
cytochrome c and xylosyltransferase, whereas a correlatiddd®K, Histone H3 and H2B,
HDAC and FBPA between gravity and auxin-induction has still to be investigated.
Differing expression rates were mostly identified in apsegiments, which indicate the apical
segment as the more sensitive tissue concerning gravitropism and auxin.

Moreover, the results obtained with protoplasts after pg-stimulatyowliborotation and
TEXUS-flight and by tilting of entire hypocotyls establishepasitive correlation. Regarding
the clearly increase of Ran-mRNA in all experiments, the coabpay of protoplasts and
whole plants on transcription level was shown.



Charakterisierung der gravitropen Signaltransduktion in Helianthusannuus L. Uber
Genexpressionsanalysen nach Auxin- und Gravistimulation

Die gravitrope Krimmungsreaktion in héheren Pflanzen als Antwortesug veranderte
Orientierung zum gegebenen Schwerkraftvektor ist gepragt von asenmetrischen
Verteilung des Pflanzenwuchsstoffes Auxin. Daher scheint Auxirwahtiges Element in
der Signalweiterleitung des Schwerkraftreizes vom Ort der Schafeviahrnehmung bis zum
Ort der gravitropen Antwort zu sein. Auf molekularer Ebene ist Signaltransduktion
allerdings noch weitgehend ungeklart. Ziel dieser Arbeit wardalser, die gravitrop
regulierten Prozesse auf der Basis differentiell exprimiertee@a analysieren.

In einem parallelen Versuchsansatz anhand gravistimulierter una-&tixiulierter Pflanzen
wurde der Zusammenhang von Auxin im Gravitropismus bzw. die Abhangdgkedfravitrop
regulierten Gene von Auxin untersucht. Die Gravistimulationsexpatenerfolgten durch
Kippen sieben Tage alter Sonnenblumenhypokotyle um 45°, wahrend die Auxiastmul
durch Applikation von Indol-3-Essigsadure an Hypokotylprotoplasten vorgenommete.wur
Aufgrund der starkeren Kriimmungsreaktion sowie der hoheren Auxin-abhérfeiga -
ATPase-Aktivitat im apikalen Hypokotylabschnitt wurden die Hypokotglelen jeweiligen
Experimenten in einen apikalen und basalen Bereich unterteilt, um deiadliertere
Bestimmung des gravisensitiven Pflanzengewebes zu gewahrleisten.

Fur die Genexpressionsanalysen wurde die Methode der Difdr&isiplay (DD)-RT-PCR
herangezogen, die einen Vergleich zwischen mehreren Populatiorven faiablen
gleichzeitig erlaubt, ohne die vorherige Kenntnis der zu untersuchendesedsienzen
vorauszusetzen. Dabei basiert die Technik auf der Amplifikation vbierzhen cDNA-
Fragmenten unterschiedlicher Lange mittels Zufallsprimer. Adigrennung der Fragmente
zur Identifizierung differentieller Expressionsraten erfolgémschlieRend mit einer
Kapillarelektrophorese (ABI310) und erzielte ein reproduzierbares almadakteristisches
Peakmuster.

Nach der Gravistimulation konnten finf verschiedene Gene isoliadewe die in ihrer
Expression jeweils gravitrop hochreguliert wurden. Dazu gehoérterGdliease Ran, eine
Calcium-abhangige Proteinkinase, das Histon H2B, Cytochrom c und eine Xwosidrase.
Nach der Auxinstimulation konnten dagegen vier Gene isoliert werdén, eine
herunterregulierte Expression zeigten. Hierzu gehdrten der Tianshkhuitiations-Faktor
elF1, eine Histondeacetylase, das Histon H3 sowie eine Fruktose-1,6-bisphosphageAl
Ein Vergleich in Bezug auf die Induzierbarkeit der identifiaertGene durch Auxin und
Gravistimulation zeigte fur Ran und elF1 eine negative Korgglaind fir Cytochrom ¢ und
die Xylosyltransferase eine positive Korrelation.

Durch die vorgenommene Segmentierung der Sonnenblumenhypokotyle konnte arhand de
Verteilung der differentiell exprimierten Gene sowie dereRbdr Transkriptionsanderung der
apikale Hypokotylbereich als das sensitivere Gewebe erkannt werden.

Die Genexpression wurde neben der Gravistimulation von ganzen Hyjgrketyenfalls in
Hypokotylprotoplasten unter simulierten (schnelldrehender Kilinostat)d realen
Mikrogravitationsbedingungen (Rakete TEXUS40) untersucht. Dadurch koreteigy
werden, dass sowohl die Umorientierung nach Kippen der Pflanzeuchisli@ Bedingungen
unter Mikrogravitation dieselben Reaktionen auf Transkriptionsebene inPdanzen
hervorruft. Die positiv korrelierenden Ergebnisse nach den Gravistiongakperimenten in
den Hypokotylen und in den Protoplasten zeigen zudem, dass Protoplasterdalsydtem
fur Genexpressionsanalysen geeignet und die Ergebnisse auf intlkteeRflbertragbar
sind.
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1 Einleitung

1.1 Gravitropismus

Das Wachstum hoherer Pflanzen ist durch ein ausgepragtes Sclitasskéangiges
Verhalten gekennzeichnet. Diese Orientierung an der Schwemkrait man Gravitropismus.
Sie fuhrt dazu, dass der Spross (negativ gravitrop) aus der Erdes maxeh oben wachst,
wahrend die Wurzel in der Erde bleibt und (positiv gravitrop) nadlen wachst. Auf diese
Weise ist es der Pflanze mdglich, Wasser und Nahrstoffe au8ddem aufzunehmen sowie
mit den oberirdischen Pflanzenorganen Photosynthese zu betreibert Bangnun eine
Pflanze in eine horizontale Position und andert damit die OrientierumgSchwerkraftvektor
kann man nach einiger Zeit eine Krimmung der Pflanzenorgane in diemgyssightung
erkennen.

Auf welchem Weg die Pflanze den Gravitationsreiz empfangtvi@ezeption) und wie
genau dieser Reiz weitergeleitet wird (Signaltransduktion), @dijekt zahlreicher
Untersuchungen. Wahrend es zur Graviperzeption einige TheorieriKigst et al., 1989;
Staves, 1997; Blancaflor und Masson, 2003), ist die gravitrope Signaltransdwkitgehend
ungeklart. Auxin scheint als essentieller Pflanzenwuchsstoff wiohtige Rolle in dem
gravitrop gerichteten Wachstum zu spielen. Das belegen sowohl Studieagravitropen
Mutanten (Firn et al., 2000) als auch der Nachweis, dass es wéameRdimmungsreaktion
infolge eines veranderten Schwerkraftvektors zu einer polarervéyteslung von Auxin im
Gewebe kommt (Young et al., 1990).

Mit der Krimmungsreaktion als Antwort auf einen veranderten Grentaeiz bleibt die
Frage offen, wie es zu der Umverteilung von Auxin in der Pfl&aremt. Hierbei kdnnen
Genexpressionsstudien auf molekularer Ebene die Suche nach sekundansitoBere die
fur die Signalweiterleitung von Bedeutung sind, unterstitzen. Die imolatind
Charakterisierung gravitrop relevanter Gene kdnnen bei der ldesrtiing der einzelnen
Schritte in der Signalabfolge wéhrend der gravitropen Antwort helfen.

1.2 Graviperzeption

Die am weitesten verbreitete Erklarung dafir, wie Pflanzen Amderung des
Schwerkraftvektors wahrnehmen, ist die Starke-Statolithen-Hypotifkass et al., 1989).
Hierbei sedimentieren Starke-gefillte Amyloplasten aufgrundr ilrehen Dichte im

Vergleich zum Cytoplasma auf die physikalische UnterseiteZé#e. Die Bewegung der
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Amyloplasten wird dann entweder durch das Cytoskelett (Sieateal., 1991; Buchen et al.,
1993; Volkmann et al., 1999; Palmieri und Kiss, 2005) oder am Endpunkt ihrer Sedimentation
wahrgenommen. Hier kommt eventuell der Kontakt zwischen den sed:nesilen
Amyloplasten und dem Endoplasmatischen Reticulum (Perbal und Driss-BE&8M4; Sack,
1997) oder der Vakuole nahe der internen Plasmamembran fur die RerzkgtSchwerkraft
in Frage (Merkys und Darginaviciene, 1997; Morita et al., 2002). Aphgdten findet man
beispielsweise in den Columellazellen der Wurzel oder in der Endéderon jungen
dikotylen Sprossen (Sack, 1987; 1991). Fehlt die Starkescheide, die EehiZbt das
Leitbindel umgibt wie bei descarecrow-Mutante ausArabidopsis, reagiert der Spross der
Pflanze agravitrop, wahrend die Wurzel trotz Fehlen der Endodern@snormale gravitrope
Reaktion zeigt (Fukaki et al., 1998). Im Gegenzug dazu konnte bei desrritmify der
Columellazellen mit Hilfe eines Lasers gezeigt werden, ddss Wurzel nach
Gravistimulation stark in ihrer Krimmung behindert war (Blancaélbral., 1998). Dabei
reagieren starkearme Mutanten langsamer auf den Schwerizrats Wildtypen (Kiss et al.,
1996). Allerdings zeigen auch starkefreie Mutanten eine gewjissatrope Reaktion, was
bedeutet, dass es vermutlich auch einen Starke-unabhéangigen Mechagelrensmuss
(Caspar und Pickard, 1989). Dabei konnen eventuell die starkefrestidBh selber oder
auch der Zellkern als Statolith fungieren und das Cytoskelett kaese dBewegung
wahrnehmen (Kiss et al., 1989; Sack, 1991). Die gravitrope Antwort von ereBédzen wie
Phycomyces und Physcomitrella sowie die Differenzierung der Leitblindel und die Polaritét
der Cytoplasmastrémung in den Internodialzellen mancher Algerd@neCharaceen, die
vollkommen unabhangig von sedimentierenden Statolithen ist, fuhrten zur Tidasie
~gravitational pressure models” (Staves, 1997). Hier wird der Séinafeeiz durch den
gesamten Protoplasten wahrgenommen, wobei Stérke gefillte S&atoliie Funktion
zusatzlichen Ballasts Gibernehmen und so die Empfindlichkeit stdigenen. Der Protoplast
nimmt den Auftrieb innerhalb der Zellwand wahr, so dass die Krafee, ddrch die
Gravitation als mechanische Belastung auf die Plasmamembrieenwitretch-aktivierbare

lonenkanéle 6ffnen (Kanzaki et al., 1999).

Als Gravi-Mechanorezeptoren werden Integrine vorgeschlagen, denenischier Zellen
eine Beteiligung an Signaltransduktionsprozessen bei mechanischess 8&chgewiesen
werden konnte (Wang et al., 1993; Clark und Brugge, 1995; Ingber, 1999). Integrine
verbinden die extrazellulare Matrix mit dem Cytoskelett odert mhzymen des

Signaltransduktionsweges (Proteinkinasen, Phospholipidkinasen, Phospholipasad C)
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vermitteln  mdglicherweise die Transduktion der Gravitationskrafte chdurdie
Plasmamembran. In Pflanzen konnten Integrin-ahnliche Proteingglehe Elemente einer
alternativen Signaltransduktionskette durch Kreuzreaktionen mit Apgkdrgegen tierische
Integrine in der Wurzelspitze vorArabidopsis sowie in epidermalen Zellen von
Seegrasblattern identifiziert werden (Swatzell et al., 1999; Salairal., 2004).betal-
Integrin-artige Proteine wurden sogar an der inneren Membran von AnsteEpl@stgestellt,
was auf einen durch Amyloplastensedimentation initiierten Intagermittelten gravitropen
Signalweg hinweist (Lynch et al., 1998). Auch Reuzeau et al. (198@¢mgidavon aus, dass
das Endomembran-System, welches die aul3eren Membranen der Onganitelgnschliel3t,
beta-1 Integrin enthalt, und dieses in Assoziation mit dem Cytoskelathtige
Stoffwechselprozesse durch die Modulation und Bereitstellung von endoarenlifanélen
reguliert. Daher sind Integrine durch ihre Lokalisierung an Endomembraekeicht auch

innerhalb der Zelle in die Signalweiterleitung involviert.

1.3 Signaltransduktion
1.3.1 Auxin als primérer Botenstoff

Es ist allgemein anerkannt, dass die gravitrope Krimmung nach geernsy des
Schwerkraftvektors aus einer lateralen Umverteilung von AuxintregulAuxin kommt in
Pflanzen natirlicherweise hauptsachlich als Indol-3-Essigsad®) (Yor und ist als
Wachstumshormon fir die Pflanze essentiell. Wéahrend Auxin im SpresdVdahstum
fordert, wirkt es bei gleichen Konzentrationen auf die Wurzel waohshemmend. Dabei
wird Auxin im Sprossapex synthetisiert und polar in den Parenchigmzier Biindelscheide
in die darunter liegenden Gewebe bis in die Wurzelspitze transportilom
Leitbundelgewebe aus wird Auxin dann lateral in die au3eren Geweb&atdstumszone
geleitet.

Schon 1928 konnten Cholodny und Went zeigen, dass nicht nur infolge einesgeinseiti
Lichtreizes wie im Phototropismus, sondern auch durch die Perzepties geanderten
Schwerkraftvektors ein Quertransport von Auxin als Reaktion auf dieeen stattfindet
(Trewavas, 1992). Dabei wird der mechanische Stimulus der iltlarzen
Amyloplastenumverteilung in ein biochemisches Signal umgewandeadtich@s einen
Auxingradienten quer durch die ganze Pflanze auslost (Masson, 199%afida und
Masson, 2003; Perbal und Driss-Ecole, 2003). Dieser laterale Awdgptrd konnte ebenfalls

durch radiomarkiertes IAA sowohl im Spross (Parker und Briggs, 1990awdh in der
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Wurzel (Young et al., 1990; Young und Evans, 1996) nachgewiesen werden. Wahrend de
basipetale Auxintransport in der Wurzel in einer vertikal wachsefilanze symmetrisch

ist, wird Auxin in einer horizontal ausgerichteten Pflanze haaplish in der unteren Flanke
polar transportiert und hemmt dort das Wachstum (Young et al., 19900 diAdls konnten
Experimente mit exogen appliziertem Auxin zeigen, dass diee fRiase der gravitropen
Krummung der Wurzelspitze, welche eine gesteigerte Zelkstngsrate in der distalen
Streckungszone voraussetzt, nicht durch Auxin gehemmt werden konnte undcHefir

Auxin unempfindlich zu sein scheint (Ishikawa und Evans, 1993).

Der interzellulare Transport von Auxin wird durch transmembran@aspater vermittelt.
Dabei konnten in der Wurzel und im Spross sowohl Mitglieder der AB3ihilie als Influx-
Carrier identifiziert werden, die IAA in seiner protonisiertearrd aus dem Apoplasten
aufnehmen, als auch Proteine der AGR/PIN Familie, die alsxEffaurier IAA in der
lonenform aus der Zelle heraus transportieren (Noh et al., 2003;, 2@®8). PIN1 und
AUX1 scheinen eine Funktion bei dem Transport von Auxin aus den Ldélwyefen die
Wurzelspitze zu tUbernehmen, woraufhin PIN4 den Transport von Auxin in Rickiemg
apikalen Columellazellen reguliert. In den Columellazellen istXAlschlieRlich fur die
Aufnahme von Auxin verantwortlich, wahrend PIN3 den Auxin-Efflux gewahde{Swarup
et al., 2004; Friml et al., 2002).

Nach einer Gravistimulation konnte beobachtet werden, dass derdadepahtransport von
einer schnellen Umverteilung von Auxin-Efflux Carriern begleiget (Friml et al., 2002;
Friml, 2003). Bei PIN3 kann man beispielsweise innerhalb von zwei Minuigch
Gravistimulation eine Bewegung von einer basalen zu einer [&tePosition in der Zelle
beobachten (Friml et al., 2002). Méglicherweise wird die Verteikog Auxin-Transportern
direkt durch Veranderungen des Aktin-Netzwerks reguliert (Fatnal., 2002). Alternativ
konnte die Verteilung bzw. die Aktivitdt der Auxintransporter auch dureh giavitrop
induzierte Veranderung des pH-Wertes und des-Spiegels in der Wurzelcolumella oder
durch Signaltransduktionsprozesse wie der Proteinphosphorylierungereguédrden (Scott
und Allen, 1999; Plieth und Trewavas, 2002; Muday und Murphy, 2002).

Zudem ist Auxin, nach der S&ure-Wachstums-Hypothese, moglicherwisch die
Aktivierung der Plasmamembrarf+ATPase an der differentiellen Zellstreckung auf der dem
Gravitationsreiz zugewandten Seite (im Falle der Wurzel) undl@uffom Gravitationsreiz

abgewandten Seite (im Falle des Sprosses) beteiligt (Rayl€letahd, 1992). Im Zuge der
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Auxin-Querverteilung sauert sich hierbei die konvexe, starker wadhsElanke an. Dabel
erfolgt die pH-Wert-Anderung wahrscheinlich sowohl durch eine ®indluzierte
Aktivierung vorhandener HATPasen (Kim und Kaufman, 1995) als auch durch deren
Neusynthese (Frias et al., 1996). Der darauf folgende Protonenausstdiendellwand ist
fir eine gesteigerte Dehnbarkeit der Zellwand verantwortligh. dpoplastische pH-Wert-
Absenkung fuhrt namlich zu einer Aktivierung von Enzymen, die lonenbindumgeieri
Zellwand l6sen kénnen. Zu diesen Enzymen gehoéren die Expansine, die im pélire
Bereich Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Polysaccharidefeltigand I6sen
(Cosgrove und Li, 1993), und wahrscheinlich auch Transglycosylasen wkyldiglucan-
Endotrans-Glycosylase, welche Zuckerreste von einem auf ein anéalgsaccharid
Uibertragen (Catala et al., 1997). Ebenso steigert Auxin durch Stiomgieler H-ATPase
auch die Aufnahme osmotisch wirksamer Substanzen sowie die AktigitdEnzymen, die

am Aufbau der Zellwand beteiligt sind.

1.3.2 Auxin-Rezeptoren

Nach Erreichen des Zielortes kann Auxin zum einen durch direktkt&ff@er auch indirekt
Uber die Genexpression auf die Zelle wirken. Zu den direkten Akisngen von Auxin
gehoren zum Beispiel Veranderungen in der lonen-Bewegung in und azslldedurch die
Plasmamembran sowie eine in der Zellstreckung resultierentlgaddausdehnung. Diese
Vorgange werden nach Bindung von Auxin an spezifische transmeenBrateinrezeptoren
eingeleitet. Einen maoglichen Auxinrezeptor stellt das Auxin-bindend&iRrABP1 dar. In
Mais, wo es zuerst isoliert werden konnte, wurde es vorwiegendRigekinden, obwohl der
pH-Wert im ER eigentlich zu hoch fir eine Auxin-Bindung ist. KleenEraktionen konnten
aber auch an der Plasmamembran nachgewiesen werden (Leyser, 2R wiederum
scheint ein intrazellulares ABP1 mit der Plasmamembran-Proton@apzuninteragieren und
als Auxinrezeptor zu dienen (Kim et al., 2001b). Vielleicht windeegeringe Menge des
Proteins auch an die Oberflache der Zellen transportiert undeftrprt als Rezeptor. In
jedem Fall kann die Auxin-induzierte Zunahme der Membranspannung nichmitur
Antikorpern gegen die PM-HATPase gehemmt werden, sondern auch mit Antikdrpern
gegen ABP1. Das bedeutet, dass ABP1 an der Hyperpolarisation deréktiiierung der
Protonenpumpe beteiligt ist (Leblanc et al., 1999).
Die indirekten Auxin-Effekte werden hingegen durch Anderungen auf Trariekspbene
vermittelt. Dabei kdnnen durch Auxin induzierbare Gene in primare skdndare Gene
eingeteilt werden. Zu den primaren Genen gehdren zum Beispiel eippesvon Auxin-
14



stimulierten mMRNAs, die so genannten SAURs (small auxin up-regulBNAS), deren
asymmetrische Verteilung wahrend der gravitropen Reaktion inbesaal 20 Minuten
nachgewiesen werden konnte. Daneben gibt es die Aux/IAA-Genfadidi@ls Repressoren
oder Aktivatoren fur die Expression der spaten Auxin-induzierbaren @enen, die GH3-
Genfamilie, die in die Inaktivierung von IAA involviert ist, die Strésduzierbaren GST-
ahnlichen Proteine (Glutathion-S-Transferase) und Gene fur die -2\otase (1-
Aminocyclopropan-1-Carboxylase), die den Ethylenbiosyntheseweg esguliSie werden
induziert, indem bereits vorhandene Proteine, hauptsachlich Transkriptionsfakturch
Phosphorylierung aktiviert werden (Hagen und Guilfoyle, 2002). Diese waddeaufhin in
den Kern, um dort die Expression der so genannten frihen Gene zu verstdekenu
unterdricken (Abel und Theologis, 1996). Die Auxin-induzierbaren Gene kemialihren
Promotoren Auxin-sensitive Elemente (AuxRE), an denen Transkripgktosén aus der
Familie der ,Auxin-response“-Faktoren (ARF) binden (Ulmasov gt1&97a, 1999; Hagen
and Guilfoyle, 2002). Wahrend bei niedrigen Konzentrationen von Auxin die
Transkriptionsfaktoren durch eine Interaktion mit Aux/IAA-Proteingghemmt werden
(Ulmasov et al.,, 1997b), induzieren hohe Konzentrationen den Abbau von Aux/IAA-
Proteinen. Bei diesem Prozess stimuliert Auxin eine Interaktién dem SCE™' E3
Ubiquitin Ligase Komplex, der fur die Ubiquitinierung der als Remmess agierenden
Aux/IAA-Proteinen  verantwortlich ist und somit die Inhibierung deARF
Transkriptionsfaktoren aufhebt (Tiwari et al., 2001, 2003). Diese Modifikiibante als eine
direkte Bindung von Auxin mit dem TIR1-Rezeptor (transport inhilsgésponse) identifiziert
werden (Kepinski und Leyser, 2005; Dharmasiri et al., 2005). Auf diésise regulieren
ARFs sowohl in der Wurzel als auch im Hypokotyl die Expression vaxijAresponsive®
Genen, gleichzeitig verstarken sie in einem Regelmechanisnegenim die Transkription
von Aux/IAA Genen (Weijers et al., 2005).

Zu den Auxin-induzierbaren Genen gehdren vor allem die Gene, die walkend
Zellstreckung eine Rolle spielen. Daher aktiviert Auxin Gene dig Induktion und
Beschleunigung von exocytotischen Prozessen sowie Gene fir mtieeSy von Proteinen,
die fur die Fusion von Membranen notwendig sind. Daneben werden Gene fiynthese
der PM/H-ATPase induziert, wodurch die Kapazitat fiir derAdisstrom in den Apoplasten
als Vorbedingung fur die Zellwandausdehnung erhtéht wird (Hagerl.etl21). Und

schlie3lich werden Gene fir die Synthese und Exocytose von bestimPntgeinen,
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Enzymen und Zellwandzwischenprodukten aktiviert, die fur den Zellwandmistalos| und

die ,Reparatur der Protonen-freien und Turgor-gedehnten Zellwand notwendig sind.

1.3.3 Sekundare Botenstoffe

Wahrend primare Botenstoffe als Signale vom Ort der Wahrnehmungoruder Reaktion
verlagert werden, setzen sekundare Botenstafeorid messenger) das Signal in eine
physiologische Reaktion um. Die Wahrnehmung des gravitropen Sigiaitssb zu einem
transienten Anstieg bestimmter Signalmolekile im Cytocol, dessgbnd messenger die
Signalwirkung verstarken. Zu diessecond messengern gehoren Calcium, Wasserstoff ,H
und Inositoltrisphosphat (Ins(1, 4,%)Pderen kurzfristiges Auftreten in den frihen Stadien
des Gravitropismus beobachtet werden konnte (Scott and Allen, 1999; Fdsaino2001;
Perera et al., 2001; Plieth and Trewavas, 2002).
Als Protonenquelle kommt zum einen das Endoplasmatische Retikulum in Frage, indem es a
Reaktion auf ein Amyloplasten-Kontakt oder durch Aktin-induzierte Drueid Zugkréfte
moglicherweise Calcium-lonen abgibt (Yoder et al., 2001; Zheng weh&lin, 2001). Zum
anderen werden an den Stellen in der Plasmamembran, an denentadI€y und die
Zellwand miteinander verbunden sind, mechanosensitive Calcium-Kanéle Durck- und
Zugkrafte geotffnet, was ebenfalls in einem Anstieg an cys@wn Calcium und der
Aktivierung an Calcium-abhéngigen biochemischen Abldaufen und Entwicklurggsvgen
resultiert (Trewavas und Knight, 1994).
Ein weiterer Beweis fur die Bedeutung von Calcium im Gravitrops ist der gravitrop
induzierte Anstieg des sekundaren Botenstoffs Ins(14,5JBrch dessen Bindung an
endomembrane Ins(1,4,5)Rezeptoren GA aus dem ER oder der Vakuole freigesetzt
werden kann (Munnik et al., 1998). Die Ausschuttung von Ins(1, 4dggRort mit zu den
frihesten Reaktionen auf verschiedenste Stimuli (Perera et al., .1%88h in
gravistimulierten Hypokotyl-Protoplasten audelianthus annuus konnte bereits gezeigt
werden, dass der Phosphoinositid-Signalweg ein  Element der gravitropen
Signaltransduktionskette darstellt (Muller, 2000; Schnabl, 2001; 2002). Hier keowtehl
eine pg-Stimulierung der Protoplasten wahrend des TEXUS35-Fluges iomd
schnelldrehenden Klinostaten als auch eine Auxinbehandlung einengAvsitidns(1,4,5)p
nach verschiedenen Zeitintervallen im Vergleich zu den nicht sérted Kontrollen
auslosen.
Des Weiteren scheinen*Honen bei der Vermittlung des differentiellen Wachstums eine
wichtige Rolle zu spielen. Wéahrend der gravitropen Antwort kann marnvenikergehende
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Alkalinisierung des Cytosols und eine Anséuerung des Apoplasten detgScott und
Allen, 1999; Fasano et al.,, 2001; Johannes et al.,, 2001). Dabei sind grawstenuli
Anderungen des Membranpotentials (Monshausen et al., 1996; Sievers £99&l) im
Einklang mit der Aktivierung der Plasmamembrai-ATPase in der friihen Phase der
Schwerkraftwahrnehmung. Auch die vakuolaré-ATPase als Protonen freisetzendes
Protein, ist in den Gravitropismus involviert, da sie fir die ErhaltlesypH-Wertes wichtig
ist. Durch eine Inhibierung der V-ATPase mit Bafilomycin Al koneiae verstarkte

Wurzelkrimmung irArabidopsis gezeigt werden (Scott und Allen, 1999).

1.4 Gravitrope Genexpression

Fur die Analyse der molekularen Abléaufe hinsichtlich der Realttidrerer Pflanzen auf die
Schwerkraft werden sehr oft Mutanten mit einem verénderten gpert Verhalten
herangezogen (Simmons et al., 1995; Migliaccio et al., 2002). Durch Wergleich mit den
Wildtypen koénnen diejenigen Gene isoliert werden, die fiur ein normakhgetes
schwerkraftabhangiges Wachstum essentiell sind. Obwohl schon chieelsne
Gravitropismus-Gene identifiziert werden konnten, scheint bis jafiztein Gen,ARG1
(Altered Response to Gravity), welchesArabidopsis-Mutanten isoliert werden konnte, mit
gro3er Wahrscheinlichkeit in der frihen Phase der gravitropen Samal@hmung und
Signaltransduktion bedeutend zu sein (Sedbrook et al., 1999). Die ARG-Mzgagiteowohl
einen veranderten Gravitropismus in der Wurzel als auch im Spredbr{®k et al., 1999).
Das Protein besitzt eine DNA-J-Domaéne, die in Wechselwirkunnglemh Cytoskelett steht,
indem sie Calmodulin-abhangig an Aktinfilamente bindet und auf dieseeVépiezifische
Signalkaskaden vermittelt. Daneben sind zahlreiche Mutanten untesgsaoken, die eine
Unter- bzw. Uber-Empfindlichkeit gegeniiber Auxin zeigen wie zuris@e die Wurzel-
Gravitropismus-Mutanteiaxr2 und axr3. Doch nur in wenigen Fallen wie bei den Auxin-
Influx- und Efflux-Carriern konnte die genaue Funktion des defekten Gemakterisiert und
somit ein ndherer Einblick in den Wahrnehmungs- bzw. Signalweitergimechanismus
verschafft werden (Firn et al., 2000).

Neben den langwierigen Mutationsanalysen gibt es auch Untergehuwur gravitropen
Genexpression. Hierbei wird die Tatsache genutzt, dass der Tptiosisievel spezifischer
Gene schon frih wahrend der Signaltransduktion nach Gravistimulatiatieregvird
(McClure and Guilfoyle, 1989). Mit Hilfe einer Microarray-Agaé zur Untersuchung des
Transkriptionsmusters iArabidopsis-Keimlingen in der frihen gravitropen Antwort konnten
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Moseyko et al., (2002) zeigen, dass die gravitrop regulierten Gene dchligts in die
funktionalen Kategorien oxidativer Stress, Pathogenabwehr, Stdi$ekcTranskription,
Zellwand/Plasmamembran, Signalweiterleitung, HitzeschockproteitigjeB-empfindliche
Bindungsfaktoren und Calcium-bindende Proteine eingeteilt werden koénneiterhivie
konnte das erste Mal eine Beteiligung von Genen, die bei oxidatBtesss auftreten wie
Cytochrom P450, Peroxidase ATP N, Glutathion S-Transferase, R-@Easesusw.,
festgestellt werden (Moseyko et al., 2002). Es wurden auch rméghkgulatorische Elemente
in der Promotorregion gefunden, die eventuell gravitrop spezifiscHelensente darstellen.
Auch von Kimbrough et al. (2004) wurde eine Mikroarray-Studie durchgefithdei das
gravitrope Transkriptionsmuster in der Wurzelspitze poabidopsis analysiert wurde. Hier
gehdren die meisten der regulierten Gene in die funktionalen étaadl ranskription (15%),
Zellwandsynthese und Modifikation (8,4%), Stoffwechsel (8,4%), Protein-t2zni#%) und
Signaltransduktion (5,6%). Die meisten der gravitationsspezifischae ®arden zwischen
funf und 15 Minuten nach Gravistimulation hochreguliert und konnten als
Transkriptionsfaktoren klassifiziert werden (Kimbrough et al., 2004)leinTendenz konnte
eine Herunterregulation der Gene festgestellt werden, die in Zdievandsynthese,
Zellzyklusaktivitat und Cytoskelett-Elemente involviert sind, wahragi€ichzeitig eine
Hochregulation der Gene gezeigt werden konnte, die in den Stoffljeelederonentransfer,
Abwehrmechanismus und transkriptionale Aktivitaten involviert sind.

Dabei konnte eine sehr schnelle Regulatiap- (und down-Regulation) von Auxin-
induzierbaren Genen innerhalb von zwei Minuten nach Gravistimulation kerisva¢rden
(Kimbrough et al., 2004). Fur die polaren Auxin-Carrier AUX1 und EIR1 PRPINGR1)
konnte allerdings keine differentielle Expression gezeigt werddosdyko et al., 2002).
Kimbrough et al. (2004) zeigten ebenfalls, dass der wurzelspégfistilux Carrier EIR1,
entgegen der bekannten Beteiligung in der gravitropen Antwort, leeregaliert wurde.
Daher wird EIR1 wahrscheinlich auf dem posttranslationalem Uewairolliert (Sieberer et
al., 2000).

1.5 Ziele der Arbeit

Thema der vorliegenden Dissertation ist die Identifizierung ungardkterisierung
differentiell exprimierter Gene in gravistimulierten und Auximpstlierten Sonnenblumen-
Hypokotylen, mit deren Hilfe ein ndherer Einblick in die gravitr@ignaltransduktion in
Helianthus annuus gegeben werden soll.
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Zur Stimulierung eines Gravitationsreizes sollen Sonnenblumen-Hypekbgrangezogen
werden, die durch Kippen in einem Winkel von 45° in ihrer Orientierung zum
Schwerkraftvektor verlagert werden. Fir die Auxinstimulationséxyeeite werden dagegen
isolierte Hypokotylprotoplasten verwendet, um eine schnelle und homogedaafnahme

zu gewahrleisten. Des Weiteren soll eine Segmentierung der Hyjmkotginen apikalen
und basalen Abschnitt vorgenommen werden, um eine detaillierteremBesty des

eigentlich gravisensitiven Gewebes zu ermdglichen.

Da viele Gene, die zwar eine wichtige physiologische Rolldespiaur auf einem niedrigen
Level exprimiert werden, sind fir eine Charakterisierung selgenaue
Quantifizierungsmethoden mit einer adaquaten Sensitivitat erfatderliFur die
Genexpressionsanalysen wird daher die sensitive Methode der titiefisplay (DD) RT-
PCR gewahlt (Liang und Pardee, 1997). Diese direkte Analysetgehden urspringlichen
Methoden zur Identifizierung von differentiell regulierten Genen und bawfhder reversen
Transkription und der Amplifikation von cDNA-Teilpopulationen aus Gesan’-Ridw.
PolyA™-RNA mit Hilfe von Zufallsprimern. Gleichzeitig wird die Auénnung der erhaltenen
cDNA-Fragmente mit einer hochsensitiven Kapillarelektrophorese hdefighrt, die,
besonders wenn mehr als zwei Proben miteinander verglichen wsoilllem eine sehr gute
Quantifizierungsmaglichkeit bietet.

Die in dieser Arbeit identifizierten gravitrop und durch Auxinulgyten Gene sollen isoliert
und sequenziert, und daraufhin mit genspezifischen Primern untersuckenweim die
differentielle Expression zu verifizieren. In Weiterfuhrung Dessertation von Ralf Theisen
(2005) soll zudem die Charakterisierung der ebenfalls mittel§erBntial Display
identifizierten gravitrop regulierten Gene aus gravistimulre@@samthypokotylen erfolgen.
Dazu gehoren ein bereits sequenziertes partielles cDNA-Fraghe dem es sich um die
GTPase Ran handelt sowie weitere noch zu isolierende diffeleexigtimierte cDNA-

Fragmente.

Weiterhin soll die Expression der Auxin-induzierten Gene in gravidtertem Gewebe
sowie der gravitrop induzierten Gene in Auxin-stimuliertem Gewsgttersucht werden, die
die ndhere Charakterisierung der identifizierten Gene untezstiDarch einen Vergleich der

transkriptionalen Veranderungen in gravistimulierter und Auxin-stemieli cDNA kdnnen

19



die identifizierten Gene in Abhéangigkeit von Auxin in die gravitropgn&8transduktion

eingeordnet werden.
Schliel3lich sollen die Gravistimulationsexperimente durch Unteusigen der Expression

unter simulierten und realen Mikrogravitationsbedingungen in apikalen hashlen

Hypokotylprotoplasten ergéanzt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial und Pflanzenanzucht

Fur die Stimulationsexperimente wurden Sonnenblumenhypokdig@eafithus annuus; var.

Albena, KWS) sowie Protoplasten, die aus den Sonnenblumenhypokotylen isoliden,

verwendet.

Die Oberflachensterilisation der Sonnenblumensamen erfolgte in 3 5Bisger

Natriumhypochloritidosung sowie 1 % Detergenz (Spudli) fur 30 min alwédanter
standigem RuUhren auf dem Magnetrihrer. Anschlielend wurden dien Sa@lermals
grindlich mit Leitungswasser gewaschen, bevor sie auf gewgiss&férmiculit als
Kultursubstrat in 20 cm x 40 cm Saatschalen ausgesat wurden.eid@envAnzucht erfolgte
in einem Brutschrank im Dunkeln bei 25 °C und 80 % Luftfeuchtigkeit. Naclagem
wurden die Keimlinge fur die Isolation der Hypokotylprotoplasten geewder fur die

Gravistimulationsexperimente herangezogen.

2.2 Protoplastierung

Eine Protoplastierung der Sonnenblumenhypokotyle war notwendig fur die Aoitaion,
sowie fur die Stimulation durch reale und simulierte Schwerddegigrur die Isolation der
Hypokotylprotoplasten in Anlehnung an Lenne et al. (1983) sowie Schmitz cimikld
(1989), wurden 7 Tage alte Sonnenblumenhypokotyle mit einer Lange von ki3 d cm
und einem Durchmesser von 2,6 mm geerntet. Diese wurden zunéchst vorl Wharze
Keimblatter befreit und dann in einen apikalen und basalen Bereiclt,getdiei die ersten
4 cm vom Keimblatt ausgehend als apikal definiert wurden. Danaclewudid apikalen und
basalen Segmente durch ein speziell entwickeltes Schneitlegetéazwei parallel
angeordneten Rasierklingen gezogen, wodurch man eine dreifacheellaingstrzielte. Die
Hypokotylabschnitte (20 g FM) wurden auf jeweils 30 mL Enzymldsumadp.(2.2) in 10 cm
x 20 cm Plastikschalen (Gerda-Box) verteilt, so dass sie nebeneinamgleordnet liegend
nur leicht mit der Enzymlésung bedeckt waren. Nach einer Inkubationsreb,5 h in einem
Wasserbad (Schittelwasserbad 1083, Gesellschaft fiur Labortechnik, eBefywei 25 °C
unter leichtem Schitteln waren die Hypokotylabschnitte so weitlaugr dass die
Protoplasten aus dem Gewebe herausgelést werden konnten. Dieses dwialdeein
vorsichtiges Bewegen der Hypokotyle mit einem Spatel unterstiitnt das unverdaute
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Pflanzenmaterial abzutrennen, wurde die Protoplastensuspension anedhliifeh ein
Nylonnetz (200 um) gesiebt, und in einem 50 mL Zentrifugenrohrcheammgeslt. Nach
einer Zentrifugation fir 5 min bei 5P (Heraeus; Minifuge GL) wurde der Uberstand
abgesaugt und das Pellet durch langsames Invertieren inKfel-P (Tab. 2.1) gewaschen.
Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt und die Protoplasten korsith nach der
Zentrifugation in KCI-Puffer | Gber Nacht im Kiuhlschrank (5 °€yeneriern. Die Gber Nacht
sedimentierten Protoplasten wurden in 30 mL Saccharose-PuiéH-Puffer | (Tab. 2.1)
Gemisch (50:50) resuspendiert und mit 1 bis 2 mL KCI-Puffer | éhanstet. Bei der nun
folgenden Zentrifugation (5 min; &) sammelten sich die Protoplasten in der Interphase und
wurden mit einer abgeschnittenen 1000 pL Pipettenspitze vorsicheg@ngien. Nach zwei
weiteren Waschschritten mit KCI-Puffer | wurden die gegtem Protoplasten mit einem
Hamocytometer gezéahlt und die Vitalitdit anhand von Cytoplasmastr@muwngier einem

Lichtmikroskop (250-fache VergroRerung, Leitz Laborlux) kontrolliert.

Tabelle 2.1 KCI- und Saccharose-Puffer

KCI-Puffer | KCL-Puffer 11 Saccharose-Puffer
Saccharose (Merck) 500 mM
KCI (Merck) 337 mM 337 mM
CaCl (Merck) 13,6 mM 13,6 mM 1mM
MES (Biomol) 10 mM 0,5 mM 0,5 mM
pH-Wert (KOH) 5,6 5,6 5,6

Tabelle 2.2 Enzymldsung fir die Isolation der Hypokotylprotoplasten

Substanzen Konzentration
KCI-Puffer |

Cellulase (aus Trichoderma viride), (Merck) 0,5 % (w/v)
Macerozym R10, (Merck) 0,02 % (w/v)
Driselase (von Basidomyceten), (Sigma) 0,05 % (w/v)
BSA, (Sigma) 1 % (w/v)
pH-Wert (KOH) 5,6
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2.3 Auxinstimulation

Um eine gleichmaRige Verfugbarkeit von Auxin fur alle Zellen gesamten Hypokotyls zu
gewahrleisten, wurden fur die Auxinstimulation Protoplasten verviehtierzu wurden die
apikalen und basalen Hypokotylprotoplasten zunachst in einer nicht soegpafkegten KCI-
Lésung (KCI-Puffer II, Tab. 2.1) resuspendiert und die Konzentration auf®® Brotoplasten
pro Milliliter eingestellt. Pro Ansatz wurden 500 pL der Protoplastispension mit 5 uL
IAA-Stammldsung (10 mM) versetzt (100 uM Finalkonzentration). Daberde das
Natriumsalz der Indol-3-Essigsaure (Sigma), angesetzt inllK&ffer, verwendet, welches
im Gegensatz zur freien Séaure wasserloslich ist. EineKéinaéntration von 100 pM I1AA
war im Gegensatz zu 10 uM IAA in Sonnenblumenhypokotylen in der HagdM-H -
ATPase zu aktivieren (Muller, 2000). Nach Zugabe von Auxin wurden die P8obisn4 mal
vorsichtig invertiert und nach einer Inkubationszeit von 0 min, 30 min und B@il,2 mL
Lysispuffer OL1 (Qiagen) fixiert und in fllissigem Stickstoff eingedror

2.4 Stimulation durch simulierte Mikrogravitation

Als Vorversuch fir das Flug-Experiment TEXUS40 (siehe 2.5) wurdeSuraulation der
Mikrogravitation (png) mit Hilfe des schnelldrehenden Klinostatenchigefihrt und die
Wirkung auf die Genexpression in den Hypokotylprotoplasten Mehanthus annuus
untersucht. Im Klinostaten wird die Rotation der Zellen um einbs@cwaagerecht zur
Richtung des Schwerkraftvektors ermdglicht (Briegleb, 1992). Hierflr wurdesil$$00000
basale Protoplasten und 1000000 apikale Protoplasten in 500 uL KCI-Pwgtrspendiert
und in Glasréhrchen (4 mm Innendurchmesser) gefullt. Die Klinorotatifolgte fur jeweils

200 s und 400 s bei 60 rpm. Die Kontrollen wurden wahrenddessen bei 1 grtgelage

Anschliel3end wurde die Protoplastensuspension mit 1,2 puL Lysispuffer OL1 (Qlixgenh)

2.5 Stimulation durch reale Mikrogravitation imugexperimentT EXUS40

Um den Einfluss von pg auf die Genexpression von pflanzlichen Zellamtewsuchen,
wurde das Flug-Experiment TEXUS4@If der Raketenabschuf3station ESRANGE in Kiruna
(Nord-Schweden) in Zusammenarbeit mit der DLR (Deutsches Zentiuniuft- und
Raumfahrt) durchgefiihrt. Hierbei handelte es sich um ein Parggumiiigramm mit

Hohenforschungsraketen. Nach der Startbeschleunigung wurden nach erFigjiiéhe von
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250 km wahrend der parabelférmigen, beschleunigungslosen Flugphase aufderalb
Erdatmosphéare pg-Bedingungen von ca. 6 min Dauer erreicht.

Fur die pg-Stimulation wurden frisch isolierte Protoplasten &lebanthus annuus
Hypokotylen verwendet und in apikal und basal unterteilt. Die Protoplasteerssion (10
Protoplasten/mL) wurde in Einwegspritzen mit einem Volumen von 2,5geilillt. Diese
Spritzen waren durch ein Verbindungssttck, welches mit einer Viton-Kugehlessen war,
mit einer zweiten Spritze gleichen Volumens verbunden. Die z\Beitiéze enthielt 1 mL des
Fixiermittels (Lysispuffer OL1, Qiagen). Die Experimengi@heiten wurden in das auf 4 °C
vorgekihlte Modul (TEM-06-21, EADS-Raumfahrttechnik GmbH) eingesetzt urtlicaor
dem Startin die Nutzlast eingebaut. Dort wurden die Proben langsam auf 28nigeriert.
Wahrend des Fluges wurden die Proben zu acht verschiedenen Zemp{rsiie?2.3) fixiert,
indem das Fixiermittel ferngesteuert in die Protoplastenssgpeinjiziert wurde. Insgesamt
befand sich die Rakete ca. 6 min lang unter pug-Bedingungen. Eine Stehdéenda.andung

konnten die Proben geborgen und bei -20 °C gelagert werden.

Tabelle 2.3 Versuchsplan des pg-Flugexperimentes

Event |[1** |2 3 4 5 6 7 8 9
Zeit[s]* [-22 |33 68 134 200 266 332 400 460
g** 1 8 8 M M H i W >13

* Zeitpunkt vor bzw. nach Start, ** Erdbeschleunigung [9,81m/s?], *** Bodenkontrolle

2.6 Gravistimulation

Fur die Gravistimulation der Sonnenblumenhypokotyle wurden 7 Tage d#tez&fi im
Dunkeln in ihrer Pflanzschale in einem Winkel von 45° gekippt. Nach 15 min konnte man den
Beginn einer Aufwartskrimmung des Hypokotyls erkennen, wahrend naciSamwelen ein
maximaler Krimmungswinkel erreicht war. Der Vorgang wurdeejiss nach 30 min und

60 min abgestoppt. Dazu wurden die Hypokotyle zuerst in einen apikalen (4 cm ab iKgimbla
und basalen Abschnitt segmentiert und in ca. 1 cm grofRen Stiicken igefiisStickstoff
schockgefroren. Die Kontrollen wurden anschlielend ohne vorheriges Kifeariaks

segmentiert und direkt in flissigem Stickstoff fixiert.

24



2.7 Isolierung von Nukleinsauren
2.7.1 Vorbehandlung von Losungen und Geréten

Zur Sterilisation und Inaktivierung von DNasen wurden alle hitzebdgén Gerate und
Losungen fur 20 min bei 1,3 bar und 120 °C Dampfdruck autoklaviert (Labondéstical
Steam Sterilizer Tuttnauer Systec, Breda). Fur alle Aebeaitit RNA wurden die bendtigten
Glas- und Kunstoffmaterialien 60 min lang bei 1,3 bar und 120 °C Dampfdutcklaviert.
Hitzelabile Substanzen wurden sterilfiltriert (0,2 pm-Filter).

2.7.2 lsolierung von mRNA aus Hypokotylen und Hypokotylprotoplasten

Die Extraktion der mRNA aus den auxin- und pg-stimulierten Prastgh sowie den
gravistimulierten Gewebe wurde mit dem Oligotex Direct mdRNlicro Kit (QIAGEN
GmbH, Hilden) mittels Affinitatschromatographie durchgefiihrt. Dieflissigen Stickstoff
fixierten ca. 1 cm grof3en Hypokotylabschnitte (1,2 g) wurden zunéchsbenfalls in
Flussigstickstoff gekihlten Metallmérsern durch Druck zerkleinertamsdhlie3end in 2 mL
Lysispuffer OL1 (Guanidin-Isothiocyanat) zur Denaturierung und Inaktivig der RNasen
unter Vortexen bei Raumtemperatur lysiert. Die Protoplastensuspensvurden direkt mit
dem Lysispuffer OL1 (mind. 1:1 (v/v)) versetzt. Um die Viskositat dechmolekularen
genomischen DNA und anderer Zellkomponenten im Lysat zu reduzieren,wdiedBroben
zusatzlich mit einem QIAshredder 2 bis 5 min bei 13000 rpm (Biofuge ¥agehke Sepatech,
Dusseldorf) homogenisiert. AnschlieRend wurden 600 pL des Eluats mL1Q@DB Puffer
verdinnt, und der Rest des Lysats bei -80 °C eingefroren. Nach einemrmiBigem
Zentrifugationsschritt bei 18000 g (Tischkuhlzentrifuge 1K15, Sigma, Osterode), um
verbleibende Proteine und Zelltriimmer zu prezipitieren, wurdeJderstand in ein neues
Eppendorfgefald tberfihrt und mit 50 puL (Hypokotyle) bzw. 20 pL (Proteplpsdligotex
Suspension vermischt. Bei der Oligotex-Suspension handelt es sich ystyfeol Latex
Partikel, an die d{T3o Oligonukleotide gekoppelt sind. Da eukaryotische mRNA mit einem
Homopolymer von 20 bis 250 Adenosin-Nukleotiden (‘Poly A-Schwanz’) endet,
unterscheidet sie sich von der rRNA und der tRNA, und kann so durch dialidisting an
Oligo dT Nukleotide von der Gesamt-RNA getrennt werden. Durch digalZe einer
standardisierten Menge an Oligotex-Suspension erreicht man @iighaine Nivellierung
der mRNA-Mengen. Voraussetzung ist dabei eine SattigunBiddung zwischen Oligotex-
Partikel und mRNA, wobei die maximale theoretische Bindungskadpdmat 6 L g mRNA pro
10 ul Oligotex-Suspension liegt. Fur die Hybridisierung der mRNAlia Saule wurden die
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Proben unter hohen Salzkonzentrationsbedingungen (ODB Puffer) und niedrigéfarpHo
min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielBend 5 min bei 18@0gertrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig verworfen, und das Pellet in 100 puL QifferPresuspendiert.
Nach Zugabe von 400 uL ODB-Puffer wurden die Proben 3 min bei 70 °C isséftad
(Schuttelwasserbad 1083, GFL, Burgwedel) erhitzt und wiederum 1®eniRT inkubiert,
um die Poly A RNA gegeniiber der rRNA anzureichern. Es folgte eine Zentritugéir 5
min bei 1800@). Der Uberstand wurde wieder verworfen und das Pellet wurde in 350 pL
Waschpuffer OW1 aufgenommen, um die Oligotex:mRNA Suspension ansollieRe
Bindung auf die QIAséaule aufzutragen und fir 1 min bei 13000 rpm zu perrién. Die
Séaule wurde daraufhin noch zweimal mit 350 pL OW2 Puffer gewasaidem zweimal fur
1 min zentrifugiert wurde. Im Gegensatz zur Hybridisierung dBNA an die Oligo-dT-
Partikel unter hohen Salzbedingungen, wurde nun durch die Reduzierung deraiiectist
Poly A" RNA mit 50 uL OEB Puffer eluiert.

2.8 Reverse Transkription (RT)

Zur Herstellung von cDNA wurde das 1st Strand cDNA Synthegi$oK RT-PCR (AMV)
von Roche verwendet. Als Primer fur die reverse Transkription wiugdankerte Oligo-dT-
N-Primer der Form A, T17C und TG zu gleichen Teilen verwendet. Dies erméglichte ein
Hybridisieren des Oligo-dT-Primers am Ubergang vom PolyeAwanz zum 3'-
untranslatierten Bereich einer mRNA, wodurch unerwinschte VariatideeRroduktlange
durch Bindung des Oligo-dT-Primers an zufalligen Stellen innerhaliPdéy-A-Schwanzes
vermieden wurden. Zusatzlich war der Primer am 5-Ende durch elipiehz des M13
reverse-Primers modifiziert und fur die spatere Auswertung RIER-Produkte an der
Kapillarelektrophorese mit einem Fluoreszenz-Farbstoff markéeRAM). Die Integration
der M13-Sequenz wiederum ermdglichte eine spatere Reamiptifikaei einer héheren
Annealingtemperatur. Die Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen vai 200,5 mL

Eppendorfgefal3e durchgefiihrt und setzte sich wie folgt zusammen:

MRNA-LGsung 6,9uL
RT-Puffer 10x 2 uL
MgCl, 25 mM 4 uL
dNTPs 10 mM 2 puL
Oligo-dT-Primer 80 uM 3,3uL
RNase Inhibitor (50 U / ul) 1 uL

AMV Reverse Transkriptase (20U / ul)  O8L
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Nach 10 min Annealing bei 25 °C erfolgte die reverse Transkripiio&d min bei 42 °C und
wurde mit 5 min bei 99 °C zur Inaktivierung des Enzyms abgeschld&senius Model
FGNO2TD Techne, Cambridge).

Primer

Oligo-dT17~A 5-FAM-CGG GCC TCTTCGCTATTTTITTTITTTITTTT TTA-3’
Oligo-dT,-C 5-FAM-CGG GCCTCTTCG CTATTTTITTITTITTTITTTC-3
Oligo-dT1-G 5-FAM-CGG GCCTCTTCGCTATTTTITTITTITTITTTG3

2.9 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die PCR-Technik wurde in dieser Arbeit fir verschiedene Zmisgen herangezogen. Dazu
gehorte die Synthese spezifischer cDNA-Fragmente, die Ubergriihm Bakterienkolonien
auf die Prasenz eines gewulnschten Inserts mit Hilfe von Vektaprindie Amplifikation
von 5'cDNA Enden (RACE) sowie das ,Differential Display”. EiSéandardreaktion wurde
in 0,2 mL Eppendorfgefalen in einem Volumen von 20 pL durchgefiihrt (Thechancy
iCycler Biorad, Hercules (USA); Genius Model FGNO2TD Techreankridge) und enthielt
die folgenden Komponenten:

Template-cDNA 1 pL
Tag Polymerasepuffer 10x 2 uL
MgCl, 25mM 2 ML
dNTPs 10mM 0,4125 pL
Tag-DNA-Polymerase (5 U / pl) 0,2 puL
Primer (ohne Label) 10 uM 1,4 pL
Primer (6-FAM) 100 nM 1,4 ML
H,0 ad 20 pL 11,58751L

Die Amplifikation der Fragmente erfolgte in der Regel in 3540iZyklen. Fur die Detektion
spezifischer PCR-Produkte mit der Kapillarelektrophorese wareryikrZ ausreichend, da
sonst eine Sattigung den Vergleich der Expression verschieagtdgAs verhinderte. Nach

anfanglicher Denaturierung von 3 bis 5 min wurde folgendes Standardprogramnaufigrchl

Denaturierung 95°C 30s
Annealing x °C 60 s
Elongation 72°C 60 s
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Nach dem letzten Zyklus wurden fir die finale Elongation weit@renin bei 72 °C inkubiert
und abschlieRend auf 4 °C herunter gekihlt. Die Hybridisierungstemperaturdisr Bamer
wurde nach folgender Formel berechnet (Chester und Marshak, 1993) undebvwenth
optimiert.

Tm=69,3+0,41xGC/bp-650/bp
Daher ist die tatsachlich verwendete Annealingtemperatur nachjeseeiligen Primern
angegeben. Zusatzlich auftretende unspezifische Banden konnten duniftwessh
Erh6éhung der Hybridisierungstemperatur oder durch Erhdéhung der ,;Mg@Gkentration
eliminiert werden. Bei GC-reichem Template war der Zusaigr GC-RICH Solution von 10
% (v/v) im Reaktionsansatssentiell. Alternativ konnte auch durch den Einsatz der FastStart
Tag DNA Polymerase (Roche) die Ausbeute und Spezifitdt der Bea&thoht werden.
Sollten die amplifizierten DNA-Fragmente fur Klonierungen odsequenzierungen

verwendet werden, wurden die PCR-Produkte vorher aufgereinigt.

Vektorprimer Annealingtemperatur
M13 F 5-GTA AAA CGA CGG CCAG-3 64 °C
M13 R 5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3

T3 for 5-ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA-3 55 °C
T7 rev 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3

Spezifische Primer

D02-g-for 5'+FAM-CAA AGT GCG CTC AAT GTC ACA CC-3 60 °C
D02-g-rev  5-AGA TCT GCA CGC TCC TGT GG-3’

BO4-for 5-FAM-AAC AAG ATT CGG GCG GTG GT-3’ 59,4 °C
BO4-rev 5'-TCA CAATAC CTG CAC GGC TCA-3

RAN-for 5'-CTG CCG AAT CAG CAAACT GTT GA-3’ 55 °C

RAN-rev 5-FAM-GTT TTC ACA CAC ACG GCA AAG ATC ACG-3

2.9.1 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte entweder Uber die Auftngnimu einem 1 bis
4%igen Agarosegel mit anschlieRender Extraktion (siehe 2.12.3) odetemitQIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden). Die Aufreinigung wurde ndelm Standardprotokoll

gemal den Angaben des Herstellers durchgefihrt.
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2.10 Differential Display (DD)-RT-PCR

Die Methode des ,Differential Displays” wurde 1997 von Liang undd@&arbeschrieben
(Liang und Pardee, 1997). Dabei handelt es sich um eine Technik zur Erked@sing
Expressionsmusters, die den Vorteil hat, dass man eine hohe Anzakliffevantiellen
cDNA-Fragmenten generieren kann, ohne dabei eine SequenzinformatiDiNAebesitzen
zu mussen. Weiterhin ist es mdoglich, differentiell exprimig@ene in mehr als einer
Population zu identifizieren, indem mehrere Zellpopulationen oder Vamiabieultan
verglichen werden kénnen. Da Amplifikationsreaktionen genutzt werdengisethode bei
der Detektion von niedrig konzentrierten mRNA-Spezies sehr sengtigass sogar feine
Veranderungen wahrgenommen werden kénnen und nur kleine Mengen an RNA notwendig
sind. Gleichzeitig werden fir jedes Gewebe hoch reproduzierbare sBikpremuster
generiert, welche so charakteristisch sind, dass sie aktiggrer Fingerabdruck dienen
kénnten (Zhong und Yeung, 2003).

Zunachst werden durch reverse Transkription und anschlieRende PCR Ehee®-von
MRNA-Molekilen in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Die Aisalyler PCR-Produkte
aus verschiedenen mRNA-Quellen fihrt anschlielend zur Detektion ¢E¢As, die
maogliche differentiell exprimierte  mMRNAs reprasentieren. dedelltyp exprimiert
durchschnittlich ungefahr 10000 - 20000 verschiedene mRNA Molekile, die afphamgi
physiologischen Zustand der Zelle in stark variierender Kopieniatischen 3 % und
weniger als 0,01 %) vorliegen. Durch die Verwendung von 5 Random-Pr{iReth) mit 10
Nukleotiden Lange und zufalliger Sequenz kdénnen unter geeigneten PCRuBegin die
meisten MRNAs amplifiziert werden. In dieser Arbeit wurde M@ modifizierten
Randomprimern (B01-20; D01-20) in Kombination mit dem in der RT-PCReséigten
3’Ankerprimer nach differentiellen Genen gescreent. Die Modifikatdler Random-Primer
bestand aus einer am 5-Ende angehangten Sequenz eines M13-fomvemd-PFUur die
Bindung der Randomprimer wurde zunachst 10 Zyklen bei einer niedrigen
Annealingtemperatur (33 °C) hybridisiert und anschlieRend die Temopdiir 30 Zyklen auf
64,8 °C hochgefahren, um mit dem Einbau der Modifizierungssequenzen eiifesdpez
Amplifizierung zu erzielen. Dadurch wurde die Anzahl der PCR-Predaut die bis dahin
amplifizierten Fragmente beschrankt, was eine bessere Abswait und

Reproduzierbarkeit des Peakmusters gewahrleistete.

Die PCR-Reaktion setzte sich aus den in 2.9 beschriebenen Reagenzsammen und
durchlief folgendes PCR-Programm:
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Zyklen 1-10: 95 °C, 30s; 33°C,60s; 72 °C, 60 s
Zyklen 11-40: 95 °C, 30 s; 64,8 °C, 60 s; 72 °C, 60 s

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschlieRend mit der Kagikaneghorese (2.12.1)

analysiert.

Primer B(01-20)-mod, D(01-20)-mod

BO1-mod S TTAGCTCACTCATTAGGGTTTCGCTCC-3
B02-mod S TTAGCTCACTCATTAGGIGATCCCTGG-3
B0O3-mod STTAGCTCACTCATTAGGCATCCCCCTG-3
B0O4-mod S TTAGCTCACTCATTAGGGGACTGGAGT-3'
B0O5-mod STTAGCTCACTCATTAGGIGCGCCCTTC-3
B06-mod S TTAGCTCACTCATTAGGIGCTCTGCCC-3
BO7-mod STTAGCTCACTCATTAGGCGGTGACGCAG-3
B08-mod S TTAGCTCACTCATTAGGGTCCACACGG-3
B09-mod STTAGCTCACTCATTAGGTGGGGGACTC-3’
B10-mod S TTAGCTCACTCATTAGGECTGCTGGGAC-3’
B11-mod STTAGCTCACTCATTAGGGTAGACCCGT-3’
B12-mod S TTAGCTCACTCATTAGGCCTTGACGCA-3
B13-mod STTAGCTCACTCATTAGGITCCCCCGCT-3’
B14-mod S TTAGCTCACTCATTAGGTICCGCTCTGG-3'
B15-mod STTAGCTCACTCATTAGGCGGAGGGTGTT-3
B16-mod S TTAGCTCACTCATTAGGITTGCCCGGA-3
B17-mod STTAGCTCACTCATTAGGAGGGAACGAG-3
B18-mod S TTAGCTCACTCATTAGGCCACAGCAGT-3’
B19-mod STTAGCTCACTCATTAGGACCCCCGAAG-3
B20-mod S TTAGCTCACTCATTAGGGGACCCTTAC-3
D01-mod STTAGCTCACTCATTAGGACCGCGAAGG-3
D02-mod S TTAGCTCACTCATTAGGGGACCCAACC-3
D03-mod STTAGCTCACTCATTAGGGTCGCCGTCA-3’
D04-mod S TTAGCTCACTCATTAGGICTGGTGAGG-3
D05-mod STTAGCTCACTCATTAGGTGAGCGGACA-3
D06-mod S'TTAGCTCACTCATTAGGACCTGAACGG-3
D07-mod STTAGCTCACTCATTAGGITGGCACGGG-3’
D08-mod S TTAGCTCACTCATTAGGGTGTGCCCCA-3
D09-mod STTAGCTCACTCATTAGCCTCTGGAGAC-3’
D10-mod S TTAGCTCACTCATTAGGGGTCTACACC-3
D11-mod STTAGCTCACTCATTAGGAGCGCCATTG-3’
D12-mod S TTAGCTCACTCATTAGGCACCGTATCC-3
D13-mod STTAGCTCACTCATTAGGCGGGGTGACGA-3’
D14-mod STTAGCTCACTCATTAGCCTTCCCCAAG-3
D15-mod S TTAGCTCACTCATTAGGCATCCGTGCT-3’
D16-mod STTAGCTCACTCATTAGGAGGGCGTAAG-3’
D17-mod S TTAGCTCACTCATTAGGITTCCCACGG-3’
D18-mod STTAGCTCACTCATTAGGGAGAGCCAAC-3
D19-mod S TTAGCTCACTCATTAGGECTGGGGACTT-3'
D20-mod STTAGCTCACTCATTAGGACCCGGTCAC-3’
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2.11 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

Mit der RACE-PCR wurden die noch unbekannten 5’- Enden der diffeltestigrimierten
cDNA-Fragmente identifiziert. Hierfir wurden zwei verschiggldlethoden herangezogen,
bei denen an die zu amplifizierende unbekannte Sequenz eine kurze bekajuatez Sar
eine Primeranbindung angehangt wurde. Zum einen wurde mit dem @enBR«it
gearbeitet, welches vom Prinzip her direkt die vollstandige ciWlifizierte, da die Cap-
Struktur durch die Primerbindungsstelle ausgetauscht wurde. Zum anderee das
5’RACE System (Version 2.0) verwendet, mit dem die partiell&A&Dschrittweise in 5’
Richtung verlangert wurde (beide Invitrogen).

2.11.1 GeneRacer™ Kit

Das GeneRacer™ Kit gliedert sich in folgende Schritte. Zun&aste die mRNA mit Calf
Intestinal Phosphatase (CIP) behandelt, um von allen unvollstandigenAsnRiNe
5’Phosphatase zu entfernen. Anschlie3end wurde die dephosphorylierte miRNébacco
Acid Pyrophosphatase (TAP) versetzt, welche die CAP-Struktur von imekten
vollstandigen mRNA entfernte. Daraufhin wurde die GeneRacer™ RNgo-Sequenz mit
der T4 RNA Ligase an das 5’Ende der intakten mRNA ligiert. 8t AMV-Reverse
Transkripatase und dem GeneRacer™ Oligo dT Primer wurde nungaigelimRNA in
cDNA transkribiert. Durch die angehangte GeneRacer™ RNA EBgmuenz war es nun
maoglich zusammen mit einem GeneRacer™ 5’Primer und einem revgesespezifischen
Primer (GSP) die 5’Enden der differentiellen Gene zu amm@ien. Bei auftretenden
Nebenbanden oder bei unzureichender Menge an PCR-Produkt wurde ¢&teR@R mit
einem daflr vorgesehenen GeneRacer™ 5'Nested Primer und ewst@nzgenspezifischen

Primer angeschlossen.

Phenol/Chloroform Fallung von RNA

Um storende Effekte durch nicht Hitze inaktivierbare Enzyme in odgdriden Reaktionen
zu vermeiden, wurde nach der Behandlung mit CIP, TAP und T4 RNA LijaseRNA
Fallung durchgefihrt. Zunachst wurde die RNA-LGsung mit 90 uL DEPC Wasdelr00 pL
Phenol:Chloroform versetzt und 30 s gevortext. Nach 5 min Zentrfuinghei 13000 rpm
(Biofuge 13, Heraeus-Sepatech) und Raumtemperatur wurde einentPdraseng erreicht,
bei der die obere Phase in ein neues Eppendorfgefal3 tberfuhrt (~100apeythih wurden
2 uL Muschel Glycogen (10 mg/mL) und 10 pL Natriumacetat (M 5,2) zugegeben und
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gut vermischt. Nach Zugabe von 220 pl 95%igem Ethanol wurde die BRN@Aind. 10 min
bei —80°C gefallt. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation fur 30 (B0 g, 4°C). Das
erhaltene Pellet wurde daraufhin mit 500 pl 70%igem Ethanol durentieren und kurzem
Vortexen gewaschen und bei 4°C abzentrifugiert. Durch Abpipettienehnochmaligem
Zentrifugieren wurde das Ethanol wieder entfernt, das Pellet 1-2 min beitRTlkyet und in

7 pl (nach der Ligation der RNA-Oligo Sequenz in 10 pl) DEPC-Wasser aufgenommen.

Dephosphorylierung
Die Dephosphorylierungs-Reaktion wurde in 1,5 ml Eppendorfgefale meme

Gesamtvolumen von 10 pl durchgefiihrt. Das Reaktionsgemisch wurde fibell 30 °C

inkubiert.

RNA 7 ul
10x CIP-Puffer 1 pl
RNaseOUT" (40 U/pl) 1 ul
CIP (10 U/pl) 1 pl

Entfernen der Cap-Struktur

Zum Entfernen der Cap-Struktur wurden die beschriebenen Reagenziereinaih
Gesamtvolumen von 10 pl in einem 1,5 ml Eppendorfgefa zusammen gipgitebei
37 °C fur 1 h inkubiert.

Dephosphorylierte RNA 7 ul

10x TAP Puffer 1 pl
RNaseOUT" (40 u/pl) 1 pl
TAP (0,5 U/ul) 1 pl

Ligation der RNA Oligo-Sequenz

Fur die Ligation der Oligo-Sequenz wurden 7 pl der behandelten mRNA,25 g der
GeneRacer™ RNA Oligo Sequenz vermischt, die in einem Gefal3 afiquadriagen. Das
Gemisch wurde 5 min bei 65 °C inkubiert und anschliel3end auf Eis gekuHhitZNgabe der

folgenden Reagenzien (ges. 11 pl) schloss sich eine Inkubation fiir 1 h bei 37 °C an.

10x Ligase Puffer 1l
ATP (10mM) 1 pl
RNaseOUT" (40 U/pl) 1 pl
T4 RNA Ligase (5 U/ul) 1 ul
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Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription der mRNA wurden zunéchst 1 pl defR@ezré™ Oligo dT
Primers sowie 1 ul des dNTP Mixes (25 mM each) zu 10 ul derten mRNA gegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde daraufhin fiir 5 min bei 65 °C inkubiert urigisaabgekunhlt.
Anschlieend wurden die folgenden Reagenzien der Reaktion zugefligtreizese
Transkription erfolgte bei 42 °C fur 1 h. Die reverse Transkriptasdevanschliel3end fir 15
min bei 85 °C inaktiviert.

10x RT Puffer 2 ul
AMV-RT (5 U/ul) 1 ul
H,O (steril) 4 ul
RNaseOUT" (40 u/pl) 1 ul
Gesamt 20 ul

Amplifikation der 5’-cDNA-Enden

RT-Template 0,1-2 pl
GeneRacer™ 5’Primer (10 uM) 3 ul
Reverser GSP (10 pM) 1 ul
10x Puffer 5 ul
MgCl, (25 mM) 4 il
dNTPs (10mM each) 1 ul
FastStarTaqg DNA Polymerase (5 U/ul) 0,5 i
H,O (steril) ad 50 pl

‘touch down’- PCR:

52Zyklen 95 °C, 30s; 72 °C, 1 — 3 min

5 Zyklen 95 °C, 30 s; 70 °C, 1 — 3 min

5 Zyklen 95 °C, 30 s; 68 °C, 1 — 3 min

25 Zyklen 95 °C, 30s;55-65°C,30s,1 -3 min

Die Elongationszeit wurde der zu erwartenden Sequenzlédnge angejpésstl min pro 1 kb

berechnet wurde.

Nested PCR

Fur die nested PCR wurde jeweils 1 ul des RACE-PCR-Prodalsd®mplate sowie reverse
und forward Primer zu gleichen Teilen (1 pl) eingesetzt. tslen 35 Zyklen nach einem
Standardprogramm durchlaufen (siehe 2.9). Die verwendete Annealingteampstnaach den
entsprechenden Primern angegeben. Die Elongationszeit richtete siden&ohangehenden
PCR.
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Oligonukleotide

GeneRacer™ RNA Oligo Sequenz

5-CGA CUG GAG CAC GAG GAC ACU GAC AUG GAC UGA AGG AGU AGA AA-3
GeneRacer™ Oligo dT Primer Sequenz

5'-GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT AAC GGC ATG ACA GTG (133

Primer

GeneRacer™ 5'Primer 5-CGA CTG GAG CAC GAG GAC ACT GA-3
GeneRacer™ 5’'Nested 5'-GGA CAC TGA CAT GGA CTG AAG GAG TA-3

reverse GSP:

RACE-RAN 5-GTT TTC CAC ACA CAC GGC AAA GAT CAC G-3 60 °C
RACE-D02-g S-CTCCTGTGG CTTTTT CGG TCC TG-3' 60 °C
RACE-DO2-g-nest 5-CAG TGG TTC CCA GAC TGC CTT CCA-3’ 55 °C
RACE-B04 5'-CCT GCA CAA CAG TGC CAT TAC AGC AG-3 55 °C
RACE-B04-nest 5-CTGAGC TCCTTT TTC AGA CCC TGA AC-3 55 °C
RACE-B18 5'-CAT CTA GAA CCG TCC GCA GTC CAG-Z 55 °C
RACE-B18-nest 5-CTC CAACAT GCTTTG GGT TTT TCA C-3 55 °C

2.11.2 5’RACE System (Version 2.0)

Bei dieser Methode wurde die mMRNA mit der SuperScript™ Il Ri@ genspezifischen
Primern (GSP1) direkt in spezifische cDNA-Sequenzen umgebehtiénschliel3end wurde
mit einem RNase Mix (Invitrogen), welches RNase H und RNaseerfthielt, sowohl
einzelstrangige RNA als auch cDNA:RNA Hybriden entfernt und cdNA mit dem
MinElute PCR Purifikation Kit (QIAGEN) aufgereinigt und aufkonzest. An das 3’Ende
der gereinigten cDNA wurde daraufhin mit der Terminal Deoxynuidgot ransferase (TdT)
eine repetitive homo-polymere DNA (Poly(C) Schwanz) anpolynegtigTailing). Nach
Hitzeinaktivierung der TdT folgte die Amplifikation der dC-gebundec®NA mit dem
komplementaren homo-polymeren 5 RACE Anker-Primer (Abridged AnBhioner - AAP)
und einem reversen genspezifischen Primer (GSP2). In den meidlem War eine nested
PCR erforderlich, bei der ein dritter genspezifischer Pri(@&8P3) sowie der Abridged
Universal Amplification Primer (AUAP) zum Einsatz kam.
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Reverse Transkription

Zunachst wurden 13, 75 pl der mRNA mit 0,25 pl des GSP1 Primef®firin bei 70°C
denaturiert. AnschlieRend wurden folgende Reagenzien zugegeben undraite Ikhg auf
42 °C vorgeheizt.

10x Puffer 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 2,5 ul
dNTPs (10 mM) 1l
DTT (0,1 M) 2,5 ul

Nach Zugabe von 1 pl SuperScHpil RT (200 U /pl) wurde das Reaktionsgemisch in
einem Gesamtvolumen von 23,5 ul fir 50 min bei 42°C inkubiert und die Reakti@a°kei
fur 15 min beendet. Nach anschliel3ender Zentrifugation wurde eineeRB&sandlung mit

1 pl RNAase-Mix (RNAase H und T) fur 30 min bei 37°C durchgefinhrt.

TdT Tailing

Fur die Anpolymerisierung des Poly C-Schwanzes wurde das folgemd@dResgemisch fur

3 min bei 94°C denaturiert, bevor 1 pl der TDT zugegeben wurde. Die likulsafolgte
dann in einem Gesamtvolumen von 20 pl fir 10 min bei 37°C und anschlielRendenldd) min
65°C.

DEPC Wasser 6,5 ul
5x Tailing Puffer 5
dCTP (2 mM) 2,5 pl
cDNA 10l

Amplifikation der cDNA

cDNA 5 ul
10x Puffer 5 i
MgCl, (25 mM) 3 pl
dNTPs (10 mM) 1 ul
GSP2 (10 uMm) 2 ul
AAP (10 pM) 2 pl
FastStart Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0,5  pl
H,0 (steril) ad 50 pl

Es wurden 35 Zyklen nach  einem  Standardprogramm  durchlaufen  (2.9). Die

Annealingtemperatur ist nach den entsprechenden Primern angegeben.
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Nested PCR

PCR-Produkt (1:100 Verdinnung) 5 pl
10x Puffer 5 ul
MgCl; (25 mM) 3 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul
GSP3 (10 pM) 1 pl
AUAP (10 pM) 1 ul
FastStart Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0,5  pl
H,0 (steril) ad 50 pl

Es wurden 35 Zyklen nach einem Standardprogramm durchlaufen (2.9). Die

Annealingtemperatur ist nach den entsprechenden Primern angegeben.

RACE Primer

AAP 5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GGI IGG GII GGG 1IG-3
AUAP 5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3

D19-GSP-1 5-AAA GGA AAT TAC TAG AGT-3'

D19-GSP-2 5-GAC TGTTGC GCATTGTTCTTCTTC C-3 61 °C
D19-GSP-3 5-TCC TGC ATT CCC TTT GGT CAT CAT C-3 61 °C
B18-GSP-1 5-AAC TTT CCT TTA GAT AAA-3

B18-GSP-2 5-AGG AGT CAC ATC ACAGCATC-3 50 °C
B18-GSP-3 5-CTT GCA GCA TCA AAT CCA GC-3 50 °C
HIS-1 (B18) 5-TTT GGC GTACAT TTC CT-3

HIS-2 (B18) 5-GAG TCATGT CTT CAT GTG TCC CTG-3 55 °C
HIS-3 (B18) 5-GCC AGC TGT TAC GTC AGT TAC AAC-3’ 55 °C
B02-a-GSP-1 5-TTG TAT AGA ATT TAC ATC-3

B02-a-GSP-2 5-GAA GGG TTC TGG TTC AAG TTT ACT CC-3 55 °C
B02-a-GSP-3 5-CGA ACA GAC AAA GGC AAC ACAAACC-3 55 °C

2.12 Auftrennung von DNA-Fragmenten
2.12.1 Kapillarelektrophorese

Die Detektion differentiell exprimierter mRNAs in verschiederf®NA-Quellen sowie die
Verifizierung der differentiellen Expression mit spezifisch&mimern wurde mittels
Kapillarelektrophorese ABI PRIS#M 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems,
Weiterstadt) durchgefiihrt. Die Elektrophorese erfolgte in édagillare (47 cm / 50 um), die
mit flussigem Polymer (POP-4: Performance Optimized Polymgplied Biosystems)
befullt war. Die beiden Enden der Kapillare befanden sich dazu Elektrophoresepuffer
(Applied Biosystems, Weiterstadt). Durch Anlegung einer Spannung vaV Msurde die
negativ geladene DNA mit einer Injektionszeit von 1 - 5 s in diell&apiaufgenommen und

auf ihrem Weg zur positiv geladenen Anode der Grél3e nach aufgetrennt. Die Auftrennung der
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Proben verlief dabei fir 35 bis 45 min bei 60 °C und 15kV. Dazu mussten die
doppelstrangigen PCR-Fragmente vorher fir 5 min bei 95 °C denatundrtanschliel3end
sofort auf Eis gekuhlt werden, um eine erneute Hybridisierung zu nderm. Die
Fluoreszenz-markierten Proben (1 uL des PCR-Produkts) wurden fur dieoplekese in 12

ML deionisiertem Formamid aufgenommen und mit 0,5 uL Fluoreszerkiemi@m
Langenstandard (ROX 2500, Applied Biosystgwersehen. Der Langenstandard bestand aus
einer bestimmten Anzahl von DNA-Fragmenten mit einer definigBeifdie und lief parallel

mit jeder Probe mit. Die Detektion der DNA-Fragmente erfotiytech einen Laser, den die
Fluoreszenz-markierten DNA-Fragmente am Ende der Kapillassiggan und auf dessen
Hohe sich ein Fenster in der Kapillare befindet. Sobald das von dser emittierte Licht

mit einer Wellenlange von 488 nm und 514,5 nm auf ein markiertes Dbgatent traf,
sendete dieses das Fluoreszenzlicht aus, welches nach Fokussidrengem Hohlspiegel
prismatisch aufgespalten und auf den Chip einer CCD (Chargen Cdbeleck)-Kamera
verteilt wurde. Dabei konnte die Kamera die verschiedenen Farbdtdfédngenstandards
und der cDNA-Fragmente gleichzeitig detektieren. Anhand des ufieitiden
Langenstandards (Fluoreszenz-Farbstoff ROX) konnte so die Basenpaardgil3e
Fluoreszenz-markierten PCR-Produkte (6-FAM) mit Hilfe der GeadSAnalysis Software
(Applied Biosystempsin Form von Peaks ausgewertet werden. Zusatzlich konnten die zu
vergleichenden Proben in einem Bild Ubereinander gelegt und die Mamgeinzelnen

cDNA-Fragmente anhand der Intensitat der Fluoreszenz quantifizietemver

Die Isolation der identifizierten differentiellen cDNA-Fragnte erfolgte durch Auftrennung
des PCR-Produktes in einem Agarosegel und anschlieRender Extrakteorertailtenen
Extrakte wurden allerdings daraufhin noch einmal in der Kapillarelekorese auf die

exakte Fragmentgrof3e Uberprift.

2.12.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese (Gel Electrophoresis Apparatus I888- Pharmacia
Biotech, Uppsala) wurde zur Grél3en- und Mengenabschatzung von Dig#énten und
deren Extraktion eingesetzt. Je nach Grof3e der aufzutrennenden Feagmetgn Gele mit
1 bis 4 % Agarose in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris, 40 mM EisessigyM EDTA, pH 8,0)
verwendet. Die Proben wurden vor dem Auftrag mit 1/5 VT Ladepufied6 % wiv
Bromphenolblau, 0,06 % w/v Xylene Cyanol FF, 15 % w/v Ficoll 400, 30 mM EDTA)

versetzt und bei 70 bis 90 V in 1x TAE-Puffer aufgetrennt. Als Stdndar Grol3en- und
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Mengenabschatzung wurde das SUPERLADDER-MID1 dsDNA Marker idit Roth
eingesetzt. Nach dem Anfarben des Gels im Ethidiumbromidbad (1,% ugimde die DNA
mit einem UV-Transilluminationssystem (UV-Kontaktlampe Chromaki8t Migge GmbH
Laborbedarf, Heidelberg) bei einer Wellenlange von 254 nm siclgggmacht und konnte mit
einer an einen Thermodrucker gekoppelten CCD-Kan(éilaer Lourmat) aufgenommen

und auf Thermopapier ausgedruckt werden.

2.12.3 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Sollte aus einem PCR-Produkt mit mehreren amplifizierten nireaten einzelne DNA-
Fragmente flr eine Klonierung und Sequenzierung isoliert wevdelen die Fragmente in
einem Agarosegel aufgetrennt und eluiert. FUr die Elution der beifer&ifial Display
identifizierten differentiellen Fragmente wurde ein 3 bis 4%ig§garosegel verwendet, um
die sehr nah beieinander liegenden Fragmente voneinander trennen zu kénr&em In a
anderen Fallen war ein 0,8 - 1%iges Gel ausreichend. Zur piigparsolierung der cDNA-
Fragmente wurde das QIAquick Gel Extraktion Kit (QIAGEN Gmblden) verwendet.
Unter UV-Licht wurde das gewiinschte DNA-Fragment herausgesaihnind gemald den
Herstellerangaben extrahiert. War eine hohere Konzentration arrach der Extraktion
notwendig wurde das Volumen per Unterdruck (SpeedVac, SPD 121P, Thermat)Sava

eingeengt.

2.13 Klonierung eines PCR-Produkts

Klonierungen wurden mit dem pGEM®IEasy System | (Promega) und dem TOPO TA
Clonind® Kit for Sequencing (Invitrogen) durchgefiihrt.

2.13.1 Herstellung kompetentekE. coli-Stamme nach der CaCl-Methode

Aus einer Glycerin-Stammkultur des gewulnschten Bakterienstaniiesli DH5a und
JM109) wurde in 2 mL LB-Medium Uber Nacht bei 37 °C eine Vorkultur aggel@araus
wurden 100 mL LB-Medium angeimpft und bei 37 °C auf dem Schuttler (Schkitteator
3031, GFL mbH, Burgwedel) bei 150 rpm bis zu einer ¢§@OSmartSpet” 3000
Spectrophotometer, Bio-Rad, Hercules, USA) von 0,3 bis 0,5 bebrtet. DieriBakivurden
dann in zwei 50 mL Falcons Uberfihrt und bei 4 °C abzentrifugiert (4000 Ipmin)
(Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg). Nach Verwerfen des Winees wurden das
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Pellet in 5 mL kaltem 0,1 M Cagtesuspendiert und kurz auf Eis inkubiert. Die Bakterien
wurden erneut pelletiert (4000 rpm, 15 min, 4 °C). Der Uberstand wuetemwerworfen
und die Bakterien vorsichtig in 1 mL kaltem 0,1 M Ca€lGlycerin aufgenommen und mit
einer abgeschnittenen sterilen Pipettenspitze in gekihlte EpperfdBgga Aliquots a
200 pL verteilt. Die kompetenten Bakterien wurden in flissigem $oiftkschockgefroren
und bei -80 °C gelagert, bis sie zur Transformation eingesetdewuAlle Schritte wurden

steril und unter standiger Kuhlung durchgefuhrt.

2.13.2 Ligation

Die Durchfuihrung erfolgte nach Angaben des jeweiligen Hersteftet den mitgelieferten
Puffern und Komponenten. Eingesetzt wurden je Reaktion 10 bis 50 ng VeéXfombix
einem 3 bis 10 molaren Uberschuss an Insert-DNA. Mit dem pGEHRaBy System | wurde
zur Ligation der DNA-Fragmente 3 U T4 DNA Ligase in 10 pL Rieasivolumen
verwendet. Die Ligation erfolgte fir 1 bis 2 h bei Raumtemperatur bde gré3eren
Fragmenten tber 1,5 kb bei 4 °C Uber Nacht.

Mit dem TOPO TA Clonin§ Kit for Sequencing wurde eine Ligation durch den Einsatz einer
an den Vektor kovalent gebundenen Topoisomerase umgangen. Nach einer Inkzdiaitions

von 5 min bei RT konnte mit der Transformation fortgefahren werden (2.13.3).

2.13.3 Hitzeschock-Transformation

Zu dem 10 ul Ligationsansatz (pGEM-Easy System 1) wurden 50 bis 100 pL der
Suspension kompetenter Bakterien pipettiert und vorsichtig gemischt. fod @R’
Cloning Reaktion wurden 2 pL auf 50 pL TOP10 One $bbemisch kompetente Bakterien

(E. coli) gegeben. Die Ansatze wurden 20 min lang auf Eis inkubiert un80filsis 45 s
einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Nach kurzer Abkuhlung auf Eis wundesjz 250

bis 600 pL SOC-Medium zugegeben und 60 bis 90 min bei 37 °C inkubiert. Je 50, 100 und
200 pl der Transformationsansatze wurden aufsBlatten plattiert, um eine Selektion der
Bakterien mit Plasmid mittels Ampicillin durchzufiihren. Nach Inkidmtiber Nacht bei 37

°C wurden die Kolonien rekombinanter Bakterien fur eine In-cell-PQbtckieund durch

Sequenzierung weiter Uberprift.

39



2.13.4 Medien

LB-Medium

10 % Trypton

5% Hefeextrakt

10 % NaCl

15 % Agar Agar (fur Festmedium)

LB amp-Medium
Ampicillin -~ 100 mg/I

in LB-Medium
S.0.C.-Medium

2% Trypton
0,5% Hefeextrakt
10 mM NacCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCb

10 mM MgSQ

20 mM Glucose

2.14 In-Cell-PCR

Fur eine In-Cell-PCR wurden die Kolonien mit einer sterilen BRpspitze gepickt und in
100 pl Wasser verdinnt, wovon wiederum 1 pl als Template in einatad®tiatRCR-Reaktion
eingesetzt wurde (2.9). Als Primer wurden die Vektorprimer M13-FMib8-R oder T3 und
T7 verwendet, wodurch anschlielend auf einem Agarosegel anhand dereigrdide
Uberprift werden konnte, ob das gewlnschte Insert enthalten war, und iofaels eder

mehrfach in den Vektor eingebaut worden war.

2.15 Sequenzierung

Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde von der Firma MWG-BioteuéBcing
Service; Ebersberg) durchgefuhrt. Dafir wurden die Vektomtindie zur Klon-

Identifizierung wahrend der In-cell-PCR eingesetzt worden waren, roftigés
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2.16 Genidentifikation

Die erhaltenen Nukleotidsequenzen und translatierten AminosauresequenEn mit
Hilfe des Programms Blastn fir eine Nukleotidibereinstimmunges@lastx (NCBI) fur
eine Proteinubereinstimmung in einer GenBank auf Homologien zu segrelilizierten
Sequenzen untersucht. Dabei wurden Ubereinstimmungen, die lber 80 &indiid00

Basenpaar-Region lagen, als signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Screening nach differentiellen Peaks in gtamidierten Hypokotylen und

Auxin-stimulierten Protoplasten

Fur die Analyse der gravitrop regulierten Genexpression waiiRA aus gravistimulierten
Hypokotylen, die fir 30 und 60 min um 45° relativ zum Schwerkraftvektor gekippten,
sowie aus nicht stimulierten Hypokotylen als Kontrolle gewonnen. Hievbeden jeweils
1,2 g tiefgefrorenes Pflanzenmaterial verwendet, welches aus éxeenisch von Pflanzen
aus einer Pflanzschale bestand. In einem zweiten Versuchsansdézdie Auxin-abhéngige
Genexpression untersucht. Hierzu wurde die mRNA nach der Auxinbehan@juB@yund 60
min) aus jeweils 1,25 Mio. Hypokotyl-Protoplasten isoliert. Durch den stdisikten
Einsatz des Saulenmaterials (Oligotex-Partikel) von je ZQrProtoplasten und je 40 pl fir
Hypokotyle wurde die mRNA-Menge bei der mRNA-Isolation in alRmben nivelliert.
Insgesamt wurden 6 Wiederholungen von den Auxin-stimulierten Proben und
Wiederholungen von den gravistimulierten Proben verwendet.

Im Gegensatz zu den in der Dissertationsarbeit von Ralf TheR@d5)( bearbeiteten
Sonnenblumenhypokotylen, die mit der gleichen Methode in einer Zeitreih@, idén 30, 45
und 60 min gravistimuliert wurden, wurde in dieser Arbeit in beidensidrsansétzen
zwischen einem apikalen und einem basalen Hypokotylabschnitt unterschigdegine
detailliertere Bestimmung der eigentlich gravisensitiven bawingensitiven Zelltypen zu
erzielen. AulRerdem sollte so eine gesteigerte SensitivitatGaeexpressions-Analysen
erreicht werden. Diese Segmentierung wurde zum einen aufgrundgrdeitropen
Krimmungsreaktion vorgenommen, welche nicht tUber die gesamte Pfl&izkngilig
verlauft, sondern wie Vorversuche zeigten im apikalen Hypokotylalis@mistarksten ist.
Zum anderen war aus den Arbeiten von Georg Miller (2000) bekanst,nade nur die
gravitrope Krimmung, sondern auch die Auxin-abhangige PMVFPase-Aktivitat als Mal
fur die Auxinsensitivitat der Zellen im apikalen Hypokotylabschmvésentlich starker
ausgepragt ist als in den basalen Zellen.

Die Identifizierung von differentiell exprimierten Genen in demxida- und gravistimulierten
Hypokotylen bzw. Protoplasten erfolgte mittels Differential Cagp{DD) RT-PCR. Hierbei
handelt es sich um ein Screening-Verfahren, das den Vergleichm&NA Expression
wahrend unterschiedlicher Zellprozesse erlaubt. Durch PCR-Amfiliitkavurde eine grol3e
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Anzahl von unterschiedlich grof3en cDNA-Fragmenten generiert, dieAuaftrennung in der
Kapillarelektrophorese ein spezifisches cDNA-Fragment- bzwkraster zeigten. Fur die
Genexpressions-Analysen wurden insgesamt 40 verschiedene 10mes-Z(Ralhdom)-

Primer (B01-B20; D01-D20) mit einem Ankerprimer (Oligo:@Tkombiniert. Die 5’- und 3'-

Primer waren jeweils mit einer spezifischen 15mer M13-Sequenlifimert, um eine spatere
Reamplifikation mit einer héheren und damit spezifischeren Anneainpgetur zu

ermoglichen. Fiur die anschlieBende Analyse mit der Kapilktrelghorese (CE) war der
Oligo-dT-Primer zusatzlich mit dem Fluoreszenz-Farbstoff ®AFAnarkiert. Nach der

Auftrennung der cDNA-Fragmente konnten alle zu vergleichenden fPnotie Hilfe des

GeneScah Analysis Programms farblich getrennt Ubereinander gelegt wewdas, die

Detektion von differentiellen Peaks ermoglichte.

3.1.1 Differential Display (DD)

Die Auftrennung der DD-RT-PCR-Produkte zeigte zunachst starkhabgee Basislinien,
die wahrscheinlich auf den riesigen Primer Peak zurlckzufihren waem,durch
Uberschissige, nicht eingebaute Fluoreszenz-markierte PrimeanentEbenso wurden
scheinbar verhaltnismaRig viele kleine Fragmente bis zu 300 Ipfifiai@rt. Durch eine
Verringerung der ,gelabelten’ Primermenge um den Faktor 100 karertePrimer Peak
deutlich verkleinert werden. Gleichzeitig sank auch die BasisibhieDaneben wurde die
Zyklenzahl mit der niedrigen Annealingtemperatur fir die AnbindigrgRandomprimer von
3 auf 10 Zyklen erhéht. Dadurch konnte ein hoheres Peakniveau errercleinywedass die
Auswertung von Peaks erlaubte, die vorher im Rauschen lagen. Zumrandede=n auch
deutlich mehr groRere Fragmente bis zu 800 bp amplifiziert. Diehgtgil3igere Verteilung
der Fragmentgrol3en hatte ebenfalls eine positive Auswirkung auf lisenkung der
Basislinie.
Nach den beschriebenen Optimierungsarbeiten lieferte dagebiftd Display der Auxin-
und gravistimulierten Proben ein charakteristisches und reproduzieReaksuster. Wie in
Abb. 3.1 zu sehen, wurden sowohl in den apikalen als auch in den basdlen Pu allen
Zeitpunkten der Stimulation cDNA-Fragmente mit der gleichen gearamplifiziert
(angegeben in Basenpaare bp). Insgesamt konnten bis zu 100 PeakmprkoPhbination
ausgewertet werden. Dabei spiegelte die Peakhohe die Intensitélwieeszenz der
markierten PCR-Produkte gleicher Grdl3e wider und war somit ein fiitaBas relative
Expressionslevel der entsprechenden mRNA. Die Fragment-Auftrermeigte, dass die
Peakhthe generell in den jeweiligen Hypokotylsegementen unabhéangig vStindelation
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miteinander Ubereinstimmte, was auf eine gleichmalige Isolation @ndrbéitung der
MRNA hindeutete. Daher war eine differentielle Expression durce @bweichende
Peakhthe zwischen den verschiedenen Zeitpunkten der Stimulationsnedw®itigi zu

identifizieren. Als ,differentiell’ exprimiert wurden alle &gmente eingestuft, die sich
aufgrund der spezifischen Stimulation in der Peakhdhe von der Bagshand mindestens

um den Faktor 2 innerhalb ,apikal’ oder ,basal’ voneinander unterschieden.

Basenpaare
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200_

700,

500

£00 |

400

relative Fuoreszenz

300_

200

100

o_

E09-0-0' # M eos-u-o s
O eos-o-200 ~ @l eos-u-200 s
B eos-0-s0 s Wl eos-uso s

Abb. 3.1 Ausschnitt aus einem Differential Displaynach Auftrennung auf der Kapillarelektrophorese
(Primer BQ9, 0 = apikal, U = basal, Auxinstimulatian 0, 30, 60 min).

In Abb. 3.1 kann man nach der ,random’-PCR mit dem Primer B09 in Auximikérter
cDNA zwei hochregulierte Peaks mit einer Grol3e von 348 bp und 354 bp erkBena.
Fragmente, B09-348 bp und B09-354 bp, zeigen im apikalen Hypokotylabschnitt im
Vergleich zur Kontrolle nach 30 und 60 min eine deutliche Hochregulation der
Expressionsrate (blau = Kontrolle, gelb = 30 min, rot = 60 min). Unabiparon der
Stimulation konnten zwischen den apikalen (0, Abb. 3.1) und basalen (U, Abb. 3.1)
Hypokotylabschnitten ebenfalls deutliche Unterschiede in der Expressitesit# einzelnen
Peaks festgestellt werden, so dass jedes einzelne Fragntereder im apikalen oder im
basalen Bereich starker exprimiert war. Dieses untersattiedExpressionsverhalten war

somit eine Bestatigung flur die Unterteilung und getrennte Bitanlge der
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Hypokotylsegmente, da ansonsten differentielle Peakhdhen moéglicberaasgeglichen

worden und dadurch unentdeckt geblieben waren.

3.1.2 Auswertung differentieller Peaks

Die Auswertung der aufgetrennten PCR-Produkte ergab insgesamtet@rdiéll exprimierte

FragmenteTab. 3.1)

Tabelle 3.1 Differentielle Peaks

Peak Hypokotylabschnitt Expression
B01-520 bp apikal +
IS B12-363 bp gesamt +
‘—E B16-378 bp gesamt +
% D02-492 bp apikal +
3 D12-330 bp apikal T
© D19-405 bp basal / apikal +
B02-270 bp basal / apikal -
B02-339 bp basal / apikal -
B03-287 bp basal / apikal +
B04-505 bp apikal -
- B04-538 bp basal / apikal +
% B09-348 bp apikal +
§ B09-354 bp apikal +
g B10-366 bp apikal T
2 B12-363 bp apikal n
B18-241 bp apikal -
B18-265 bp apikal +
D01-445 bp apikal +
D09-435 bp apikal +

In der linken Spalte sind die Primer und die Fragige3e der Peaks in Basenpaaren angegeben.
+ = hochreguliert; - = herunterreguliert

Darunter waren aus den gravistimulierten Hypokotylen vier P&ks-%20 bp, D02-492 bp,
D12-330 bp, D19-405 bp), die eine Hochregulation im apikalen Bereich imléigr zur

Kontrolle zeigten (Tab. 3.1). Dabei war Peak D19-405 bp sowohl apikeduals basal
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hochreguliert. Die schon in der Dissertation von Ralf Theisen (200%)afiiScreening von
gravistimulierter cONA aus Gesamthypokotylen eingesetztender(B02, 08 - 12, 15 - 18),
wurden fur die in apikal und basal unterteilten gravistimulierten Privbéieser Arbeit nicht
mehr verwendet. Allerdings wurden in dieser Arbeit zwei diffeetiat Peaks (B12-363 bp

und B16-378 bp) analysiert, die in den gravistimulierten Gesamthypekotgientifiziert
werden konnten (45°, 0, 15, 30, 45, 60 min). Diese beiden Fragmente waren gbenfall
gravitrop hochreguliert (Tab. 3.1, Abb. 3.2).

Im Vergleich der PCR-Produkte aus den Auxin-inkubierten Proben nach uhd360 min
zeigten insgesamt 13 verschiedene cDNA-Fragmente eine inbliéki auf Auxin
differentielle Expression. Wie in Tab. 3.1 zu sehen, waren davon nels Rechreguliert
(B03-287 bp, B04-538 bp, B09-348 bp, B09-354 bp, B10-366 bp, B12-363 bp, B18-265 bp,
D01-445 bp, D09-435 bp) und vier Peaks herunterreguliert (B02-270 bp, B02-339 bp, B04-
505 bp, B18-241 bp). Dabei beschrankte sich die differentielle Expressiatem apikalen
Bereich, nur die Fragmente B02-270 und 339 bp, B03-287 bp und B04-538 bp zeigten nebe

dem apikalen auch im basalen Gewebe eine differentielle Expression.

Ein Vergleich der differentiellen Fragmente in Auxin-stimulierter uravigtimulierter cDNA
zeigte, dass nur Peak B12-363 bp bei beiden Stimulationen differeegieliert war. Wie in
Abb. 3.2 a) und b) zu sehen, war das 363 bp grof3e Fragment nach 0, 15, 30, 45, 60 min
Gravistimulation des Gesamthypokotyls sowie nach 0, 30 und 60 min Auxitestiiom
hochreguliert. Da in beiden Fallen ein sehr charakteristiseeakmuster zu erkennen war,
handelt es sich bei beiden Peaks wahrscheinlich um identische-Edg#/nente. Allerdings
kénnten die jeweiligen Peaks durchaus auch aus unterschiedlicinéragbgenten gleicher
GrolRe bestehen. Das heildt, dass der unspezifische Randomprimerebeerschiedenen
Genen zuféllig nach der gleichen Basenanzahl bindet, so dass eim gle3es Fragment
amplifiziert wurde. Die anderen identifizierten Peaks wareregg nur nach einer der
beiden Stimulationen differentiell reguliert. Nach Auxinstimwiatiwar die allgemeine
Peakhthe allerdings oft sehr viel niedriger, was auf eine geeingeRNA-Menge
zurickzufihren war, da bei der mRNA-Isolation nur die Halfte dego@x-Partikel
eingesetzt worden waren. Ebenso wurden die PCR-Bedingungen ineidlergll der Analyse
der gravistimulierten Gesamthypokotyle leicht variiert (Theis05). Daher hoben sich
einige Peaks nicht vom Hintergrundrauschen ab und konnten deshalb nicliterm

komplementéren cDNA-Fragmenten verglichen werden.
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Abb. 3.2 Differentieller Peak B12-363 bp.
a) Gravistimulation 0, 15, 30, 45, 60 min (Gesarptikptyl) b) Auxinstimulation 0, 30, 60 min (0 = &pl, U =
basal).

3.2 Isolierung, Klonierung und Sequenzierung déedintiellen cDNA-

Fragmente

Um die detektierten differentiellen Fragmente zu isolieren, wudie PCR-Ansatze auf ein
hoherprozentiges (3 bis 4 %) Agarosegel aufgetragen und bei einer ene8pgnnung (20
bis 40 V) aufgetrennt. Da die Fragmente sehr dicht beieinander, Isgalass im Gel keine
einzelnen Banden zu erkennen waren, wurden pro Peak mehrere moglichstGiinne
Schnitte aus dem Agarosegel eluiert. Die eluierten Banden wuddeaufhin in der
Kapillarelektrophorese aufgetrennt, um die exakte Fragmentgdl3e zolkern. Teilweise
wurde erst durch eine anschlielende Klonierung die Vereinzelung voroderemehreren

Fragmenten erreicht.
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Elf Fragmente von den insgesamt 19 differentiellen Peaks wurdediesem Weg isoliert

und anschlielend sequenziert. (Eine Auflistung der entsprechenden Sequdinzen fieh

im Anhang. Die Funktion der Gene ist in Tab. 3.2 aufgefihrt.)

Dazu gehdrten die vier Fragmente, B12-363 bp (Abb. 3.2 a), B16-378 bp (Abb. 3.3 a), D02
492 bp (Abb. 3.3 b) und D19-405 bp (Abb. 3.3 c), die durch Gravistimulation in ihrer

Expression hochreguliert worden waren.
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Abb. 3.3 Isolierte cDNA-Fragmente nach Gravistimuation.
a) Peak B16-378 bp, 0, 15, 20, 45, 60 min (Gesgpatkotyl) b) Peak D02-492 bp und c) Peak D19-40%0bp,
30, 60 min (0 = apikal, U = basal).

Von den Auxin-regulierten Peaks konnten finf Fragmente, B02-270bp (Abb. 3.4 a), B02-339
bp (Abb. 3.4 b), B03-287 bp (Abb.3.4 c), B04-505 bp (Abb. 3.5 a) und B18-241 bp (Abb. 3.5
c) isoliert werden, die eine reduzierte Auxin-induzierte Expoassufwiesen, und zwei

Fragmente B09-348 bp (Abb. 3.1) und B10-366 bp (Abb. 3.5 b) mit einer erhéhten Auxin-

induzierten Expression.
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3.3 Homologiesuche mit den Teilsequenzen

Die Sequenzen der isolierten cDNA-Fragmente wurden in Genbanken Hitfé
computergestutzter Programme (NCBI Blast) auf Homologidnberieits bekannten Genen
untersucht. Als Ergebnis wurde die prozentuale Ubereinstimmung mitvelgtichenen
Sequenzen auf Nukleotid- und Aminoséaure-Ebene angegeben, wobei dietZuzaicht
alle positiven Ubereinstimmungen innerhalb der gesamten Sequetergibt, sondern nur
aus der Teilsequenz mit der hochsten Homologie errechnet wird.eHieshnte von den
gravistimulierten Fragmenten bei B12-363 bp eine 87%ige Homologiewédidebene zu
einer beta-6-Xylosyltransferase ad®nus taeda sowie eine 84%ige zWitis vinifera
festgestellt werden, wahrend auf Aminosaureebene eine 92%ige Hoenolibginer beta-6-
Xylosyltransferase auSossipium raimondii (Pinus taeda 90 %, Vitis vinifera 86 %) zu sehen
war. Die Sequenz von B16-384 bp zeigte eine Homologie von 88 % auf Nukbevtedeit
Histon H2B aud.ycopersicon esculentum (Capsicum annuum 85 %, Arabidopsis thaliana 80
%). Auf Aminosaureebene war die Homologie zu Histon H2B @uyza sativa mit 92 %
noch hoher Arabidopsis thaliana 92 %, Chlamydomonas reinhardtii 89 %). Das Fragment
D02-492 bp konnte mit 98 % Ubereinstimmungen auf Nukleotidebene als Cytocloyoed ¢
ausHelianthus annuus L. identifiziert werden Chicorium intybus 88 %, Nicotinia tabacum
85 %). Auf Aminosaureebene hatte D02-492 bp die héchste Homologie zu Cytoclaasn
Guizotia abyssinica (Niger seed) von 86 % UbereinstimmungeXligm porrum 86 %,
Nigella damascena 85 %). Das Fragment D19-405 bp zeigte auf Nukleotidebene die hochste
Homologie von 87 % zu einer Phloem-Proteinkinase mit einer ,Calmedbhfichen-
Domane’ PCPK1 aus Cucurbita maxima und zu einer C&2abhangigen Proteinkinas@s
CDPK7 aus Oryza sativa mit 81 % Ubereinstimmung. Auf AS-Ebene waren die
Ubereinstimmungen z@ryza sativa mit 97 % (Zea mays 94 %) und @ucurbita maxima
mit 91 % noch groRer. Von den als Auxin-Antwort herunterreguliertennteatgn zeigte
B02-339 bpdie hochste Homologie mit einer cytosolischen AldolaseGios arietinum L.
Epikotylen mit 90 % Ubereinstimmung auf Nukleotidebene sowie mitr dfnektose-1,6-
bisphosphat Aldolase aullsycopersicon esculentum 96 % @rabidopsis thaliana 88 %). Auf

Proteinebene war allerdings keine Homologie zu einer bekannten Sequenz zu finden.

Der Peak B04-505 bp konnte auf Nukleotidebene als ein Translationsfakiinasipinaster

mit 91 % Pimpinella brachycarpa 87 %) identifiziert werden. Auf Aminosaureebene zeigte

B04-505 bp eine Homologie zu dem Translations-Initiations-Fakiod bzw. SUI 1 von 84

% ausSalix bacco (Coffea arabica, Oryza sativa, Pinus pinaster 85 %). Bei der Sequenz von
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B18-241 bp konnte auf Nukleotidebene eine Homologie mit 100 % Ubereinstimnoung z
einer Glutathion-S-Transferase dbanio rerio festgestellt werden, die Aminosauresequenz
zeigte allerdings eine Homologie zu einer Histondeacetyi3&110 Isoform 1-4 ausZea
mays mit 49 % UbereinstimmungA¢abidopsis thaliana 53 %, Oryza sativa 48 %). Die
anderen Auxin-stimulierten Fragmente zeigten keine offensichthicimeologie zu bekannten
DNA-Sequenzen in den durchsuchten Genbanken, was wahrscheinlich daiaikzafiihren

ist, dass die Teilsequenzen der isolierten cDNA-Fragmente kabpth aus der 3'-

untranslatierten Region der entsprechenden Gene bestehen.

3.4 Vervollstandigung der partiellen cDNAs

Da die isolierten Fragmente nur einen kleinen Bereich der i¥laterten Gensequenz
abdeckten, wurde mittels RACE-PCR (rapid amplification of cDN#AIsg versucht, die
vollstéandige codierende Gensequenz zu amplifizieren. Hierbei konnte durch dier_&jaer
bekannten Oligosequenz an das 5-Kopfende (5’-Cap-Struktur) der mRMAeRacer™

Kit) eine Primeranbindung erfolgen, die zusammen mit einem Geifispleen Primer die
Amplifikation der unbekannten Sequenz erlaubte. Mit Hilfe dieser Methamte das
partielle cDNA-Fragment B10-666 bp (GTP-bindendes Protein Ragihes in der Arbeit

von Ralf Theisen (2005) als gravitrop hochreguliertes Gen ideatifisturde, vollstandig
sequenziert werden. Die RACE-PCR ein 861 bp grol3es Fragmergimait codierenden
Sequenz von 71 bp bis 735 bp und insgesamt 222 Aminosauren. Weiterhin konnte die
Cytochrom c-Sequenz (D02-492 bp) vollstandig identifiziert werden. ktienten weitere

200 bp amplifiziert werden, so dass ein 684 bp gro3es Fragment enBhded startete die
codierende Sequenz bei 119 bp und endete bei 447 bp, umfasste also 109 Amminosaure
Ebenso konnte die fehlende 5’-Region des Translations-Initiations-Baktrert werden.

Dies ergab eine Verlangerung des cDNA-Fragments B04-505 bp ubd@dp und lieferte

eine 606 bp lange Sequenz, mit einer codierenden Sequenz von 88 bp bis 432 bp und
insgesamt 115 Aminosauren. Obwohl mit diesem System der zwailtd, genspezifische
Primer an der 5-Cap-Struktur binden sollte, konnte die komplette Sequenz de
Histondeacetylase (B18-241 bp) nicht identifiziert werden. Statesvurde ein 180 bp
grof3es Fragment amplifiziert, welches aber kein Startcodon enthielt.

Bei den vollstandig sequenzierten Genen handelte es sich unklegte Gene mit nur
wenigen hundert Basenpaaren. Die unbekannte 5’-Region der weitaus grG@aswie der
Histondeacetylase (B18-241 bp) und der Calcium-abhangigen Proteinkina3el05 bp)
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sowie der bisher unbekannten cDNA-Fragmente B02-339 bp, B03-287 bp, B09-348 bp und
B10-365 bp konnte mit dieser Methode nicht isoliert werden. Bei den unbekannten Sequenzen
handelte es sich somit wahrscheinlich ebenfalls um groRere Gensequébwohl die
Elongationszeit bis zu 4 min ausgedehnt wurde, um die Amplifikagioar bis zu 4 kb

langen Sequenz zu ermdglichen, blieb dieses System bei den genannten Sequennsn erfolgl

Daher wurde fur die Ubrigen Sequenzen das 5’RACE System ¢vieBsD) angewendet.
Hierbei wurde zunéchst mit Hilfe eines Gen-spezifischen é&t6nfGSP1) eine spezifische
cDNA hergestellt. Daraufhin ermdglichte die Anpolymerisieranges repetitiven Poly-C-
Schwanzes an das 3'Ende der Fragment-spezifischen cDNA die ifikatjgn der
unbekannten 5'Region zwischen einem komplementdren homopolymeren Pgmer
Adaptersequenz) und einem zweiten Gen-spezifischen Primers 2 G3HMt dieser
spezifischeren Methode konnten weitere Teilsequenzen von B18-241 bp sequesizien.
In einem ersten Schritt wurden 822 bp mit den Primern B18-GSRIvgelfaltigt und in
einem zweiten Schritt weitere 700 bp mit den Primern HIS-1-limert. Weiterhin
konnten 615 bp des D19-405 bp-Fragments (Calcium-abhangigen Proteinkinagdtumdr
5-Ende amplifiziert werden. Auch eine 240 bp gro3e Teilsequenz uidekannten
Fragments B02-270 bp konnte mit Hilfe der RACE-PCR (Version 2d)eseiert werden. In
den jeweils amplifizierten Teilsticken der 5’Region von B18-241 bp, D19-4@mdB02-

270 war allerdings kein Startcodon enthalten

3.5 Homologiesuche mit den neu identifiziertengagen

Die isolierten Sequenzen wurden erneut in Genbanken mit bekanmjeen@en verglichen.
Hierbei konnte die vollstandige Sequenz des Fragments B10-666 bp die Honzolagen
GTP-bindenden ProteifRan mit 98 % Ubereinstimmung zArabidopsis thaliana (Cicer
arietinum, Nicotinia tabacum 97 %) bestéatigen (Teilsequenkotus corniculatus var.
japonicus 98 %; Theisen, 2005). Mit der vollstdndigen Sequenz von D02-492 bp konnte die
Homologie mit 99 % Ubereinstimmung auf Proteinebene zu Cytochromaeadgurzel von
Helianthus annuus gesteigert werden. Durch die Identifikation der kompletten cDNA-
Sequenz von B04-505 bp konnte die héchste Homologie mit 80 % Identitdt auf dem
Aminosaure-Level zu dem Translations-Initiations-Faketfl aus Arabidopsis thaliana

(Oryza sativa und Porteresia coarctata 79 %) gezeigt werden.
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Die jetzt insgesamt 1020 bp grofe Sequenz des D19-405 bp-Fragmemtshterkauf
Proteinebene einen leicht niedrigeren Homologiegrad mit 92 %rzBldeem-Proteinkinase
PCPK1 ausCucurbita maxima (Calcium-abhangige ProteinkinaB&3 capsicum annuum 91

%). Der Vergleich mit den homologen Sequenzen zeigte, dass esasickcheinlich um ein
doppelt so groRes Fragment handelt. Durch die Identifizierung von insgela@
Aminosauren der bisher unbekannten Sequenz des B02-270 bp-Fragments konnte eine
Homologie mit 97 % zu einem Histon H3 aDsyza sativa sowieArabidopsis thaliana, Vitis

vinifera u.a. festgestellt werden. Da es sich hierbei um ein stark konsesvigen handelt,

kann man anhand der homologen Sequenzen sehen, dass noch etwa 50 Aminosauren bis z
vollstandigen Sequenz fehlen. Die Sequenzierung eines weiten lBedsc 5'translatierten
Region des Fragments B18-241 bp erbrachte eine deutliche SteigesuHgrdelogiegrades

mit 72 % Ubereinstimmungen zu einer HistondeacetylaseAratsdopsis thaliana. In der
Tabelle 3.2 sind die Funktionen der isolierten Genfragmente anhand derdeeén

Homologien auf Proteinebene aufgelistet.

Tabelle 3.2 Homologien

Fragment Funktion
c B10-666 bp GTP-Protein Ran
% B12-363 bp beta-6-Xylosyltransferase
2 [B16-378bp Histon H2B
-% D02-492 bp Cytochrom ¢
O D19-405 bp Calcium-abhéangige Protein Kinase
B02-270 bp Histon H3
- B02-339 bp Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase
£ [B03-287 bp unbekannt
E B04-505 bp Translations-Initiations-Faktor elF1
2 [B09-348 bp unbekannt
;’ B10-366 bp unbekannt
B18-241 bp Histondeacetylase

53



3.6 Verifizierung der differentiellen Expressiotit genspezifischen Primern

Fur die Verifizierung der differentiellen Expression der idézéften Gene wurde eine PCR
mit Gen-spezifischen Primern durchgefuhrt. Dadurch konnten Artefakigesadossen
werden, die aus PCR-Fragmenten gleicher GrofRe, aber untersti@edldentitat

hervorgegangen waren. Mit Hilfe der spezifischen Primer wurdeeran@enfragmente
gleicher GroRRe nicht mehr amplifiziert. Auf diesem Wege koaige Uberprift werden, ob
die identifizierten Gene nach der betreffenden Stimulation wirktidferentiell reguliert

wurden. Obwohl fur alle isolierten und sequenzierten cDNA-Fragnmepeeifische Primer
hergestellt wurden, lieferte eine Amplifikation nur fur Ran, Cgtoon ¢ und elF1l ein
spezifisches PCR-Produkt. Daher konnte die Verifizierung nur an derstaalig

sequenzierten Genen durchgefihrt werden. Die Primer-Bindungestelirden mit einem
Abstand von 250 bp bis 400 bp innerhalb von Start- und Stopgmieéhlt. Die Auftrennung
der spezifischen PCR-Produkte zeigte, dass die Zyklenzahl wahesn®CR-Programms
aufgrund der hohen Sensitivitat der CE auf 18 Zyklen gekiirzt werdsstenula sonst eine
Sattigung erreicht wurde und keine Unterschiede in der Express®rwraschen den

einzelnen Proben detektiert werden konnten.

Die Amplifikation der gravistimulierten cDNA mit spezifischddan-Primern (Abb. 3.6)
ergab ein 349 bp groRes PCR-Produkt. Durch Auftrennung mittels CE konnigt gezreen,
dass die Expression der Ran-mRNA nach Gravistimulation sowohl in dexteapals auch in
den basalen Proben hochreguliert wird.

Dabei war apikal ein 3-facher Anstieg und basal ein 4-fachetiegns der Expressionsrate
zu messen, wahrend der mRNA-Gehalt der unstimulierten Proben in plkalea
Hypokotylsegmenten um das 3-fache héher war als in den basalen Probérkdbote die
gravitrope Regulation der Ran-mRNA im Gesamthypokotyl (Theisen, 20@%pezifischen
Primern bestatigt werden.
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Abb. 3.6 Verifizierung der differentiellen Ran-Expression (Peak B10-666 bp) mit Ran-spezifischen
Primern. Gravistimulation 0, 30, 60 min, 0 = apikal, U = &ks

Ebenso konnte die gravitrop hochregulierte Expression von Cytochrom a iapielen
Hypokotylabschnitten verifiziert werden (Abb. 3.7). Hier zeigte dimplifikation der
gravistimulierten cDNA mit spezifischen Primern apikal ei6eflachen Anstieg im Vergleich
zur Kontrolle. Zudem zeigte sich auch im basalen Hypokotylabschnét 3fach erhodhte
Cytochrom c-Expression. Diese Tendenz konnte auch schon in der Randori@iRer
beobachtet werden, dort war der Anstieg allerdings minimal unaéé#tgunter dem Faktor 2
(Abb. 3.3 b). Ein Vergleich der apikalen mit den basalen Proben zegjteriin, dass der
MRNA-Gehalt in der 0-Kontrolle und nach 30 min Stimulation noch gleich @ und erst
nach 60 min differierte.
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Abb. 3.7 Verifizierung der differentiellen Expresson von Cytochrom c (Peak D02-492 bp) mit
spezifischen Primern.Gravistimulation 0, 30, 60 min, O = apikal, U = aks
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Abb. 3.8 Verifizierung der differentiellen Expressbn von elF1l (Peak B04-505 bp) mit spezifischen
Primern. Auxinstimulation 0, 30, 60 min, 0 = apikal, U = bhs

In Abbildung 3.8 ist die Expression von elF1 durch Amplifikation mit dmetien Primern

zu sehen. In den apikalen Protoplasten wurde die Expression imivtergle Kontrolle nach
Auxinstimulation um ein drittel herunterreguliert. Im Vergleichder ,random’-PCR war die
Herunterregulation der elF1-Expression nach spezifischer Ampidrkatlerdings schwacher
(Abb. 3.5 a). Da die Auftrennung der spezifischen PCR-Produkte auf der
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Kapillarelektrophorese aber duf3erst sensitiv ist, zeigenitai gpezifischen PCR-Reaktion
auch kleinere Expressionsunterschiede als Faktor 2 eine diffdeenRelgulation an.
Gleichzeitig zeigten die basalen Protoplasten nach 60 min eameléiochregulation. In der
Randomprimer-PCR konnte man in den basalen Protoplasten allerdingdiffgrentielle

Regulation erkennen (Abb. 3.5 a).

Bei dem Vergleich der Ergebnisse mit Randomprimern und Geaifisphen Primern
konnten kleine Unterschiede auf Transkriptionsebene beobachten werden rndidlisie
aufgrund der spezifischeren und stringenteren Bedingungen hervorgewidieden.
Unterschiedliche Expressionsverlaufe zeigten sich aber nur in @eeicBen, die mit
Randomprimern als nicht differentiell eingestuft worden waren (12821492 bp und B04-
505 bp). Somit konnte die Expressionsdnderung von Ran, Cytochrom ¢ und elFiftbestat
werden, was zeigt, dass das Screening mittels Randompriigngeist, um differentielle
Expressionsraten zu identifizieren. Da sich die Expression dehnt nierifizierten
Genfragmente mindestens um den Faktor 2 im Vergleich zur Kentallerscheidet, kann
man davon ausgehen, dass die Expression tatséchlich differentidduteem konnte die
differentielle Expression in mindestens zwei verschiedenen Wieldeilgen des jeweiligen

Stimulationsexperiments bestétigt werden.

3.7 Vergleich der Genexpression nach Auxin- unavistimulation mit

spezifischen Primern

Um die Abhéngigkeit von Auxin in der gravitropen Genexpressidddmanthus annuus zu
untersuchen, wurde mit Hilfe der spezifischen Primer die Exprester einzelnen Gene

sowohl in gravi- als auch in Auxin-stimulierter cDNA miteinander verghche

Dabei zeigte die Amplifikation der Ran-cDNA in Auxin-stimutem Protoplasten eine leichte
Herunterregulation nach 30 min in den apikalen Proben sowie eine |Bicbteegulation in
den basalen Protoplasten nach 60 min (Abb. 3.9). Demnach ist die Expressi®an im
apikalen Bereich nach Auxin- und Gravistimulation in dem untersu&g#grahmen negativ
miteinander korreliert. Wahrend die Ran-Expression nach Gravistionlstark angestiegen
war, hatte die Auxininduktion kaum Einfluss auf die Expression. Basal diea Ran-
Expression zwar sowohl nach Auxinstimulation als auch nach Graulation hochreguliert,

aber auch hier hatte Auxin nur eine geringe Wirkung auf die ExpresBie weitgehende
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Unabhangigkeit der Ran-Expression von Auxin zeigt, dass Ran wahrengtadgropen

Antwort wahrscheinlich nicht durch Auxin induziert wird.
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Abb. 3.9 Expression der Ran-mRNA (B10-666 bp) in Axin-stimulierter cDNA. 0, 30, 60 min,

0 = apikal, U = basal.
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Wahrend die Expression von Cytochrom c gravitrop hochreguliert wurde, konrmten
Auxin-stimulierten Protoplasten nach 60 min apikal ebenfalls eahtkr Anstieg in der
Expressionsrate festgestellt werden (Abb. 3.10). In den basalen Pst#op¥@ar dagegen
keine differentielle Regulation zu sehen. Aufgrund der spaten Induerbader
Cytochrom c-mRNA (60 min), ist die gravitrope Expression wahratibkinicht von Auxin

abhangig.

Die PCR mit elF1-spezifischen Primern zeigte apikal einachd und basal eine 2,5-fache
Hochregulation der elF1- Expressionsrate in den gravistimulietypokotylen im Vergleich
zu den unstimulierten Kontrollen (Abb. 3.11). In den Auxin-behandelten Protophaste
dagegen apikal eine herunterregulierte Expression im Verglaidez unstimulierten Proben
zu sehen, wahrend die Expression basal ebenfalls leicht hochregaliefeolglich ist auch
die elF1l- Expression nach Gravistimulation und Auxinstimulation inkaégm Bereich
negativ zueinander korreliert, so dass Auxin dort wahrend der Gravigtion keine Rolle

fur die Expression von elF1 zu spielen scheint.
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Abb. 3.11 Expression der elF1-mRNA (B04-505 bp) ingravistimulierter cDNA. 0, 30, 60 min,
0 = apikal, U = basal.
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3.8 Expressionsanalysen wahrend simulierter ualér&likrogravitation
3.8.1 Kilinorotation

Im schnelldrehenden Klinostaten wurde die Expressionsrate in apikald basalen
Protoplasten wéahrend simulierter Mikrogravitation gemessen. Hiet ®ine kinstliche
Mikrogravitation durch die Rotation der Zellen um eine Achse waalgerer Richtung des
Schwerkraftvektors erzeugt. Da zum Zeitpunkt des Experiments diee®e des Cytochrom
c-Fragments noch nicht identifiziert war, wurde hier nur die ESqo@ der beiden Gene Ran
und elF1 untersucht. Zudem war ein direkter Vergleich des mRNAH8shawischen
apikalen und basalen Protoplasten in diesem Versuch nicht moglich, Aastieute bei der
Protoplastenisolation der basalen Hypokotylabschnitte nicht sehr heaciHigr konnten im
Gegensatz zu 1000000 apikalen Protoplasten, nur aus jeweils 400000 basaleas®eotdp

MRNA gewonnen werden.

Die Stimulation durch simulierte Schwerelosigkeit zeigte sowolden apikalen als auch in

den basalen Protoplasten eine schnelle Akkumulation der Ran-mRNA uetFdemRNA.

Dabei war die Ran-Expression in den basalen Protoplasten nach 2@ asw3-fache und

nach 400 s fast um das 6-fache angestiegen (Abb. 3.12 a). In den apikalen Protoplasten konnte
man einen zweifachen Anstieg zwischen 200 und 400 s beobachten (Abb. 3.12 bolelontr
ausgefallen).
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Abb. 3.12 Ran-Expression nach 0, 200 und 400 s silierter Schwerelosigkeit im schnelldrehenden
Klinostaten. a) basal (400000 Protoplasten) b) apikal (100000@Plasten).

Die Expressionsrate von elFl stieg in den basalen Protoplasten40fcs im schnell
drehenden Klinostaten um mehr als das 4-fache an (Abb. 3.13 a). Da drell€ant den

apikalen Protoplasten ausgefallen war, konnte nur ein knapp zhaifanstieg der elF1-
MRNA zwischen 200 s und 400 s ausgewertet werden (Abb. 3.13 b).

Da die Expressionssteigerung in den basalen Protoplasten sowoldrbalsRauch bei elF1
eindeutig war und auch der mRNA-Anstieg in den apikalen Protoplagtisohen 200 und
400 s eine Verdopplung zeigte, wurde auf eine Wiederholung des ilBepésiverzichtet. Die
Ergebnisse zeigten, dass der Expressionslevel durch kinstliche Miktaiipa beeinflusst
wurde, was daraufhin unter Mikrogravitationsbedingungen in der TEX\BRa46te tberpruft

werden sollte.
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Abb. 3.13 elF1-Expression nach 0, 200 und 400 ssilierter Schwerelosigkeit im schnelldrehenden
Klinostaten. a) basal (400000 Protoplasten) b) apikal (100000@Plasten).

3.8.2 TEXUS40 Flug-Experiment

Bei dem TEXUS40 Experiment handelt es sich um einen ungefahr 30 gemRaketenflug,

der eine parabelférmige Kurve beschreibt (Abb. 3.14). Nach denh [&thAndet sich die
Rakete aufgrund der Beschleunigung zunachst in einer Hypergmwsfatase. Nach
Ausbrennen des Raketenantriebs wird dieser abgeworfen, so dasdkelie & Schub verliert

und sich ab diesem Zeitpunkt im freien Fall befindet. Dies ist 8eéart der
Mikrogravitationsphase und findet in einer H6he von ca. 100 km statt. &ket® erreicht
daraufhin noch eine Hohe von ca. 250 km und vollendet dann die Parabel. Insgesamt
herrschen ungefahr 6 min lang Mikrogravitationsbedingungen bis eisckath den freien

Fall wieder abstoppt.
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Abb. 3.14 Parabelflug der TEXUS40 Rakete.

Mit Hilfe dieses Experiments konnte die Expression der Ran-mRINfer realen pg-
Bedingungen untersucht werden. Da in der TEXUS40-Rakete nur furob@rPPlatz war,

wurde fur das Experiment eine enge Zeitreihe mit jeweilsemer Wiederholung gewabhilt.
Neben einer Bodenkontrolle (1g) wurde die mRNA-Expression in apikalenbasdlen

Protoplasten an acht verschiedenen Zeitpunkten wahrend des Flugesseyemedem die
Stimulation der Protoplastensuspension mit Hilfe eines Fixieglmitbgestoppt wurde (Abb.
3.15).

Davon lagen 5 Zeitpunkte (3 —7) in der pg-Phase, die bei 75 s begarbeiuca. 432 s

endete. Die Ran-Expression wurde ebenfalls unter den herrschendeg-Bggdergungen

wahrend der Startphase (1 und 2) und nach der pg-Phase (8) untersucht.

Die Analyse der amplifizierten Ran-cDNA in den apikalen Protipla zeigte einen
deutlichen Anstieg der Ran-Expression wahrend des gesamten Rlges.den hyperg-
Bedingungen in der Startphase nach 33 und 68 s bei 8 g (1 — blau, 2 -grin¢lui@4a (3

— gelb, 75 s hyperg / 59 s pg) konnte kein Effekt auf die Ran-Estpnesn Vergleich zur

Bodenkontrolle gemessen werden.

Die erste Induktion der Ran-Expression konnte nach 200 s beobachtet werdegineva

Zeitraum von 75 s hyperg und 125 s pg entsprach (4 — orange). iNaohweiteren leichten
Anstieg bei 332 s (6 — pink), zeigte sich der starkste Anstieg rirRda-Expression erst
wahrend der hyperg-Phase nach 460 s, 28 s nach der pg-Phase (8 z)s@hese mRNA-
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Akkumulation war sehr wahrscheinlich noch auf die pg-Stimulation zuuiicgheen, da auch
nach 75 s hyperg und weiteren 59 s pug wahrend der Startphapeirikel, 2 und 3) keine
Expressionsdnderung zu sehen war. Demnach war nach nur 28 Sekunden hypEfigkiei

auf die Expression zu erwarten.
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Abb. 3.15 Ran-Expression in apikalen Protoplasten @&hrend des TEXUS40-Flugesl = 33 s hyperg, 2 = 68
s hyperg, 3 = 134 s ug, 4 = 200 s ug, 5 = 266 s6pg,332 s ug, 7 = 400s pg, 8 = 460 s hyperg und
Bodenkontrolle K = 1 g (ug-Bedingung: 75 s bis 432

Bei dem steilen Abfall der Expression, der zum Zeitpunkt 7 nach 20Gssehen war, handelt
es sich aufgrund des ansonsten kontinuierlichen ExpressionsanstiegisammAusfall der
Probe.

Die Analyse der basalen Protoplasten zeigte einen ahnlichdauVeler Ran-Expression

(Abb. 3.16). Leider konnten hier die Zeitpunkte 2 und 8 (griin, schwarz) sowie di

Bodenkontrolle (turkis) aufgrund von Probenausféllen nicht ausgewertet werden.
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Abb. 3.16 Ran-Expression in basalen Protoplasten waéend des TEXUS40-Flugesl = 33 s hyperg, 2 =68 s
hyperg, 3 = 134 s ug, 4 = 200 s pug, 5 = 266 s ug,3}B2 s pug, 7 = 400spg, 8 = 460 s hyperg und
Bodenkontrolle K = 1 g (ug-Bedingung: 75 s bis 432

In den basalen Protoplasten konnte man einen ersten Anstieg nach3134allf) erkennen.
Dabei handelt es sich um den ersten Zeitpunkt, der unter Mikrograngidedingungen
gemessen wurde. Daraufhin folgte ein weiterer Expressionsanstieg nact¥209elb). Geht
man wie in den apikalen Protoplasten von einer kontinuierlichen Exprestsigesung aus,
handelt es sich bei den Zeitpunkten 5 und 6 (blau, rot, pink) ebenfallasiflle. Weiterhin
ist der darauf folgende starke Anstieg der Ran-Expression nach(400grau) vergleichbar
mit dem Expressionsverlauf in den apikalen Protoplasten. Dieseriegnshter pg-
Bedingungen demonstriert, dass die hohe Expressionsrate nach 460 s (8 — schwarz, Abb. 3.15)
in den apikalen Protoplasten nicht auf die hyper-Gravitationsphaseendider Landung
zurtckzufuhren ist. Ingesamt war der Ran-mRNA-Gehalt in derldpaBaotoplasten um ein
Vielfaches niedriger als in den apikalen Protoplasten, allerdings sti&xpliession in beiden

Hypokotylabschnitten wahrend des Fluges um das 10-fache an.
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3.9 Vergleich von gravistimulierten Hypokotylentmgravistimulierten
Protoplasten

Mit dem Klinostat- und dem TEXUS40-Flug-Experiment konnte gezemtden, dass die
Sonnenblumen-Hypokotylprotoplasten in der Lage sind auf Schwerelosigke&agieren.
Zudem war ein Vergleich zwischen gravistimulierten HypokotylenclduKippen und
gravistimulierten Protoplasten durch simulierte und reale Schusggkkit moglich. Der
Anstieg der Ran-mRNA-Expression wahrend realer Mikrogravitatidbb( 3.15, 3.16)
bestatigte die Ergebnisse aus dem Klinostaten (Abb. 3.12 a, b) und, zkags die Ran-
Expression nicht nur infolge einer veranderten Orientierung zum $kfafteektor ansteigt
(Abb. 3.6), sondern auch bei einem fehlenden Gravitationsvektor. Auch dezghdstielF1-
Expression durch Kippen der Hypokotyle (Abb. 3.8) konnte in den gravistimualierte
Protoplasten im Klinostaten bestatigt werden (Abb. 3.13 a, b).

Hiermit konnte gezeigt werden, dass sowohl Protoplasten als au&teiktgpokotyle mit
einem Anstieg der Ran- bzw. elF1-mRNA reagieren. Diese positreclation zwischen
Hypokotylen und Hypokotylprotoplasten bedeutet gleichzeitig, dass MeEndmgen auf
Transkriptionsebene von Protoplasten auf ganze Hypokotyle tibertragbar sind.

3.10 Vergleich von apikaler und basaler Genexprass

Das Screening mit Hilfe der Randomprimer-PCR zeigt, dasdiffiegentiellen Peaks sowohl
in Auxin-stimulierter als auch in gravistimulierter cDNA umpisachlich in den apikalen
Hypokotylsegmenten detektiert werden konnten, wahrend die differentiPéaks in den
basalen Proben gleichzeitig auch apikal zu sehen waren (Tab. 3.1).
Daneben ist bei dem Vergleich der spezifischen PCR-Produkset®n, dass die relative
Anderung der Expressionsrate im apikalen Bereich bis zu FaktifR2mist als im basalen
Bereich wie z.B. die gravistimulierte Expression von Cytochrom cellftl zeigt (Abb. 3.7,
3.11). Die spezifische Expressionsanderung von Ran nach Gravistimulation3(Bpheigt
dagegen im basalen Hypokotylabschnitt (4-fach) einen starkeren d\redieim apikalen
Bereich (3-fach). Allerdings war hier die absolute Menge d&N#-Expression in den
unbehandelten Kontrollen der apikalen Hypokotyle um ein 3-faches hoherdss basalen
Hypokotylen (Abb. 3.6), wahrend bei Cytochrom c und elF1 der mRNA-Géhaden
apikalen und basalen Kontrollen gleich hoch war (Abb. 3.7, 3.11).
Nach Auxinstimulation der Protoplasten ist bei Cytochrom c aueftich in den apikalen
Proben eine Expressionsanderung zu erkennen (Abb. 3.10), wahrend bei elF1 apk&an
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eine leicht starkere und gleichzeitig gegenléaufige Expressionsémgden den basalen Proben
zu beobachten ist (Abb. 3.8, 3.9). In den Protoplasten ist die mRNA-Menge de
unbehandelten Proben sowohl bei Ran als auch Cytochrom c¢ und elF1 kedempi

Hypokotylbereich mindestens doppelt so hoch wie im basalen Hypokotylbereich.
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4 Diskussion

Eine differentielle Genaktivitat stellt eine Antwort auf Ueltreize oder Veranderungen in
der Entwicklung der Zelle dar und spielt eine grof3e Rolle fir uhterschiedlichsten
physiologischen Zustande eines Organismus. Veranderungen auf Tpéms&ebene
ermoglichen somit einen néheren Einblick in die Verkntpfung von Gravigeyaeund den
von Auxin-abhéangigen oder auch -unabhangigen Signaltransduktionswegen. inAdbese
solliten auf der Basis der Genexpressionsstudien aus Auxin- und tigrairesten
Pflanzenmaterial die Abhangigkeit gravitrop regulierter Geoe Auxin sowie die Rolle
Auxin-induzierter Gene wahrend der Gravistimulation untersucht werden.

Fur die Untersuchungen wurden sowohl Protoplasten von Sonnenblumenhypokotylen als auch
intakte Hypokotyle herangezogen. Da sich die Hypokotyle durch eine schregkiv
gravitrope Krimmung nach einer Gravistimulation auszeichnen, die besosi@dek im
oberen Hypokotylbereich ausgepragt ist, wurde in den jeweiligen imgm@en zwischen
einem apikalen und einem basalen Abschnitt unterschieden. Hierdurce salie
detailliertere Bestimmung des gravi- und Auxin-sensitiven Gewebegbkchittverden.

Das Screening nach differentiell exprimierten Genen erfotgteHilfe der sehr sensitiven
Methode der DD-RT-PCR in Kombination mit der Analyse an einggilkiaelektrophorese.
Hierdurch gelang die Identifizierung von insgesamt acht verschiedenen Genen.

Die einzelnen Gene werden im Folgenden basierend auf ihrer Fuimktien gravitropen und
Auxin-induzierten Signaltransduktion anhand der durchgefihrten Expressionsstodiee
anhand von Literaturdaten naher charakterisiert.

Daraufhin wird der Protoplast als Modellsystem vorgestellt sali@eVergleichbarkeit von
Protoplasten mit intakten Hypokotylen anhand der Ergebnisse diskutiefindohluss daran
erfolgt ein Vergleich zwischen apikaler und basaler Genegmme in Hinblick auf die
Sensitivitat der Hypokotylabschnitte. Des Weiteren wird eineaBbtung der Korrelation
zwischen gravistimulierter und Auxin-stimulierter Genexpressiorgenommen sowie der
Protoplast als Gravisensor und die Rolle der Integrine in der gravitrSgmalperzeption
diskutiert. Schlie3lich werden die identifizierten Gene anhand &loéells in die gravitrope

Signaltransduktion eingeordnet.



4.1 Charakterisierung der identifizierten Gene

Die in dieser Arbeit durch Gravistimulation induzierten Gene, sstém die GTPase Ran,
eine Calcium-abhéngige Proteinkinase mit einer Calmodulin-ahnlicberébe (CDPK), ein
Histon H2B und Cytochrom c. Davon wurden Cytochrom ¢ und Ran vollstandigrsaeu
und mit spezifischen Primern verifiziert.

Im Gegensatz dazu waren die nach Auxinbehandlung identifiziertame Gée der
Translations-Initiations-Faktor elF1, die Histondeacetylase (HDA&s Histon H3 sowie die
Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase (FBPA) alle durch diese Stimulatipprimiert. Die
beta-6-Xylosyltransferase wurde dagegen sowohl durch Auxingtiioml als auch durch
Gravistimulation hochreguliert. Weitere durch Auxin hochreguliereneskonnten nicht
isoliert werden oder zeigten aufgrund des hohen Anteils der 3’-urati@n&n Region keine
Homologie mit bekannten DNA-Sequenzen in den durchsuchten Genbanken. Hiex konnt

elF1 vollstandig sequenziert und mit spezifischen Primern verifiziert werde

Die identifizierten Gene kodieren vorwiegend fur bekannte Signattsktisnskomponenten
und Transkriptionsregulatoren. Die Calcium-abhangige Proteinkinabeisgtielsweise nach
Aktivierung durch freigesetztes Calcium lber die Phosphorylierahgreicher Proteine in
samtliche Signaltransduktionswege involviert. Wahrend die Aldolase un@ytashrom c
durch Férderung der Glycolyse sowie der mitochondrialen ATP-Produddigemein in den
Energiestoffwechsel der Zelle eingreifen, ist die Xylogylsferase wahrscheinlich direkt am
Aufbau der Zellwand wahrend der Zellstreckung beteiligt. Die Ipeittstone, die
Histondeacetylase und der Translations-Initiations-Faktor kénnen wradar einer Gruppe
von Genexpressions-Regulatoren zusammengefasst werden. Wahrend Histdne
Histondeacetylasen eine wichtige Rolle in der Transkription spigieift der Translations-
Initiations-Faktor auf der Ebene der Translation regulatorisdeiGenexpression ein. Dabei
stellt die Regulation der Genexpression die Grundlage vieler Isclugi Prozesse in einer
Zelle oder einem Organismus dar und steht meistens am Ende vahiBeaytragungsketten.
Die GTPase Ran ubernimmt schlief3lich, neben ihrer Beteiligunigra8pindelformation und
am Aufbau der Kernhiille, durch die Kontrolle des Transports von Proteginemdiaus dem
Kern eine wichtige regulative Rolle in der Signaltransduktion.
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4.1.1 Calcium-abhangige Proteinkinase

Wahrend ein Anstieg an Calcium-bindenden Proteinen wie Calmodulin ureti€din nach
Gravistimulation schon friher identifiziert wurde (Sinclair und Taeas, 1997; Heilmann et
al., 2001), konnte in dieser Arbeit der gravitrop induzierte Anstieg én&einkinase mit
einer Calmodulin-ahnlichen Doméne festgestellt werden (Abb. 3.3 c¢). Dabdelt es sich
um Calcium-abhéngige Proteinkinasen (CDPKSs), die direkt durchatigcises C& aktiviert
werden und in der umweltbedingten und hormonell induzierten Signaltransdugtraatlich
eine Rolle spielen (Harmon et al., 1987; Zhao et al., 1994). DieSeablaangigen, aber
Calmodulin-unabhéngigen Proteinkinasen gibt es nur in Pflanzen und einigezden.
Dabei ist die erhaltene Calmodulin-Unabhangigkeit der CDPKs lem&in auf die hohe
Affinitat der internen C&-Bindungsstellen zuriickzufithren (Roberts und Harmon, 1992). Sie
bestehen aus insgesamt vier Doménen: einer regulativen Calmoduloch&hnDomaéne,
einer Junction- oder autoinhibitorischen Doméne, einer Kinase-Doméanenandvariablen
Domane, die vermutlich fir die subzellulare Lokalisierung und/oderSdiestratspezifitat
verantwortlich ist (Harmon et al., 2000; Hrabak, 2000). Dabei kann einglirirgberung
sowohl eine Erhéhung als auch eine Senkung der enzymatischen AKkieaétiten, oder

auch die Interaktion der Zielproteine mit anderen regulativen Proteinen verande

Da Auxin-induzierte Signalkaskaden von Veranderungen in der cytosalische
Calciumkonzentration begleitet sind, ist eine Involvierung von CDPHKErer Funktion als
Calcium-Sensor anzunehmen. Obwohl in dieser Arbeit die Expression voi @B¢h
Auxinstimulation nicht untersucht wurde, ist eine Induktion sowohl deivitét von CDPKs
als auch des mRNA-Levels nach verschiedenen Hormongaben wie QytadWiscisinsaure,
Gibberellin und auch Auxin bereits nachgewiesen worden (Botel,e1996; Yoon et al.,
1999). Eine erhdhte Expression von CPPKs wurde auch nach Auxin-induzoentatissher
Embryogenese in AlfalfaMedicago sativa) beschrieben (Davletova et al., 2000). Auch nach
unterschiedlichen Stressbedingungen wie mechanischer Belastungjundang und
Salzbehandlung konnte eine mRNA-Akkumulation von CDPKs festgestelitewewas auf
eine regulative Funktion in Stress-induzierten Signalkaskaden hinweist {La01994).

Daneben konnte in vielen Pflanzen die durch Auxin aktivierbare PMHPase als
potentielles Substrat fir CDPKs demonstriert werden (Camothi, é988; Lino et al., 1998;
De Nisi et al., 1999). Auch in den Wurzeln von Mais wurde eine Phosphangieler C-
terminalen autoregulativen Doméane der Protonenpumpe durch eine ®@B&ifrieben,
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wobei die Phosphorylierung wichtig flr eine 14-3-3-Protein vermittAkévierung war
(Morsomme und Boutry, 2000). Wie die durch AtCPK1 induzierteAGfnahme in die
Wurzelvakuole vonBeta vulgaris zeigte (Pei et al.,, 1996), spielen CDPKs ebenfalls eine
Rolle in der Regulation der Vakuolen-standigelhATPase. Aufgrund der Aktivierung der
H*-ATPasen scheint die gravitrop hochregulierte CDPK demnach iwitiht die gravitrop-
sowie Auxin-induzierte Zellstreckung zu sein.

Als ein weiteres Substrat konnte die Plasmamembran-assezilADPH-Oxidase
nachgewiesen werden, indem die transgene Expression einer @DRifnatenprotoplasten
die Aktivitat der NADPH-Oxidase steigern konnte (Xing et al., 208Lich die NADPH-
Oxidase ist vermehrt in gravistimulierten Krimmungsorganen sowiguxin-behandelten
Geweben zu beobachten. Dabei repréasentiert die NADPH-OxigaSeldusselenzym in der
Vermittlung von oxidativem Stress durch die Bildung von Sauerstdatabh (Morré und
Brightman, 1997) und wird sowohl durch interzelluldares Calcium als aibgr den
Phospholipase (PL)-Signalweg reguliert (Lee et al., 2003). Rietgyp stimulierbare PLA2
fordert wiederum die Produktion von Lysophosphatidylcholin, welches Proteiekirdey
Plasmamembran aktiviert und daher mdglicherweisesaisnd messenger in die Auxin-

induzierte Phosphorylierung von Membranproteinen involviert ist.

Neben der Lokalisierung an Membranen wurden CDPKs auch mit dem Qgtosissoziiert
(Putman-Evans et al., 1989), was ihnen eine regulative Rolle und in aesk€lgtt-Dynamik
zukommen lasst. So konnten Putman-Evans et al. (1989) in PflanzenzebeQacium-
abhangige Proteinkinase zusammen mit F-Aktin des Cytoskeletissieien. Obwohl kein
direkter Kontakt von CDPKs mit Aktin nachgewiesen werden konnte, wuntheutet, dass
die CDPK mit einem Aktin-bindenden Protein assoziiert und auf di#¥sése in die
Regulation des Cytoskeletts involviert ist. AuchPimaseolus vulgaris L. Suspensionskulturen
konnte eine Verbindung von CDPKs mit dem Cytoskelett hergestellt mektler konnte
gezeigt werden, dass die Phosphorylierung eines Aktin-depolymender Faktors (ADF)
durch eine CDPK geschieht, was eine Auflésung der Aktinfilamente zur Fdtge(Alwood
et al., 2001). Dabei sind die Aktin-Filamente, vergleichbar mitMgmotubuli, durch einen
dynamischen Auf- und Abbau-Prozess gekennzeichnet. Sie habenhdij&efain G-Aktin
Monomere zu zerfallen und gleichzeitig wiederum filament&rédtin zu bilden, was durch
Aktin-bindende Proteine moduliert und im Gleichgewicht gehalten wird (Ay$cdigi98).
Durch die Interaktion der sedimentierenden Amyloplasten mit detoskslett spielt das

Cytoskelett in der Wahrnehmung des Schwerkraftreizes eine bedeurete (Blancaflor
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und Masson, 2003). Auch i€hara-Rhizoiden und -Protonemata konnte mittels Aktin-
Hemmstoffen gezeigt werden, dass das gravitrope Spitzenwachstmvat der Verteilung
und Dynamik der Mikrotubuli und Aktinflamente abhangig(Btaun und Wasteneys, 1998).
Hier konnte auch das Aktin-bindende Protein ADF im Zentrum des Spitzenkdvpa
Chara-Rhizoiden (Wachstumszentrum an der Zellspitze) lokalisiert werdeas die
bedeutende Rolle von Aktin in der Schwerkraftwahrnehmung sowie im
schwerkraftorientierten, polarisiertem Wachstum @bara-Rhizoide bestarkt (Braun et al.,
2004).

Die gravitrop stimulierte Hochregulation der CDPK-Transkriptstigsomit vermuten, dass
die identifizierte CDPK in Verbindung mit dem Aktin-Gerust (durch &hosphorylierung
Aktin-bindender Proteine) in die gravitrope Reaktion involviert ist.dizaAktine ebenfalls
bei der Auxin-abhéngigen Zellstreckung eine Rolle spielen (Walleal., 2002), ist es
maoglich, dass CDPKs auch nach Auxinstimulation hochreguliert werdenh Alie
Aktivierung der PM/H-ATPase sowie der NADPH-Oxidase, die sowohl in die gravitrégpe a
auch in die Auxin-induzierte Antwort involviert sind, deuten daraufhin, des&xpression

der CDPK wahrend der gravitropen Antwort durch Auxin induziert wird.

4.1.2 Fruktose-1,6-bisphosphat-Aldolase

Die Expression einer cytosolischen Fruktose-1,6-bisphosphat-AldolageAjFBurde in
dieser Arbeit in Abhéngigkeit von Auxin differentiell herunterregtli@&bb. 3.4 b). Dabei
gibt es im pflanzlichen Organismus zwei Isozymformen von Aldalagé sich in ihrer
zellularen Lokalisierung, Chloroplast und Cytosol, unterscheiden und smtwieder im
Calvinzyklus oder in der Glycolyse aktiv sind. In den Chloroplastentsgiel FBPA eine
Rolle bei der Regeneration des £&kzeptors Ribulose-1,5-bisphosphat. Die cytosolische
FBPA katalysiert die reversible Spaltung des Glukoserings vondsedt,6-bisphosphat in
Dihydroxyacetonphosphat und Glycerinaldehyd-3-phosphat wahrend der Ghic@wbei
kann sich ein Anstieg oder eine Aktivierung der FBPA durch eineelradng der Glycolyse
und der damit verbundenen ATP-Synthese positiv auf das PflanzenwachstuunkeausDie
FBPA ist zudem physikalisch mit der Vakuolen-standigémfPase (V-ATPase) assoziiert
und kann diese durch direkte Interaktion aktivieren. Die V-ATPasen gehdeiner Familie
aus hoch konservierten Protonenpumpen, die die Hydrolyse von cytosolischemitadém
Protonentransport aus dem Cytosol koppeln. Durch die physikalische litierakdn
Aldolase und V-ATPase ist der ATP-generierende glycolyisSignalweg direkt mit der
ATP-hydrolysierenden Protonenpumpe verbunden. So kann die Interaktion zwidehe
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Aldolase und der V-ATPase in Gegenwart von Glucose stark erhdhemyeindem die
Aldolase als Glucose-Sensor die V-ATPase reguliert (Lu et al., 2004).

In diesem Zusammenhang beschreibt Konishi (2004) eine Expressigesstg einer FBPA
in Abhéangigkeit einer Calcium-abhangigen Proteinkinase (CDRK)er Wurzel von Reis.
Hier konnte nach einer Gibberellinsaure (GA)-Behandlung ein Anstieger FBPA-
Expression festgestellt werden. In CDRHKtisense Pflanzen war dagegen nach einer GA-
Behandlung kein Anstieg an FBPA zu verzeichnen. Folglich scheifiBif& durch CDPK
moduliert zu werden, indem diese die V-ATPase aktiviert. Dabei kaam @nen GA-
induzierten Anstieg von FBPA hauptsachlich in der Apikalregion dezé/ilseobachten. Die
FBPA ist dort in das Wachstum und die Gewebedifferenzierungintiezogen, indem sie
die Energieproduktion fordert. Gleichzeitig baut die V-ATPase im Tastgh einen
Protonengradienten auf, der die Aufnahme gel6ster Stoffe in die Vakudbst. Die daraus
resultierende Turgorsteigerung in den Wurzelzellen vermigtefhit den Anstieg in der
ZellgroRe und gleichzeitig die Produktion neuen Zellwand- und neuem&taembran-
Materials (Dolan und Davies, 2004).

Somit aktiviert die in dieser Arbeit identifizierte gravitrop hochregui€@DPK wéahrend der
gravitropen Krimmungsreaktion mdglicherweise die flr eine Zellesipa wichtige V-
ATPase. In dieser Hinsicht ware eine gravitrop gesteigeqbeeSsion der FBPA ebenfalls zu
erwarten.

Die Auxinstimulations-Versuche in dieser Arbeit konnten allerdeige Herunterregulierung
der FBPA-Expression in apikalen und basalen Hypokotylprotoplasten zeiges.k&inte
bedeuten, dass die Auxin-vermittelte Zellstreckung unabhé&ngig von Aklolase-
geforderten Umsatz in der Glykolyse ist. Deshalb ist es elggtlass Auxin auf der einen
Seite die Zellstreckung im Spross (ber die Aktivierung derniRlasembran HATPase
fordert, wahrend Gibberellin auf der anderen Seite die Zallairgy zumindest in der Wurzel
Uber den glykolytischen FBPA-Weg bewirkt. Beides wird aber miigtigeise durch eine
CDPK-vermittelte Aktivierung der Protonenpumpen reguliert.

Die Expressions-Abnahme der FBPA nach Auxinapplikation bedeutet gigighzlass die
Glycolyserate ebenfalls heruntergefahren wird, was moglicisewauf einen niedrigeren
Gehalt an Glucose zuriickzufuhren ist. Ein dhnliches Ph&dnomen konnte lém ¥eh
Nicotiana tabacum beobachtet werden, die auf einem Hormon-freien Medium Kkultiviert
wurden. Nach Zugabe von Auxin konnte hier eine sinkende Rate der Stankesgynt

festgestellt werden (Miyazawa et al., 1999). Ebenso wurde in Zellwdersuchungen von
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etiolierten Haferkeimlingen gezeigt, dass nach Auxinbehandlung vonm1 gml3en
Koleoptilsticken, die vorher ebenfalls auf Glucose- und Auxin-freiendilvie gehalten
wurden, das Zellwandgewicht abnahm, was aus einem sinkenden Gehahta@etiiglose-

Glucose resultierte (Loescher und Nevins, 1972).

4.1.3 Cytochrom c

In dieser Arbeit konnten ebenfalls Expressionsverdnderungen von Cytochdentifiziert
werden. Dabei zeigte sich sowohl eine gravistimulierte (Abbb3337) als auch eine Auxin-
stimulierte Hochregulation (Abb. 3.10), obwohl die Expression nach Auxingabaach 60
min leicht anstieg. Cytochrom c¢ fungiert in den Mitochondrien akztds
Elektronentransportprotein in der Atmungskette. Es ist ein |6sli€metein, welches nur
locker an die Aul3enseite der inneren Mitochondrienmembran assogiieWahrend der
Atmungskette Ubernimmt Cytochrom c¢ ein Elektron von Cytochrom b, imasler
Ruckfihrung von Pk in Fé" resultiert. Der letzte Schritt besteht schlieRlich aus der
Redoxreaktion zwischen dem reduzierten Cytochrom ¢ und der Cytoch@xidase (auch:
Cytochrom a + a3). Das reduzierte Cytochrom a gibt dann digr&ben an Sauerstoff ab,

der sich dann umgehend mit freien Protonen zu Wasser verbindet.

Richter et al. (2003) konnten zeigen, dass die Cytochrom-c-Oxideaktiéh durch die
Kontrolle Uber die Bildung von Sauerstoffradikalen Auswirkungen auf dawit@pismus
hat. Sie berichteten von einer sowohl durch Starklicht, Salzstress cimde/®netall
induzierten reversen Gravitaxis bEuglena gracilis, die auf Sauerstoffradikale, welche
unvermeidlich als Zwischenprodukt in der Cytochrom-c-Oxidase Reaktiasteben,
zuruckzufuhren war. Dabei war Wasserstoffperoxid auch in Abwesewnbreitibiotischem
Stress in der Lage eine Anderung der Gravitaxis hervorzurufenGRiegitaxis-Anderung
wiederum konnte durch einen Cytochrom c-Oxidase-Hemmer verhindatenyenas zeigt,
dass sie verantwortlich fur die;&,-Bildung war.

In Joo et al. (2001) ist beschrieben, dass die gravitrope Krimmungsneabhangig von der
Bildung von Sauerstoffradikalen (ROS) ist und diese wiederum abh&aogigler lateralen
Verteilung von Auxin ist. Mdglicherweise ist also die Cytotochrom c-Oxdeaktion in der
schon in Joo et al (2001) dargelegten, gravitrop induzierten ROS-Produktawiert. Dies
wurde bedeuten, dass Cytochrom c¢ moéglicherweise direkt an dennkungsreaktion
beteiligt ist.
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Auf der anderen Seite kann Cytochrom c selber als Radikalféingeen, indem es aus den
Mitochondrien entlassen wird, und im Cytosol Uber den Weg der Atmuitgdkiektronen
von Superoxidanionen auf molekularen Sauerstoff Gbertragen kann (Atlante et al., 2000).

Aufgrund der Hamgruppen (Porphyrinringe), die die Cytochrome alskkawén tragen, kann
man die Cytochrome a, b und ¢ nach ihren charakteristischen Lictgabasspektren
unterscheiden. Da oxygeniertes Hamoglobin ein anderes Absorptionaapekis freies
Hamoglobin hat, liefern die mitochondrialen Absorptionsspektren Infoomexti Uber den
Redox-Status der Cytochrome.

In diesem Zusammenhang konnten bereits gravitrop induzierte Veragderuvon
Cytochromen beobachtet werden. In Schmidt und Galland (2000) wurde nach
Gravistimulation in Form von Kippen sowie Parabelfligen eine gogvitinduzierte
Absorptionsanderung in Sporangiophoren vBhycomyces mit Hilfe eines rapid-scan
Spektrophotometers gemessen. Aus dieser Absorptionséanderung konnten siedidurch
Reduktion von oxidiertem Cytochrom einen Redoxwechsel ableiten. Diese
Absorptionsdnderungen wurden in der Wachstumszone 2 - 3 mm unterhalb desybipos
gemessen. Dabei induzierte eing-uStimulation einen Anstieg in der Absorptionsanderung,
wéhrend hypey -Bedingungen in der Zentrifuge sowie in der Parabel einen Rickgang der
Absorptionsanderung herbeifihrten (Schmidt und Galland, 2004). Dies zeiithjeddss

die Elektronentransportproteine sowohl durch Kippen als auch durch Mikragi@vs-
Bedingungen direkt beeinflusst werden. Daraus kann man folgern, ddsendiaeiner
Gravistimulation ein erhohter Energiestoffwechsel in Form von mitocredadr ATP-
Produktion bendtigt wird.

Aus Untersuchungen in tierischen Zellen ist auch bekannt, dass @ytochwahrend der
Apoptose anstelle des gravitrop induzierbaseocond messengers Ins(1,4,5)R mit einen
Ins(1,4,5)RB-Rezeptor wechselwirken kann. Hier konnte beobachtet werden, dassndufgr
eines hohen mitochondrialen @aehaltes Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien entlassen
wird und zum Endoplasmatischen Reticulum wandert. Dort bindet es anlegf&,5)B-
Rezeptor, woraufhin eine irreversible Calcium-Freisetzung aus BEedoplasmatischen
Reticulum ausgel6st wurde. Im Gegensatz zu einem Ins(1s4/8)Rittelten C&-Ausstrom,

der durch den Gehalt an cytosolischen Calcium reguliert wird, irdlerfreisetzung bis zu

einem gewissen Level an freien “Caansteigt (ca. 5 pM) und dann gehemmt wird,
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funktioniert dieses Gleichgewicht bei einer Cytochrom c-Bindung demmicht (Boehning

et al., 2003).

Da die irreversible Ca-Freisetzung durch Cytochrom c afigedeine Apoptose einleitet, ist
nicht anzunehmen, dass der bekannte Anstieg an Ins(k4tb)Bravitropismus (Perera,
1999; Mduller, 2000) mit Cytochrom c¢ um die Ins(1,45Rzeptor-Bindungsstellen

konkurriert.

Im Allgemeinen ist die Transkription von Cytochrom ¢ durch untersdblesliGewebetypen,
Entwicklungsstufen sowie Umweltbedingungen, die einen wechselnden rf Beda
mitochondrialer ATP-Produktion im Zellstoffwechsel widerspiegeln, inflesst. Dabei
zeigen Untersuchungen idelianthus annuus L., dass die hdchste Transkriptionsrate von
Cytochrom c¢ im Apikalmeristem und in den Gefal3bindeln der Wurzel sowden Bluten,
also Geweben mit einer aktiveren mitochondrialen Biogenese, zu firtd@ibghich et al,
2001). Aufgrund des gesteigerten Streckungswachstums im apikalen Gesetsnd der
gravitropen Krimmung ist dort ein erhdhter Energiebedarf erfacteies korreliert mit
den Ergebnissen in dieser Arbeit, da der gravitrope Anstieg dere&sion im apikalen
Gewebe deutlich héher war als basal (Abb. 3.7), und auch nach Auxiniorduakir apikal
nach 60 min ein Anstieg in der Expressionsrate zu beobachten war (3.10).

Dabei hat die Auxin-stimulierte Expression von Cytochrom c r&cimin vermutlich noch
nicht ihr Maximum erreicht. Dennoch erfolgt der gravitrop reguwdiefnstieg in der
Expression schon friher, wodurch Auxin vermutlich keine Rolle, bzw. erst e

nachgeschaltete Rolle, in der gravitropen Cytochrom c-Expression spielt

4.1.4 beta-6-Xylosyltransferase

Weiterhin konnte in dieser Arbeit eine beta-6-Xylosyltranstergentifiziert werden, die
sowohl durch Gravistimulation als auch durch Auxinstimulation induzierbar(Abb. 3.2 a,
b). Da aber nur 364 Basenpaare sequenziert werden konnten, die nur einen Tkedirker
codierenden 3'-Sequenz abdecken, ist es aufgrund der hohen Homoleg@ennBequenzen
innerhalb einer Glycosyltransferase-Familie nicht auszuschlieldss, es sich auch um eine
andere Glycosyltransferase handeln konnte (Ross et al.,, 2001). §mblein pflanzliche
Glycosyltransferasen in verschiedenen physiologischen Prozessemn Wilyatdipid- und der

Polysaccharid-Synthese sowie in der Zellwandsynthese eine entschdwddiede
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Glycosyltransferasen sind beispielsweise an Biotransformatieoen kleinen lipophilen
Molekilen wie auch Auxin beteiligt, indem einzelne oder mehrere dSjerungen
stattfinden kdonnen. Dabei kann eine Glycosylierung eine InaktiviearangAuxin bewirken,
indem das Hormon durch die Konjugation nicht mehr von einem Rezeptor erkadnt w
Daneben bestimmt die Glycosylierung auch die zellulare Lokalisg, indem sie Zugang zu
Membran-gebundenen Transportern verschafft, was beispielsweisseru Akkumulation
von Pflanzenhormonen in der Vakuole fuhrt.

Zu den Hormon-Glycosyltransferasen zahlt zum einen die Auxin-indumterba
Glycosyltransferase Zeatin-O-Xylosyltransferase, die dastokByn Zeatin in O-
Xylosylzeatin umwandelt und somit ebenfalls inaktiviert. In Maet al. (2001) konnte die
Aktivitat dieser Zeatin-O-Xylosyltransferase abBbaseolus vulgaris in Tabak-Kallus durch
Auxin stimuliert werden, was zu einer Reduktion von Zeatin fihrte,r ggegbemmten
Wurzelzellstreckung und einem generell reduzierten Wachstum und($d in Seneszenz
resultierte. Da in dieser Arbeit die Glycosyltransferaseosbwvahrend der gravitropen
Krimmung als auch nach Auxinstimulation induziert wurde, ist abét deovon auszugehen,
dass es sich hierbei um eine Zeatin-O-Xylosyltransferase lhawe&he eine Hemmung der
Krimmung verursachen wirde.

Zum anderen konnte in Jackson et al. (2001) eine UDP-Glycosyltrassfetentifiziert
werden, die eine hohe Aktivitat gegentiber IAA zeigte. Durch Ubereigating der Hormon-
Glycosyltransferase idrabidopsis wurde ein Phanotyp beobachtet, der einem Mangel an
Auxin glich und in einem defekten Gravitropismus resultierte. NactbeGaines
Auxinanalogons, welches nicht durch UGT84B1 glycosyliert wird, koneteVerlust des
Gravitropismus in den transgenen Wurzeln wieder aufgehoben werden. WdAskend
Glucose-Ester in den transgenen Pflanzen akkumulierten, erhéhtabsiclauch der Gehalt
an freiem IAA, was auf eine natlrliche Regulation der freiemtdnkonzentration hinweist
(Jackson et al., 2002). Mdglicherweise ist dieser Regelmechanisioltsg in der Auxin-
induzierten Signaltransduktion, so dass Auxin wahrend der gravitropen Knigsneaktion
parallel zur Auxinquerverteilung nach Initiierung einer Signdkds sofort wieder in einen

inaktiven Zustand tberfuhrt wird.

Beta-6-Xylosyltransferasen (auch alpha-Xylosyltransferased)wsiederum in die Synthese
von Xyloglucan in Dikotylen und Nicht-Graminaceen involviert, welche dart20 % der
gesamten Matrix-Polysaccharide in der primaren Zellwand admmadls ein Polysaccharid,

das Wasserstoff an Zellulose-Mikrofibrillen bindet, stellt es isodie Hauptstruktur-
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Komponente der Zellwand dar, und dient als Verbindung zwischen Zellutasenderen
Matrixpolysacchariden (Hayashi und Matsuda, 1981). Da Glycosylé@ssn
hochspezifisch sind, sind wahrscheinlich mindestens zwei oder drei hieglsce

Xylosyltransferasen an der Xyloglucan-Biosynthese beteiligt (Etadk, 2002).

Die in dieser Arbeit identifizierte Xylosyltransferasegsmit sehr wahrscheinlich am Aufbau
der Zellwand beteiligt. Da die Induktion sowohl nach Gravistimulats auch nach
Auxinstimulation beobachtet werden konnte, ist die erhdhte Expressonsiat
Xylosyltransferase vermutlich auf die durch Auxin induzierte Krimmung das damit
verbundene Zellwachstum auf der unteren Flanke des Hypokotyls zurickmnufiihre
Mdoglicherweise bewirkt die Auxininduktion in den Protoplasten den rmBegder
Zellwandregeneration. Auch nach einer Auxinbehandlung von EpikotyleRisum sativum
konnte ein gesteigerter Xyloclucan- und Zellulosegehalt festtjeseeden (Tominaga et al.,
1985).

Die Bedeutung eines regulierten Um- und Aufbaus der Zellwand rawit@pismus wurde
auch schon in Kimbrough et al. (2004) gezeigt. Hier wurde eine drawimrbare
Xyloglucan-Endotransglycosylase (Meri5B) erwahnt, die in die waitauflockerung
involviert ist. Zudem konnte wahrend der gravitropen Krimmung eine duitghe@llin
differentiell induzierte Xyloglucan-Endotransglycosylase in déirkescheide von Reis
entdeckt werden (Cui et al., 2005). Dabei korrelierte die gesteigapression indirekt mit
der asymmetrischen Verteilung von Auxin, die wiederum eine asymsciet Expression
eines in die GA-Synthese involvierten Gens induzierte, wodurch satiiel#in

Gibberellingradient ausgelost wurde.

4.1.5 Histone

In dieser Arbeit konnte eine hochregulierte Expression von Histon Ih#ige der

Gravistimulation gezeigt werden (Abb. 3.3 a), wahrend fur H3 egrarerregulation durch

Auxinstimulation festgestellt werden konnte (Abb. 3.4 a).

Aufgrund ihrer Funktion in der Organisation der Chromosomenstruktur wirkeRligiene

bei nahezu allen chromosomalen Prozessen wie der Genexpression, der

Chromosomenkondensation, der Rekombination und der Replikation mit. Mit Hilfe der

Histone wird die genomische DNA in Nukleosome verpackt, wodurch die B& stark

komprimiert werden kann. Insgesamt gibt es funf Typen von Histok#ln H2A, H2B, H3

und H4. Dabei bilden je zwei Molekile von H2A, H2B, H3 und H4 den Nukleosomenkern,
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um den sich die DNA in ca. zwei grol3en linksgangigen Windungen legen kasrfiibfte

zum Nucleosom gehdrige Histon H1 dient als Briicke zwischen dezeleen
Nukleosomenkernen und kann durch eine lGbergeordnete Spiralisierung die Dpbckiang

noch weiter verstarken (Luger et al., 1997). Da die Bindung der DINdie Histone eine
Transkription verhindert, muss fir diesen Vorgang die DNA von den Histgpelést werden.
Daher ragen aus der Nukleosomenstruktur die N-Termini der Historeushedie an
verschiedenen Aminosaurepositionen modifiziert werden kbénnen und somit den
Verpackungsgrad und damit die Zugéanglichkeit der DNA reguliefen.den genannten
Modifikationen zéhlen AcetylierungMethylierung und Phosphorylierung (Tarig und
Paszkowski, 2004; Peterson und Laniel, 2004).

Eine gravitrop hochregulierte Expression von Histon H2B konnte bereitsdem
Wurzelspitzen vorirabidopsis-Pflanzen festgestellt werden, die in dem gleichen Zeitrahmen
von 60 min gravitrop stimuliert wurden (Kimbrough et al., 2004). Hier wam@m den
differentiell exprimierten Genen allein 15 % in die transkriptien@egulation involviert.
Dazu gehorten sowohl Aktivatoren als auch Repressoren der Transkriptien
Transkriptionfaktoren, RNA-Polymerasen und Histone. Wahrend die Histongie-Hdjston-
Variante H3.2 und H2B wie in dieser Arbeit (Abb. 3.3 a) eine gravitruguzierte
Hochregulation in ihrer Expression zeigten, waren neben den HistonendH32A auch die
meisten der Gene, die an der Chromatin-Organisation und Modifikationligiesnd,
herunterreguliert.

Obwohl eine Gravistimulation von Histon H3 in dieser Arbeit nicht nsnieht wurde, ist
aufgrund der Ubereinstimmung bei Histon H2B zu erwarten, dass diesgixprezon Histon
H3 wie in Kimbrough et al. (2004) ebenfalls durch Gravistimulation soperi wird.
Allerdings konnte das in dieser Arbeit identifizierte Histon H3hhikomplett sequenziert
werden. Daher kann es sich durchaus auch um die gravitrop hocareg\Variante Histon
H3.2 handeln, da die differierenden Aminosauren weiter in der 5 -Regidinden sind.
Histon-Varianten gibt es, aufRer fur das hoch-konservierte Histon (H4jeden Histon-
Subtyp. Diese besitzen nur eine leicht veranderte Proteinsequenz uden vstatt der
normalen Histonproteine in den Histon-Kern-Komplex eingebaut (Brown, 200B. Di
unterschiedliche Induzierbarkeit der einzelnen Histonsubtypen und Higtortea zeigt in
jedem Fall, dass die Histone sehr spezifisch in die RegulatioGel®expression und damit

auch in die gravitrope Signaltransduktion eingreifen und auch selben deetroffen sind,
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obwohl sie zum Beispiel in den Mikroarraystudien von Moseyko et al. (208Xonstitutiv

exprimierte, so genannte ,house keeping“ Gene, eingesetzt werden.

Nach Auxinstimulation konnte in dieser Arbeit eine Supprimierung vatoHiH3 sowohl
apikal als auch basal festgestellt werden (Abb. 3.4 a). ImrGatezu diesen Ergebnissen
stellte lwabuchi et al. (1994) eine durch Auxin induzierbare Exijores®n Histon H3 in sich
aktiv teilenden Zellen in der Wurzel aus Weizen fest. DiadeKtion ist mit der mitogenen
Wirkung von Auxin zu erklaren, wodurch Gene wie die Histone, die hadglitséievahrend
der G1/S-Phase des Zellzyklus exprimiert werden, moéglicheswaisch Auxin reguliert
werden. Histon H3 wird wéhrend der S-Phase im Zellzyklus sogar so sgeetribchreguliert,
dass es als Markergen fur die Initiation der Zellteilung fggaogen wird (Dirks und Raap,
1995).

Die in dieser Arbeit verwendeten Hypokotylprotoplasten befanden allerdings trotz
Auxinstimulation noch nicht in der Replikationsphase, da Protoplastenasistvollendeter
Zellwandregeneration, frihestens nach 24-48 Stunden in die Zellteilungspiese gus
den Untersuchungen von Kalra und Bhatla (1999) an Protoplasten von Hypegotgtgen
aus Helianthus annuus L. geht hervor, dass zwar eine IAA Konzentration voit MDeine
Zellteilung innerhalb von 24 h induzieren konnte, allerdings schon eiAeKignzentration
von 2*10° M fir eine Induktion zur Zellteilung ineffektiv blieb. Zudem konnte ab reine
Zellsuspensionsdichte von 2511l (Platte) keine Zellteilung mehr induziert werden. Daher
war in dieser Arbeit aufgrund der niedrigen IAA Konzentration voh M0als auch durch die
hohe Zelldichte von 2*1%ml keine Auxin-induzierte Zellteilung und damit auch keine
gesteigerte Histon H3-Expressionsrate zu erwarten.

Auch durch Kalte- und Trockenstress wird die Expression von H3 inmnsgaden Gewebe
wie der Sprossspitze herunterreguliert, wahrend sich gleichdeitiGehalt an Abscisinsaure
(ABA) erhoht (Horvath et al., 2002). Dabei agiert ABA als Antagonis Gibberellinsaure
und induziert einen Zellzyklusinhibitor, der die Zellteilung unterdrisckt damit gleichzeitig
die Expression von H3 hemmt. Mdglicherweise wird also die ExpressionH3 in den

Auxin-behandelten Protoplasten auch durch einen Inhibitor gehemmt.

Weiterhin konnte eine Herunterregulation in der Expression von Histonud@BHiston H3
auch in geerntetem Sparg&dparagus officinalis L. beobachten werden. Dies war entweder

auf eine beendete Zellteilung oder auf erntebedingte Anderungesslashén Zuckern zu
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zurtckzufihren (Davies et al., 1996). In Zellsuspensionskulturen konnte pliesgon von
Histon H2B und H3 dementsprechend nach Zugabe von Zucker erhoht werdeaudlie
aufgrund der reduzierten Expression der Fruktose-1,6-bisphosphat Aldotasgetevurde
(Kap. 4.2.2), andern sich nach Auxingabe die Glucoseverhdltnisse in der
Protoplastensuspension, so dass dies maoglicherweise auch hier sEirdlis die

Expressionsrate von Histon H3 hatte.

4.1.6 Histondeacetylase

Weiterhin konnte in dieser Arbeit die Herunterregulation eineroHd#acetylase (HDAC)
nach Auxinbehandlung der Protoplasten festgestellt werden (Abb. 3HDACs haben die
Aufgabe, Chromatin wieder in den kondensierten Zustand zuriickzubringepielsth slabei
eine wichtige Rolle in der transkriptionalen Repression (Kuo unds,AllR98). In den
Nukleosomen von straff spiralisiertem Chromatin, interagieren diatiypogeladenen
Lysinreste am N’-terminalen Ende der Kern-Histone mit der theggladenen DNA und
anderen chromosomalen Proteinen und behindern so die Erreichbarkeibmesols fur die
Transkriptionsmaschinerie.Dabei werden die Histondeacetylasen von spezifischen

Transkriptionsfaktoren an die jeweils zu regulierenden Gene gebracht.

Eine moglicherweise ebenfalls durch Auxin herunterregulierte dsSspn einer
Histondeacetylase ist in Devoto et al. (2002) beschrieben. Hier kamrdélanzen eine
Verbindung von HDAC mit einer E3 Ubiquitinligase hergestellt werddie die
Ubiquitinierung, und damit den proteolytischen Abbau von Zielproteinen stenedieser
Studie stellte die HDAC einen Repressor des Jasmonat-abhangigen Wuwzathatums dar
und war gleichzeitig Zielprotein einer E3 Ubiquitin Ligase. Da dasmonatweg selber
wiederum durch die Auxin-induzierbare PLA2 katalysiert wird, negul Auxin
maoglicherweise die Expression Jasmonat-abhangiger Gene durazikegUbiquitinierung
einer HDAC.

Auch Gao et al. (2004) konnten die Interaktion einer HDAC Awabidopsis mit einer
konservierten VHIID-Domane des Auxin-induzierbaren Transkriptions-AktrgaBnSCL1
beobachten. Weiterhin scheint auch die Histondeacetylase HDA@rahidopsis als
Repressor-Protein von Auxin-responsive Genen zu agieren (Murfétt 20@1). Hier konnte
eine Mutation in einer HDAC identifiziert werden, die in eineranelerten Expression der

Auxin-induzierbaren Transgene resultierte.
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Damit scheint die Histondeacetylase als Repressor in diénAuwuzierbare Aktivierung
bestimmter Transkripte involviert zu sein. Dies zeigt aul3erdens, siah wiederholende
Sequenzen wie die ,AuxRE repeats® innerhalb des Promotors von Auxinenoirzn

Genen geeignete Zielsequenzen fir eine Geninaktivierung durch Histetytkesen

darstellen (Matzke et al., 2000). Vergleicht man also die Histoetgasen mit den
Aux/IAA-Proteinen, die ebenfalls als Repressoren von Auxin-induzienb@enen fungieren,
induziert ein erh6hter Auxingehalt moglicherweise den Abbau von Histondisestyindem
Auxin an den Auxinrezeptor TIR1 bindet und so den SEE3 Ubiquitin-Ligase Komplex
stimuliert (Tiwari et al., 2001; Napier, 2005).

Die Regulation der Transkription erfolgt allerdings nicht nur tdem Abbau von HDACSs,
sondern auch Uber den gezielten Transport der HDACs in und aus dem kazrstelii sich
eine Verbindung zu dem in dieser Arbeit identifizierten gravitrop reaghierten Protein Ran
dar, dessen Hauptfunktion in der Kontrolle des Transports von Proteinen in uwhehat®rn
liegt (Kap. 4.2.8). Vermutlich werden alle HDACs, die in den Keangportiert werden
mussen, kovalent an das Ubiquitin-ahnliche Protein SUMO-1 gebunden, wagé@ns@& zu
einer Ubiquitinierung keine Proteindegradation zur Folge hat, sondern amderem eine
subzellulare Kompartimentalisierung vermittelt. Diese SUM®Iddifikation ist von einem
intakten NLS (nukleédres Lokalisations Signal) abhangig und wird did@shRan-bindende
Protein RanBP2 katalysiert, welches als SUMO E3 Ligase iiidégsit werden konnte
(Pichler et al., 2002). Auf der anderen Seite kann im Kern oliduBg eines 14-3-3-Proteins
an die phosphorylierten Serinresten einer HDAC eine bestehendaktitier mit einem
Transkriptionsfaktor wieder unterbrechen und infolge zum Export der HD&ECen
(McKinsey et al., 2000; Wang und Yang, 2001). Dabei wird der Export ankeen durch
eine Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase und somit in Abhangigkei der
Calciumkonzentration signalisiert (Xing et al., 2000; Kirsh et al., 2002).

Da die HDAC in dieser Arbeit nicht in gravistimulierter cDNAtersucht wurde, ist eine
direkte Aussage Uber den Expressionsverlauf wahrend der gravitropearfmitiait moéglich.
In ihrer Repressorfunktion wird sie aber vermutlich durch die InduktionAuxin wahrend
der gravitropen Krimmungsreaktion abgebaut. Wahrend die gravitrop hochteg@lid®ase
Ran in Interaktion mit RanBP2 offensichtlich am Transport von HDACkeh Kern beteiligt
ist, fihrt der gravitrope Anstieg der £&onzentration im Kern woméglich dazu, dass die
Histondeacetylase nach Phosphorylierung ihre Repressorfunktion verlicedus dem Kern

transportiert werden.
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Neben dem Histonmetabolismus und der Gentranskription regulieren Histetylasen
weitere wichtige biologische Prozesse wie die Deacetylgemam Mikrotubuli (Matsuyama
et al., 2002). Tubuline besitzen wie die Histone Schwanzdoméanen, die albfldesal
Polymers liegen und Gegenstand einer ganzen Reihe kovalenter Matiigkasind. Indem
o-Tubulin als Substrat von einer HDAC identifiziert werden konnte, wgedelgert, dass die
Histondeacetylase die dynamische Instabilitat der Mikrotubuli Idudie reversible
Acetylierung vona-Tubulin kontrolliert. Da das Cytoskelett sowie der dynamische Aund
Abbau der Mikrotubuli in die gravitrope Signalwahrnehmung bzw. -weitenig involviert
ist (Volkmann et al., 1999; Braun et al., 2002), spielt die Deacetglieder Mikrotubuli
vielleicht ebenfalls eine wichtige Rolle in der gravitropen Antwort.

4.1.7 Translations-Initiations-Faktor elF1

In dieser Arbeit konnte eine deutliche Hochregulation des Transldtidiaions-Faktors
elF1 nach Gravistimulation gezeigt werden (Abb. 3.11), wahrend diee&sipn durch die
Behandlung der Protoplasten mit Auxin basal leicht hochreguliert widhgeitig apikal
herunterreguliert wurde (Abb. 3.5 a, 3.8). Veranderungen der Transkript@nsrat
beispielsweise durch Histone oder Histondeacetylasen beeinflussd?raleinsyntheserate
erst mit einer gewissen Latenz. Unter bestimmten Umstanden uwier verédnderten
physiologischen Bedingungen oder Stressstimuli ist jedoch elmeelsgre Steigerung der
Proteinsynthese notwendig. An diesen Stellen greifen translatiBegl@lationsmechanismen
an, indem die Initiations-, Elongations- und Terminationsraten in den Rileoskomtrolliert
werden (Bailey-Serres, 1999). Dabei steht die Translationatioit am Anfang eines
biologischen Prozesses und erlaubt eine sofortige und schnelle Arduraft selektive
Veranderungen auf dem Proteinlevel (Holcik und Sonenberg, 2005). Auch naah ein
Gravistimulation wird die Translation der meisten Transkripte dniekt, wahrend
gleichzeitig spezifische Transkripte selektiv in die Polysorkeutert werden (Bailey-Serres,
1999).

Bei der Initiation der Translation spielen die Faktoren elF1 und elF1dagirScanning®, bei
dem der 48S-Initiationskomplex die MRNA abtastet, um das Inifdtt§d zu erreichen, eine
wichtige Rolle (Lawson et al1989). Beide Faktoren fordern synergistisch die Bindung der
48S-Komplexe am Initiator-AUG, wahrend der Translations-Initiatieaistor elF1 daftr
verantwortlich ist, Fehlpaarbindungen am Initiationscodon zu erkermeia Dissoziation
anormaler Ribosom-mRNA-Komplexe zu katalysieren (Yoon und Donahue, 1992t &lui

1998).
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Zwar ist in der Literatur keine direkte Induktion von elF1 durch Aux@schrieben, in
Reispflanzen konnte aber ein durch Auxin hochregulierter Transldtdrations-Faktor
elF3a isoliert werden (Li et al., 2003). Ebenso stimuliert AuxinRtiesphorylierung des S6
ribosomalen Proteins in der 40S ribosomalen Untereinheit in Mais-Rileosdragleitet von
der Rekrutierung spezifischer mRNAs wie dem S6 ribosomalen iPrated dem
Translations-Initiations-Faktor elF-iso4E in die Polysome (BelRana et al., 2002). Daher
legt die Induktion spezifischer Translations-Initiations-Faktorenhdéwxin nahe, dass die
Funktion von Auxin im Wachstum die Regulation des Translationslevelsimsthliel3t.
Maoglicherweise ist die Induzierbarkeit der einzelnen Initiaf@ki®oren durch Auxin aber
ebenso sehr spezifisch wie die selektive Stimulierbarkeit ideelaen Histonsubtypen in
Kimbrough et al. (2004), so dass die basale Expression von elF1liehte ldochregulation

und die apikale Expression eine Herunterregulation zeigte.

In Porteresia coarctata konnte eine Erhohung an elF1l-Transkripten durch diverse
Stressstimulationen beobachtet werden wie z.B. nach einer hohen Skdepp(150 mM
NaCl) sowie nach ABA- und Mannit-Behandlung (Latha et al., 2004)rbEiiewar die
Induktion wahrscheinlich auf ein Wasserdefizit infolge des Salzg&ckzufiuhren. elF1
wurde bereits vorher von Neale et al. (2000) als Trockenstress-irtmhreie Protein in
Soorobolus stapfianus beschrieben. Daher wurde postuliert, dass der Expressionslevel von
elF1 als ein Indikator fur Stress-Reaktions-Mechanismen heraggezaverden kénnte. Da
eine Gravistimulation im Sinne von Umorientierung wahrscheinlich auokssS fur die
Pflanzen bedeutet, ist die gravitrope Hochregulation mit diesen Ergebnissenleicieng

Nach Sheikh et al. (1999) wird der Translationsfaktor elF1 auch durdicyéschen Stress
sowie durch Stress des Endoplasmatischen Retikulums hochregulierkoHmde eine elF1
mRNA-Akkumulation festgestellt werden, die durch die EntleerundCd€rVorrate des ERs
ausgelost wurde. Aufgrund der kurzfristig auftretenden Calciumwette@ytosol wéahrend
der gravitropen Antwort, die auf die Aktivierung von mechanosensitivamalen sowie das
Ins(1,4,5)R-vermittelte Offnen von Cé&Kanalen auch im ER (Martinec et al., 2000)

zurtckzufiuhren sind, ist eine daraufhin gravitrop induzierte elF1-Expression zeerkla

Auch ROS (reactive oxygen species) konnen in hoheren Konzentrationen sowohl

genotoxischen Stress als auch ER-Stress auslosen, indem EiRePragegriffen und
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modifiziert werden. In diesem Zusammenhang konnte Rao (2000) die Aktigiedes
Translations-Initiations-Faktors elF4E zeigen, indem durch hohe Koa#engn an KO,
die C&"- und C&'/Calmodulin-abhéngige Phosphorylierung des Translations-Initiations-
Faktor elF4E induziert wurde und somit zur Verstarkung der Tr#mséaitierung fuhrte.
Daher ist zu vermuten, dass elF1 ebenfalls durch ROS induziert werden kann.

Wie bereits erwahnt (4.1.3), konnte Joo et al. (2001) wahrend der gravikapeort einen
Anstieg von intrazellularem ROS in der unteren Flanke der Wamdetermis in Mais
beobachten. Hier stellen Sauerstoffradikale eine nachgeschilbetiponente im Auxin-
vermittelten Signaltransduktionsweg dar und sind notwendig fur die Kuingsneaktion (Joo
et al., 2001). Die gravistimulierte Hochregulation von elF1 konnte saotch auf den
gravitrop stimulierten Anstieg von ROS zurlckzuflhren sein.

Allerdings handelt sich bei der Auxin-vermittelten Bildung von R@irscheinlich nicht um
Stress-ausldésende Konzentrationen, da Sauerstoffradikale nur ingaredionzentrationen
den Ablauf des Zellzyklus fordern (Reichheld et al., 1999) und beiggisis auch die
Differenzierung der sekundaren Zellwand initiieren kénnen (Potikhel. el999). Ebenso
ware die Auxin-abhangige Bildung von ROS widersprichlich zu der negaKorrelation

zwischen der gravitropen und der Auxin-induzierten Expression von elF1.

4.1.8 Ran

Schliellich konnte in dieser Arbeit die gravitrope Hochregulation venfésagestellt werden
(Abb. 3.6). Nach Auxinbehandlung wurde die Expression von Ran dagegen nuoramini
reguliert (Abb. 3.9). Hier zeigte sich basal eine leichtehragulierung, wahrend apikal eine
leichte Herunterregulierung zu erkennen war. Dies lasst vermidss, Auxin wahrend der
Gravistimulation keinen Effekt auf die Ran-Expression austibt.

Bei Ran handelt es sich um eine kleine GTPase, die durch Ran-birflertdme reguliert
wird. Dazu gehdren der Guanidin Nukleotid Austausch Faktor RCC1, ddzased
aktivierende Protein RanGAP, Nukleoporine und andere Ran-bindende Proteene, di
spezifisch fur RanGTP sind (Merkle et al., 1994). Zu den Funktionen a3 Hase gehort
neben der Kontrolle der mitotischen Spindelformation und des Aufbaus denifler die
Regulation des nukleo-cytoplasmatischen Transports (Merkle, 2001, 2af8;und Forbes,
2004).

Da es wahrend der gravitropen Kriimmungsreaktion der etiolierten Sonnenbiyakotyle
sehr wahrscheinlich keine Zellteilungsaktivitat gibt, wird imgeolden nur auf die Funktion
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des Transports von Proteinen eingegangen. Durch die Veranderung dedukubrel
Verteilung von Transkriptionsregulatoren Ubernimmt Ran eine wichfigaktion in der
Kontrolle der Genexpression. Dabei werden Substrate, die ein Erkessigmay (NLS-
nukleares Lokalisations-Signal) fur den Import in den Zellkern etragvon einem
cytoplasmatischen Rezeptorprotein der Importin 3 Familie erkarege Bindung wird durch
ein Adaptor-Protein, dem Importin alpha vermittelt, woraufhin der Inmpar8-Substrat-
Komplex zu den Kernporen wandert. Mit Hilfe der GTPase Ran, diddliecHydrolyse von
Guanosintriphosphat (GTP) die notwendige Energie bereitstellt (MaadeBlobel, 1993;
Melchior et al., 1993) und einem Protein namens NTF2 (nuclear trariaptor 2), das als
Katalysator fur die GTP-Hydrolyse wirkt, gelangt der Komplekligl3lich in den Kern
(Moore und Blobel, 1994; Paschal und Gerace, 1995). Wahrend die Bindung von RamGTP
Importin 3 im Kern die Abgabe des Import-Substrats erméglishty eine Bindung von

RanGTP an Exportin fur ein effizientes Beladen der Exportfracht benotigt.

In Merkle (2001, 2003) ist eine Beteiligung von Ran an mehreren Semsdirktionsketten,
die Phototropismus, Kalte- und Trockenstress- sowie Phytohormonh&egea mit

einschlieRen, beschrieben. Dabei gehért der Transport von Proteinenerannk Cytosol
und zurlick zu den wichtigsten Kontrollmechanismen fur die Regulation goalketten in

Pflanzen. Die gravitrope Hochregulation der Ran-Expression spricht dafig, dass Ran
sehr wahrscheinlich auch im Gravitropismus durch die Regulation divBan-bindenden
Proteine eine multifunktionelle Rolle im Transport von spezifischigmaBnolekilen und

Transkriptionsregulatoren tbernimmt.

Auch der durch Ran spezifisch geregelte Transport von einigen in didsat identifizierten
Genen ist bekannt. Dazu gehdren neben den Histondeacetylasen (4.1.6) &listodes die

wie alle Proteine an Ribosomen im Cytoplasma synthetisiertlemnerund danach zur
Erflllung ihrer Funktion in den Kern transportiert werden mussen. ObMistdne so klein
sind, dass sie auch durch Diffusion in den Kern gelangen kdnnten, besizsn BILS und
werden Uber den Rezeptor-vermittelten Weg in den Kern gebi2abei ist die Erkennung

der Histone durch die Importine von ihrer Acetylierung abhangig. Eastylierung der N-
terminalen Histon-Schwanz-Domé&ne inhibiert namlich wahrscheinlich deklearen
Transport der Core-Histone, indem das NLS maskiert wird, wodurch unnétige

Signaltransduktionswege vermieden werden kénnen (Baake et al., 2001).
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Moglicherweise gibt es einen engen Zusammenhang zwischen daritragpen
Hochregulation von Ran und dem Histon H2B, da die Bindung von RCC1 mit demneéh
H2A und H2B die katalytische Aktivitat von RCC1 stimuliert. Aus dmasGrund wurde
vermutet, dass durch die Kopplung von RCC1 mit H2A/H2B die PolariitRén-GTP
Gradienten aufgebaut wird, die den nukleo-cytoplasmatischen Transpbrtlie anderen

nuklearen Prozesse antreibt (Nemergut et al., 2001).

AulRerdem ist die Regulation des Ran-GDP/Ran-GTP-Zyklus in dieul&®®; der
Auxinsensitivitat involviert, indem Auxin-Suppressoren mit Hilfe diegortin-abhangigen
Mechanismus in den Kern hinein gebracht werden (Kim et al., 2001). iede die
Antisense-Expression des Ran-bindenden Proteins RanBP1 untersucht. RanBP1 ist ein
I6sliches Protein, welches RanGTP bindet und das Ran-GTPaserakiige Protein
RanGAP1, welches Ran-GTP im Cytoplasma auf einem niedrigeel Lhalt, stimuliert.
Dabei konnte gezeigt werden, dass durch Amisense-Expression von RanBP1l das
Verhaltnis von GTP zu GDP im Cytoplasma so stark anstieg, das3rdesport von
Substraten in den Kern eingeschrankt war und sich in einer Hyp#hg#it gegenluber
Auxin aulerte. Zu diesen Suppressoren, die die Auxin-induzierbaren Geclgetdn,
gehoren die Mitglieder der Aux/IAA-Genfamilie, denen sowohl esnppressive als auch
eine induktive Funktion in Bezug auf Auxin zugesprochen wird (Ulmasol, t9%99). lhre
Aktivitat wird nach Auxin-Stimulation durch Ubiquitinierung wieder geiioben (siehe
Einleitung). Die Beteiligung von Ran an der Repression Auxin-induzierlizeee konnte
eine Erklarung dafur sein, dass Ran in Gegenwart eines hohem-KLewels herunterreguliert

wird.

Daneben dbernimmt Ran moglicherweise auch eine Rolle in deoplagtmatischen
Transport entlang der Mikrotubuli. Neben vielen Viren (Campbell uaded2003) ist auch

von einigen Proteinen wie dem kleinen Parathormon-verwandten Proteif® RI&in et al.,

2002) und dem Tumor-Suppressor Protein p53 (Giannakakou et al., 2000) bekannt, dass sie
einen Mikrotubuli-organisierten Transport auf ihrem Weg in den Kern nutzen.

In Keryer et al. (2003) konnte Ran in diesem Zusammenhang in derer@mtnéne
polarisierter Stitzzellen des Innenohrs lokalisiert werden, irdigeMikrotubuli verankert

sind, ebenso wie an den Enden Taxol-stabilisierter Mikrotubuli. Dielistsaing von Ran in

den Stitzzellen des Innenohrs ist auch in der Hinsicht interestesd sich im Innenohr

Otolithen zur Wahrnehmung der Schwerkraft befinden, ahnlich den Btatoller Pflanzen.
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Hier sind die Maculazellen, die eigentlichen Schwerkraftsensone die Stitzzellen
eingebettet, auf denen die Otolithen aufliegen (Anken und Rahmann, 1998). riianaus
konnte in Tabakprotoplasten durch Immunfarbung des Ran-bindenden Proteinsnlionporti
einer cytoskelettartigen Struktur vom Kern bis zur Plasmamenhikahisiert werden (Smith
et al., 1997). Dabei wurde festgestellt, dass Impartiber das NLS mit den Mikrotubuli und
den Mikrofilamenten assoziiert ist (Smith and Raikhel, 1998). Aucbetieutende Rolle von
Ran in der Spindelformation, durch die Destabilisierung von Importin-Koraplexahrend
der Mitose, lasst vermuten, dass Ran ebenso in der Mikrotubuli-Org@amigahrend der
Interphase eine bedeutende Rolle spielt (Dasso, 2002). HierdurchRa@raneben dem
Transport von Signalmolekilen innerhalb des Cytoplasmas vielleicht ancleirer
Schwerkraftwahrnehmung bzw. -weiterleitung durch das Cytoskelettipetell

Die gravitrop induzierte GTPase Ran ist dariber hinaus auch UbBadasindende Protein
RanBPM mit Integrinen verbunden. RanBPM wurde an der Plasmamer@ischer Zellen
gefunden, wo es mit dem beta2 Integrin kolokalisiert und interaddemt( et al., 2004).
Dabei assoziierte RanBPM im phosphorylierten Zustand mit desmRlmembran, wobei die
Phosphorylierung von RanBPM durch Stress-Stimuli gesteigert werden ekoBirie
gesteigerte Interaktion mit Integrinen wahrend der Gravistimulatiodentier bedeuten, dass
Ran mdglicherweise in der Signaltransduktion von Zelle zu Zelle eine vedRote spielt.

4.2 Vergleichbarkeit von Protoplasten mit intakkgypokotylen

In den verschiedenen Experimenten wird die Genexpression in untdhetiam
Pflanzenmaterial miteinander verglichen. Aufgrund der teilweisgativ korrelierenden
Ergebnisse nach Auxin- und Gravistimulation (elF1 und Ran) stelitdie Frage, ob der
unterschiedliche physiologische Zustand von Protoplasten und intakten Hypokeiyén
direkten Vergleich der Genexpression zulasst. Dementsprechend konAtexotistimulation
durch den mit der Protoplastierung einhergehenden Stress maskieenveeid. Allerdings
konnten die Protoplasten nach der Verdauung der Zellwande Uber Naehereren,
wodurch die natirlichen physiologischen Verhaltnisse weitgehend whedgestellt werden
konnten. Aul3erdem wurde schon zahlreich beschrieben (Sheen, 2001), dasssRrntapfa
die gleiche Weise wie auch intakte Zellen auf Stressfakt@esgelost durch Oxidantien,
Hitze, osmotische Stresssignale oder Pathogene, reagieren koriSwgar die
Membranbeschaffenheit ist vergleichbar mit der von intakten Zefldrdadurch geeignet um

88



Membran-Transporter oder die Regulierung der lonenkanale durch Streds
Hormonstimulation zu untersuchen (Sheen, 20Radlem behalten die Protoplasten wahrend
der Isolation ihren differenzierten Status bei, den sie im imaR&wvebe besessen haben, und
zeigen weiterhin intakte physiologische Funktionen wie zum Beidptosynthese in
Mesophyllzellen (Edwards et al., 1970) oder die Blaulicht-Induzieriiadke H'-ATPase in
den Schlief3zellen (Assmann et al., 1985). Auch in Sonnenblumenprotoplasten koaeitte be
eine differentielle F-ATPase-Aktivitat nach Auxingabe festgestellt werden, was die
Funktionsfahigkeit der Protoplasten beweist (Muller und Schnabl, 2001).

DarlUber hinaus zeigt Pasternak et al. (2005), dass auch die molekuter@t in isolierten
Protoplasten auf ganze Pflanzen Ubertragbar ist, und somit direkamefFir das Verstandnis
vom Verhalten intakter Pflanzen ist. Dies war auf ahnlichekif nach Auxinbehandlung
und oxidativem Stress auf das Wachstum zurtckzufihren, die sowohl in gdtaeren
Pflanzenorganen als auch in Protoplasten zu erkennen waren. Anhand der positi
korrelierenden Ran- und elF1-Expressionsergebnisse, bei denen ein dWekggeich
zwischen gravistimulierten Hypokotylen und gravistimulierten Prosbgta moglich war,
konnte kein Effekt bedingt durch das unterschiedliche ExperimentegrDésstgestellt
werden. Es konnte sowohl nach pg-Stimulation der Protoplasten hmelklrehenden
Klinostaten als auch im TEXUS40-Flug sowie nach einfacher &rmanulation durch Kippen
der gesamten Pflanze ein Anstieg der Ran-mRNA gezeigt werSemit stellen die
Sonnenblumen-Hypokotylprotoplasten, deren Fahigkeit zur Schwerkraftwahrng toengits
durch die Inositoltrisphosphat-Messungen bewiesen worden ist (M20I@d, Schnabl, 2001;
2002), ein geeignetes Modellsystem fur die Analyse der Genexpression dar.

4.3 Vergleich zwischen apikaler und basaler Geresgion

In dieser Arbeit wurde zwischen apikalen und basalen Hypokotylabsehoibterschieden,
um eine ndhere Bestimmung des fur den Gravistimulus sensitiveiciBe zu erreichen.
Dabei zeigte der Vergleich in den Genexpressions-Analysen dmglichen Unterschied in
der Expressionsstarke bzw. der differentiellen Regulation der fazigsten cDNA-

Fragmente zwischen apikalen und basalen Hypokotylsegmenten bzw. Hypokotylstetopla

Bei dem Differential Display der gravistimulierten Hypokotyl@kanan in allen vier cDNA-
Fragmenten, bei denen zwischen apikaler und basaler Expression unterschieden wumde, nur
apikalen Bereich eine differentielle Regulation beobachten (Tab. 3.1). Bliragment D19-
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405 bp, die Calcium-abhéngige Proteinkinase, war sowohl apikal als authlifasentiell
hochreguliert (Tab. 3.1, Abb. 3.3 c). Nach der Verifizierung mit speb#is Primern zeigte
sich, dass auch Cytochrom c sowie elF1 und Ran apikal und bdsedmiiell reguliert sind.
Vergleicht man aber die relative Anderung der Expressionseate Gravistimulation in den
apikalen und basalen Hypokotylsegmenten, kann man bei elF1 und Cytochroapikalen
Bereich einen deutlich starkeren Anstieg des mRNA-Levels qélidnm 3.7, 3.8)Daher sieht
es so aus, als ob der apikale Bereich sensitiver auf die @Graueion reagiert. Dies ist
vermutlich auf die starkere Krimmungsrate im apikalen Geweeiéckzufiihren, da der
basale Hypokotylabschnitt aufgrund seines physiologischen Alters undiffigenzierteren
Gewebes reaktionsschwacher bzw. langsamer ist. In vielerhieztenen Pflanzenarten kann
ein steiler Gradient in der Zellstreckung von der basalen bisapikalen Region von
etiolierten Keimlingen festgestellt werden, wobei sich diec&ungszone direkt unter dem
Keimhaken befindet (Gendreau et al., 1997). Der hohere Expressiongamsten apikalen
Hypokotylabschnitten resultiert daher moglicherweise aus der éihatachstumsrate des
apikalen Bereichs im Vergleich zum basalen Gewebebereich. 8@mateine Involvierung
der gravitrop induzierten Gene in die Zellstreckung eine Erklaruirg die starkere
Expressionsrate im apikalen Bereich. Cytochrom c beispiedsweiird vermehrt dort
exprimiert, wo eine hohere mitochondriale Biogenese erforderlichwess mit der hohen
Aktivitat der Protonenpumpen wahrend der Zellstreckung korreliert (Bldbb; 3.7).Auch
bei der Xylosyltransferase, die direkt am Um- und Aufbau dewZet beteiligt ist, ware
eine hohere Expression im apikalen Bereich zu vermuten. Sie wurdeeser dirbeit
allerdings nur im Gesamthypokotyl untersucht.

Dementsprechend konnte bei Catala et al. (1997) eine mit der Washste korrelierende
Expressionsrate einer Xyloglucan-Endotransferase LeXET gezeggten, indem der
MRNA-Level in der basalen Region der etiolierten Tomatenhypakaphahm. Auf der
anderen Seite konnten sie bei einem weiteren XET-Gen LeXETgegenteiliges Verhalten
feststellen (Catala et al., 2001). Gleichzeitig wurde LeXET@atie durch Auxin reguliert,
wahrend die Expression von LeXET durch Auxin induzierbar war. Diesessohtedliche
Expressionsmuster war auf unterschiedliche Funktionen von LeXET und [2eX@T
Zellwandmetabolismus zurlckzufihren, wobei LeXET wahrscheinlich eolle Riahrend
der Zellexpansion spielt, undeXET2 in die Umstrukturierung von Nicht-Zellulose-
gebundenen Xyloglucan-Domanen involviert ist. Dies wirde den unterschi@dlmRNA-
Level in apikalen und basalen Hypokotylen in Abhangigkeit von der FunktiorGdee

erklaren.
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Bei Ran kann man nach Gravistimulation durch Kippen in den basaleneStmn einen
starkeren Anstieg (4-fach) des mMRNA-Gehaltes beobachtem @éniapikaletsegmenten (3-
fach) (Abb. 3.6), wahrend die Stimulation durch Mikrogravitation in deXU&-Rakete in
beiden Hypokotylabschnitten einen einheitlichen Expressionsanstigg Akerdings ist der
Expressionslevel von Ran in den unbehandelten Kontrollen in den apikalen Prolmn um
dreifaches hoher als in den basalen Proben, wahrend die Cytochromesdixprund die
elF1-Expression in den apikalen und den basalen Kontrollen auf deshegidliveau lagen.
Dies kann bedeuten, dass Ran wahrend der gravitropen Antwort vermutlich sowohl
apikalen also auch im basalen Hypokotylabschnitt gleichermal3en bemidtigtvodurch im
basalen Bereich ein starkerer Anstieg erforderlich ist.

Ein ahnliches Ergebnis Zeigten die Ins(1,435)Ralysen unter
Mikrogravitationsbedingungen im schnelldrehenden Klinostaten sowie imUBER-Flug
(Kriegs et al., 2006). Hier konnte in den apikalen Protoplasten imnSagezum basalen
Gewebe nur ein sehr geringer Anstieg bzw. kein Anstieg des Ins;&Bhalts festgestellt
werden, was auf eine hohere gravitrope Sensitivitdit des basalenbé&ewndeutete.
Aufgrund dieser positiven Korrelation wird Ran wahrend der gravitrégnaltransduktion
maoglicherweise durch den sekundaren Botenstoff Ins(1ixJBziert. Die gravistimulierte
Ins(1,4,5)R-Freisetzung wurde allerdings nicht in einem langeren Zeitrahate wahrend

des Raketenflugs gemessen.

Bei der Differential Display Analyse nach Auxinstimulation deypokotylprotoplasten
konnten basal ebenfalls weniger differentielle Peaks detektesden als apikal. Auch hier
waren alle 13 cDNA-Fragmente im apikalen Bereich differdnéeprimiert, und nur vier
davon auch im basalen Bereich differentiell reguliert (Tab. B&). dem Vergleich der
relativen Anderung in der Expressionsrate sieht man auch in defisspreri PCR-Produkten
von elF1 und Ran im apikalen Hypokotylabschnitt zwar eine geringe,l@bbt starkere
Expressionsanderung, die zudem in die entgegengesetzte Richtung \(&d#ufB.8, 3.9).
Daneben wird die Expression von Cytochrom c sogar ausschlief3licipikalesn Bereich
reguliert (Abb. 3.10). Auch Miller und Schnabl (2001) konnten mittels der Auxin-
induzierbaren Aktivierung dePM/H'-ATPase in den apikalen Hypokotylprotoplasten der
Sonnenblume eine weitaus hohere Auxin-Sensitivitat feststellen.uPakénnte man
schlie3en, dass im basalen Gewebe vermutlich weniger Auxin-Rezegxprimiert werden.

Dabei handelt es sich wahrscheinlich um mehr als zwei Auxipi@zs, die zum einen flr
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die Genexpressions-abhangige und zum anderen fur die Genexpressionsgigabhan
Signaltransduktion verantwortlich sind. Die bis jetzt am Besterrsugkten Auxinrezeptoren
sind das Auxin-bindende Protein ABP1 und das ,transport inhibitor resporseirPTIR1
(siehe Einleitung). Bei TIR1 handelt es sich um ein l6sliches und arekld’rotein, weshalb
Antworten auf Auxin, die an der Zelloberflaiche wahrgenommen werderz\B. bei nicht
permeablen Auxinanaloga, nicht durch TIR1 vermittelt werden kénnen (emis, 1990).
Diese Auxinantworten sind wahrscheinlich durch ABP1 reguliert, Hdaufig mit
lonenstromungen durch die Plasmamembran assoziiert sind. Die Aegirla®on Uber den
Proteolyseweg und der transkriptionalen Aktivierung mit Hilfe ddR1fRezeptors dauert
dagegen eine gewisse Zeit und ist zwangslaufig viel langsasezum Beispiel eine
Membranpolarisierung oder die Induktion von Calciumwellen (Napier, 2005). Daher Bmd se
schnelle Auxin-Antworten unter 5 Minuten wahrscheinlich nicht durch FtRjliert wie
zum Beispiel die schnelle Aktivierung von MAPKinasen (Mockaitis ungvéll, 2000) oder

die schnelle Expression von SAUR-Genen innerhalb von 2-5 min, die oicéinade novo-
Proteinsynthese angewiesen sind (McClure und Guilfoyle, 1989).

4.4 Korrelation zwischen auxin- und gravistimukgrGenexpression

Die Genexpressionsanalysen zeigten anhand der Induzierbarkeit déizideeth Gene nach
Auxin- und Gravistimulation sowohl negative Korrelationen wie bei Baah elF1 als auch
positive Korrelationen wie bei Cytochrom ¢ und der Xylosyltransferase (niahzest).

Bei Ran und elF1, deren Expression in auxin- und in gravistimulieB&A untersucht
wurde, konnte neben einer gravitropen Expressionssteigerung im apikaderbasalen
Hypokotylbereich, durch Auxin nur eine leichte Induktion in den basalen Prstepla
festgestellt werden, wahrend apikal sogar eine leichte Herumiéat®n zu sehen war. Da
die Auxin-abhangige Herunterregulation im vermutlich Auxin-senseiveapikalen Gewebe
zu beobachten war, kann man daraus schlie3en, dass Ran und elF1 neghatiuckim
reguliert werden und wahrscheinlich keine Rolle in der Auxin-indteneZellstreckung
spielen. Weiterhin ist die gravistimulierte Induktion von Ran und elfhrscheinlich
unabhangig von Auxin. Bei Ran ist die Herunterregulation vielleiohder indirekten
Funktion als Repressor von Auxin-induzierbaren Genen begrindet. Moglichering elF1
eine ahnliche Funktion aus, indem es regulatorisch in die Translatigreidi. Auch die
Histondeacetylase, die ebenfalls als Repressor Auxin-induzie®aree wirkt, wurde nur in
den apikalen Hypokotylprotoplasten herunterreguliert.
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Eventuell handelt es sich aber auch um zeitlich aufeinander folgbmde parallel
verlaufende Signalwege, indem Auxin in einem Regelmechanismggaléiropen Induktion
der genannten Gene entgegenwirkt. Es ist bekannt, dass Auxin sehiesRieagtionen auf
Transkriptionsebene ausldst. McClure und Guilfoyle (1989) konnten in den Hyfsokaigr
Sojabohne eine sehr schnelle Regulation der Transkription innerhalb-Ydirfuten nach
Auxingabe feststellen. Weiterhin wurde in der Wurzelspitze Aabidopsis eine schnelle
Expression, sowohl Hoch- als auch Herunterregulation, von Genen aualdierusid IAA-
Genfamilie nach Gravistimulation innerhalb von 2 min beschrieben (Kimbretugl., 2004).
Da der Versuchsaufbau eine Vergleichbarkeit in einem eindhatli zeitichen Rahmen
zwischen der Auxin- und der Gravistimulation herstellen sollte, wirdigeser Arbeit keine
frdhe  Auxin-Induktion untersucht. Nachdem aber auch eine sehr schnelle
Expressionssteigerung der Ran-mRNA und der elF1-mRNA innerhall2@dnSekunden
wahrend des TEXUS-Fluges und wahrend der Rotation im schnelldrehenisestaten
gezeigt werden konnte (Abb. 3.12 a, 3.13 a), ware eine Untersuchuriigiltem Auxin-
Induktion interessant.

Leider kann man in dieser Studie nicht zwischen der relativen Arglémwter Synthese von
gravitropen Transkripten und der Stabilitat von spezifischen Trangkriptéerscheiden.
Daher spielt vielleicht die Instabilitat der mRNA bei derrdeichbarkeit der beiden
Stimulationsexperimenten eine Rolle, da fur Transkripte von Auxin-inchazien Genen eine
geringe Stabilitat festgestellt wurde (Gutierrez et al., 200B).9AUR-Gene, zum Beispiel,
besitzen einDownstream-Element in der 3"-untranslatierten Region, welches sie flimneine
schnellen Abbau kennzeichnet (McClure et al., 1989; Newman et al., 1993 &tabile
Transkripte eine Halbwertzeit von einigen Stunden bis zu einigen Tagmtzen, ist die
Halbwertzeit von instabilen Transkripten kirzer als 60 Minuten (ldaegret al., 1991).
Dadurch, dass Gene mit instabilen Transkripten oft flr Proteine kodidie eine wichtige
regulative Rolle spielen wie die Transkriptionsfaktocemyc und c-fos in tierischen Zellen
(Greenberg und Belasco, 1993), wird durch eine schnelle Anderung des -irdsi& eine
kontrollierte Genexpression ermdéglicht. Da es sich bei Ran Ul eddenfalls um wichtige
Regulatoren handelt, ware es mdglich, dass eine Expressionssigigkeser Gene durch
Auxin aufgrund einer eventuellen kurzen Halbwertzeit nach 30 min ikalapi Gewebe
schon nicht mehr nachweisbar war.

Dagegen ist die gravitrope Cytochrom c-Induktion mit der Auxin-irelitemn Genexpression
positiv korreliert. Dabei ist die Auxin-abhangige HochregulationGjgochrom c-Expression

ebenfalls nur im vermutlich sensitiveren apikalen Hypokotylbereichsehen. Hier wird
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Cytochrom c erst innerhalb 60 min durch Auxin induziert, wobei eshdusc méglich ist,
dass das Maximum nach 60 min noch nicht erreicht ist. Dies konnte damgere
Stimulationszeiten naher beobachtet werden. Da Cytochrom c nagsti@ralation schon in
den ersten 30 min hochreguliert wird, gefolgt von einem starken gnséieh 60 min, wird
die gravitrope Expression mdglicherweise durch einen AuxineffektarktsDiese positive
Korrelation deutet an, dass Cytochrom ¢ wéhrend der gravitropen Andwme wichtige
Rolle fur die Zellstreckung spielt, was einen erhdhten Energiebeti#erspiegelt und auch
mit der erhohten PM/HATPase-Aktivitit in Auxin-stimulierten apikalen Protoplasten
korreliert (Miller und Schnabl, 2001).

Auch die Xylosyltransferase, die vermutlich eine Rolle im Zellwandpaodtamus spielt, zeigt
eine positive Korrelation in ihrer Expression, da sie ebenfallolodurch Auxin- (apikal)
als auch durch Gravistimulation hochreguliert wird. Von der Funktion had si
wahrscheinlich die meisten Gene, die gleichzeitig durch Auxin und gravitropenazsind,
direkt in die (differentielle) Wachstumskontrolle involviert. Bents et al. (2006) konnten
einige gravistimulierte Gene identifiziert werden, deren Exgimes mit dem lateralen
Auxingradienten korrelierte, was sich in einer Akkumulation der Genealar starker
wachsenden Flanke vor oder wahrend der Krimmung aul3erte. Gleichzetig diese Gene
in Abh&ngigkeit von dem Auxin-regulierten Transkriptionsfaktor ARFhadarch Auxin
induzierbar. Bei diesen Genen handelte es sich zum Beispiel ugliebler der Expansin-
Genfamilie, die in die Zellwand-Ausdehnung involviert sind. Dabei sirdaBsine durch
einen niedrigen pH-Wert induzierbar, was mit der Aktivierung deARPase durch Auxin
nach 10-20 min korreliert (Esmon et al., 2006).

Maglicherweise sind elF1 und Ran als Genexpressions-Regulatorksr &xpression dieser
Gene, die am Zellwandum- und -aufbau beteiligt sind, involviert, so elasssehr friihe
Auxin-induzierte Expression von Ran und elF1 wahrend der gravitropen Andwarthaus
denkbar wére.

Auf der anderen Seite konnte auch schon gezeigt werden, dass dieme,die Auxin-
abhangige Signaltransduktion involviert sind, von einer Gravistimulategativ beeinflusst
werden. Kimbrough et al. (2004) konnten z.B. beobachten, dass die Expreeson
wurzelspezifischen  Auxin-Efflux-Carriers EIR1  (PIN2) durch @samulation
herunterreguliert wird, obwohl EIR1 eine wichtige Rolle in deravdropen

Krimmungsantwort spielt. Zudem wurde festgestellt, dass die Qtetlweg von Auxin
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infolge einer Gravistimulation nicht notwendig fir die asymmetigs\Wachstumsantwort ist.
Dies konnte allerdings auf eventuell gewebespezifische Veranasruimg der Auxin-
Sensitivitat oder in der Umwandlung von gebundenem Hormon zu freiem Hormon
zurtckzufihren sein (Brock et al., 1991). Aber auch andere Experimentelitiezles
Ins(1,4,5)R-Signalweges demonstrieren, dass die asymmetrische VertedomgAuxin
wahrend der gravitropen Antwort nicht fur die Krimmungsreaktion dasisgimulierten
Pflanzenorgans verantwortlich zu sein scheint. In gravistimutidggfer-Koleoptilen konnte
beobachtet werden, dass bei niedrigen Temperaturen von 4 °C eine geWwaslibi4,5)R
Freisetzung stattfand, die bei anschlieRenden Raumtemperatgioegién eine gravitrope
Krimmung ausloste, andere Faktoren wie die Verteilung von Auxin afgrmehr erfolgten
(Perera et al., 2001). Diese Resultate lassen vermuten, dasshelei der gravitropen

Krimmung um einen Auxin-unabhéngigen Ins(1,4s5)rmittelten Signalweg handelt.

Der in Signaltransduktionswegen tierischer Zellen weit verleeisekundére Botenstoff
Ins(1,4,5)R konnte auch fur pflanzliche Zellen nachgewiesen werden, und wurde von Muller
(2000) sowie Perera et al. (1999, 2001) in der Schwerkraft-abhangigealt@nsduktion
untersucht. Dabei konnten sie in Abhangigkeit einer veranderten Schft@ikntierung
einen Ins(1,4,51Anstieg feststellen. Bei einem Vergleich der gravitropen m®RN
Expression von Ran, elF1, Histon H2B, CDPK, beta-6-XylosyltransfenageCytochrom ¢

mit der differentiellen Ins(1,4,5)Hreisetzung konnte somit eine positive Korrelation gezeigt
werden. Die Daten von Miuller (2000) zeigen ebenfalls, dass Ins(134ib)&er Auxin-
induzierten Signaltransduktion involviert und somit wahrscheinlich aucteaKoordination

der Zellstreckung beteiligt ist. In dieser Hinsicht zeigenUliersuchungen in dieser Arbeit
teilweise eine positive (Cytochrom c, Xylosyltransferase)y d@iberwiegend eine negative
(apikal — Ran und elF1, Histon H3, FBPA) Korrelation zwischen dexirAinduzierten
Ins(1,4,5)R-Freisetzung und der Auxin-induzierten mRNA-Expression. Auch in Sdderof
al. (2004) gibt es Beispiele fiur eine negative Korrelation aukekutdrer Ebene zwischen
Ins(1,4,5)B- und Auxin-Induktion. In Gravistimulationsexperimenten konnte beobachtet
werden, dass transgeAeabidopsis-Pflanzen mit einem reduzierten Level an Ins(1,4, 5)ds
gleiche Expressionsmuster Auxin-induzierbarer Gene (z.B. SAMRs) wie die Wildtypen
zeigten, was fir eine Ins(1,4,3)nabhangige Auxin-regulierte Transkription sprechen
wurde. Daneben konnten in den Wildtypen innerhalb einer Minute Gravita@zsfische
Reaktionen auf Transkriptionsebene festgestellt werden, zu denenngleldine Gene

zahlten, die in Hormon-vermittelte Antworten involviert sind.den transgenen Pflanzen
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wurden die meisten der frihen gravitrop induzierbaren Gene nach t@nalasion allerdings
nicht induziert. Daher scheint die friihe gravitrope Genexpression gighém Ins(1,4,5)F
gewesen zu sein. Mdglicherweise handelt es sich also bei RatFdnal®sehr friih gravitrop
induzierbare Gene (Klinostat, Rakete), um eine Auxin-unabhéngige 4rHR-vermittelte

Transkription.

4.5 Graviperzeption

Im ,gravitational pressure” Modell (Staves, 1997) agiert der ges&motoplast als Statolith.
Hier wird die Gravitation durch Wechselwirkungen zwischen desrRdanembran und der
Zellwand wahrgenommen, so dass Dehnungs- und Zugkréfte, die alsnisebbaBelastung
auf die Plasmamembran wirke&retch-aktivierbare lonenkanale offnen (Kanzaki, 1999).
Allerdings zeigen die Genexpressionsanalysen mit den Protoplastiaser Arbeit, dass
auch isolierte Protoplasten ohne Verbindung zur ExtrazellularenxMatrf Schwerkraft
reagieren. Sowohl im Klinostaten als auch in der TEXUS40-Raketeekeimd Induktion der
Genexpression in Protoplasten gezeigt werden. Auch die Ins(L#\BaR/tik von Miller
(2000) konnte bereits belegen, dass der Protoplast als kleinste funkEaortedé in der Lage
ist autonom auf eine verédnderte Orientierung zum Schwerkraftveltoeagieren. Daher
entstehen durch die Gravistimulation vermutlich eher Kréafte inferdhed Protoplasten, die
auf Sretch-aktivierbare lonenkanéle in der Zellmembran bzw. in Membranen divers
Zellorganellen wirken koénnen. Sogar isolierte Zellkerne wurden atshamische und
thermische Sensoren erkannt, indem sie auch unabhangig von ihrer gemmtioselischen
Umgebung auf Calcium-Signale reagieren konnten (Xiong et al., 200d)b&ahinaus gibt
es auch in der Kernhiillenmembran mechanosensitivé-iGmale, die fir eine Ca
Freisetzung verantwortlich sein konnen (ltano et al.,, 2003). Das bedelsigs die
Aktivierung der Genexpression uber die Phosphorylierung von Transkripticorsfakt
moglicherweise auch durch mechanosensitive-€anale in der Kernhiille kontrolliert wird.
Auch Ins(1,4,5)RRezeptoren konnten neben dem Endoplasmatischen Retikulum (Martinec
et al., 2000) und dem Tonoplasten (Alexandre et al., 1990; Allen et al., 10€8jischen
Zellen an der Kernhille lokalisiert werden (Bare et al., 2005)gliebl kann die
Transkriptionsmaschinerie im Kern sowohl durch die Ins(1,4:8Fmittelte Ca'-
Freisetzung als auch durch die Regulation von Dehnungs-aktivierbarehkadoééen reguliert

werden.
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Maglicherweise sind auch Integrine in die gravitrope Signalperzephwolviert. Im
Allgemeinen l6sen die Transmembranproteine nach einem initiathrdsfonskontakt mit
einem extrazellularen Liganden eine Serie von Ereignissennaesnisie Signale in die Zelle
weitergeben und im Zellinneren weitere komplexe Vorgange vehesa®abei interagieren
Integrine Uber Aktin-bindende Proteine mit dem Cytoskelett und stelenit seine
Verbindung zwischen der extrazellularen Matrix mit dem Cyteskeaber auch direkt mit
Signaltransduktionsmolekiilen wie Proteinkinasen oder der Phospholipase C dar.

Zum anderen kontrollieren Integrine aber auch den nukleo-cytoplasheatis@rkehr (Aplin
und Juliano, 2001), indem z.B. Transkriptionsregulatoren direkt an eine kongeBeeudenz
in der cytoplasmatischen Schwanzdoméane von Integfdnden und somit aus dem Kern
ausgeschlossen werden (Cyert, 2001). Auch die bei Denti et al. (200ehriblesne
Interaktion des Ran-bindenden Proteins RanBPM mit Integrinen zeggerge Verknipfung
der Signalweiterleitung durch Integrine mit dem Transport von Proteinen.

Aber nicht nur die Interaktion mit Ran ist moglicherweise ein kigvdarauf, dass Integrine
auch wahrend der gravitropen Antwort eine wichtige Rolle in deraBrgnsduktion spielen.
Es ist auch bekannt, dass Integrine die Translations-Initiation in niidieit von einer
Bindung an das extrazellulare Adhasionsprotein Fibronektin induzi€emirgi et al., 2005)
Auch durch die Phosphorylierung und damit Inaktivierung eines RepressoedRrdiz mit
Hilfe des Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signalweges, sind timeg in den
Translationsmechanismus integriert (Chung et al., 2002). Ebenso vethantzintegrin-
Signalwirkungden Ausstrom von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien in Abh&ngigkeit von
der Aktivitat des PI-3-Kinase/Akt-Signalweges (Aoudjit und Vu€ipl1). Dartber hinaus ist
auch eine Integrin-vermittelte Regulierung der Chromatinstrukturhderoe gesteigerte
Histon H3 Acetylierung bekannt (Rose et al., 2005).

Daneben konnte bereits eine Aktivierung der gravitrop induzierbaren Phdgphasitol-5-
Kinase durch Integrine nachgewiesen werden, welches tber emakagkade einen Anstieg
des gravitrop regulierten Ins(1,4,3)Pbewirken kann. Dabei phosphoryliert die
Phosphatidylinositol-5-Kinase einen Inositolrest des Membranlipids Phabgimsitol,
was zur Synthese von PI(4,5)fhrt. Ins(1,4,5)R wiederum entsteht, indem BIBurch die
Phospholipase C hydrolysiert wird. Aufgrund dieser positiven Kormoelakonnte die
gravitrope Induktion moglicherweise auf eine Integrin-vermitteBegnaltransduktion
zurtckzufiuhren sein.

Zudem sind Integrine wie schon in der Einleitung erwéhnt (1.2) durch_dkalisierung in

den Amyloplasten sowie im Endomembran-System vielleicht auch inbedtbalZelle in die
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Signalweiterleitung involviert und somit eventuell schon an der Sthafevahrnehmung
beteiligt (Reuzeau et al., 1997; Lynch et al., 1998).

4.6 Einordnung der identifizierten Gene in dievgrape Signaltransduktion

Die meisten Signaltransduktionswege verursachen eine spbeifigeranderung in der
Genexpression. Dafir muss ein extrazellulares Signal durchPligmamembran und
anschlieBend durch die Kernhtlle weitergegeben werden, um dad $ogm Cytoplasma in
den Kern weiterzuleiten. Dabei haben viele Signalantworten einedreklLokalisierung von
Transkriptionsfaktoren oder alternativ. von Kinasen zur Folge, die imrn Ke
Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und aktivieren. Daher kdnnen die Sar diebeit
identifizierten Gene in der gravitropen Signaltransduktion héheremzefta zu einer
schlissigen Hypothese zusammengefligt werden, wobei dem GTP-bindeotlEin Ran

eine besondere regulative Rolle zukommt (siehe Abb. 4.1).

Aufgrund der Fahigkeit der Protoplasten, auf einen veranderten Schitreikrzu reagieren,
kann man davon ausgehen, dass im Zellinneren ein gravitropes Signaichveatirch durch
die Sedimentation von Statolithen, erzeugt wird. Dabei wird das Seghakder direkt durch
eine Membran wahrgenommen oder Uber das Cytoskelett an eine Mewditargegeben.
Durch das Offnen von mechanosensitiven Kanalen wird Calcium aus divetrsenellularen
Speichern freigesetzt. Gleichzeitig steigt der Ins(1,4;&¢halt an (Muller, 2000; Perera et
al., 1999). Ins(1,4,5)}bindet an einen spezifischen Rezeptor, der sich entweder am ER oder
an der Vakuole befinden kann, oder mdglicherweise auch an der Kermviélles in
tierischen Zellen schon beschrieben wurde (Bare et al., 2005) undedkidhenfalls
Calciumkanale. Der resultierende Calcium-Ausstrom in das Cybeswirkt die Aktivierung
der gravitrop hochregulierten Calcium-abhangigen Proteinkinase (4.1.4& Bhesphoryliert
wahrscheinlich abhangig von Auxin die PM-ATPase, was durch die Ansduerung des
Apoplasten zu einer gesteigerten Dehnbarkeit der Zellwand flbft.dér anderen Seite
phosphoryliert eine CDPK mdglicherweise unabhéngig von Auxin die Wa&€&, wodurch es
durch eine erhdhte Anionenaufnahme in die Vakuolen zu einer Turgorstgdenmmt (Pei

et al., 1996). Durch die CDPK-abhangige Aktivitatssteigerung @dwubdlen-standigen H
ATPase wird vermutlich auch die Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase hocaredgdll.2).
Bei der daraufhireingeleiteten Zellstreckung ist die sowohl gravitrop als aucbhdAuxin
hochregulierte Xylosyltransferase in den Auf- und Umbau der Zaliwinvolviert (4.1.4).
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Der ansteigende Zellstoffwechsel wiederum benétigt eine erhdiittechondriale ATP-
Produktion, was sich in einer hochregulierten Expression von Cytochramderspiegelt
(4.1.3). Weiterhin reguliert die Calcium-Ausschittung die Aktivierwamn Calcium-
abhangigen Proteinkinasen flir die Phosphorylierung von Transkriptionsfakidiee als
Substrate von CDPKs bereits festgestellt werden konnten (RolnedtsHarmon, 1992;
Harmon et al.,, 2000). Moglicherweise geschieht die Phosphorylierunggdestrop
induzierten Translations-Initiations-Faktors elF1 ebenfalls Gber @DEK, welcher somit
durch eine selektive Translation regulativ in die Genexpressimgregfen kann (4.1.7).
Wahrend der Signaltransduktion wird der nukleo-cytoplasmatische Trandpart die
GTPase Ran kontrolliert, wodurch die gravitrop regulierten Proteime@rt ihrer Funktion
gelangen (4.1.8). Auf diesem Weg werden beispielsweise die Hi¢doh&) in den Kern
importiert und die Translations-Initiations-Faktoren aus dem Kern gggobDabei stellt das
Cytoskelett in Verbindung mit dem Ran-bindenden Protein Impartwmahrscheinlich ein
aktives Element fur den Transport von Proteinen zwischen dem Kern und de
Plasmamembran dar. An dem dynamischen Verhalten des Cwtskeiederum sind auch
Histondeacetylasen durch die Destabilisierung der Mikrotubuli (4.0%)esCDPKs durch
die Aktivierung von Aktin-depolymerisierenden Faktoren beteiligt (4.1.1). Diegeskelett-
vermittelte Transport reguliert auch die Umverteilung von Protewie zum Beispiel den
Auxin-Influx- und Efflux-Carriern, wodurch die laterale Verteilumgn Auxin ermoglicht
wird (Muday et al., 2000; Geldner et al., 2001). Eventuell werden durcldaiaaf folgende
Auxininduktion im Kern Histondeacetylasen abgebaut, bzw. aus dem Kawspartiert,
wodurch die Transkription Auxin-induzierbarer Gene initiiert wird (Btevet al., 2002; Gao
et al., 2004).

Bei der Signalweiterleitung von Zelle zu Zelle spielen velictuintegrine eine Rolle, indem
sie in Assoziation mit RanBPM die Signaltransduktion von der Piasmdran tber das
Cytoskelett bis hin zum Kern initiieren. Vielleicht sind sibea auch schon in die
Signalperzeption innerhalb der Zelle involviert (Lynch et al., 1998; Reuzeau E%).
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Abb. 4.1 Modell der gravitropen Signaltransduktion. Die Beteiligung der Calcium-abh&ngigen Proteinkaa
(CDPK), des Cytochroms c, der Xylosyltransferags @iranslations-Initiations-Faktors elF1, des Hist6i2B
und des G-Proteins Ran an der gravitropen Sigmaltiaktion konnte in den Genexpressionsstudien
nachgewiesen werden. Die Histondeacetylase (HDAI@y Histon H3 und die Fruktose-1,6-bisphosphat
Aldolase (FBPA) wurden aufgrund des Expressionauérinach Auxinstimulation in den Signalweg
eingeordnet. PLC — Phospholipase C, nsPnositol-1,4,5-trisphosphat, NLS — nukleédres &l@ations-Signal,
NES — nukleares Export-Signal, ADF- Aktin-depolymrender Faktor.

Die in dieser Arbeit gezeigte Auxin-unabhéngige Expressiomm@etitrop stimulierten Gene
Ran und elF1 weist auf einen alternativen Signaltransduktionsimegwelcher nicht auf
Auxin als primaren Botenstoff beruht. Zudem ist die sehr schnelbeeBsion dieser Gene
innerhalb von 200 s vergleichbar mit den frih induzierbaren Ins(1z4abjRingigen
Transkripten bei Sederoff et al. (2004). Gleichzeitig konnte albeh eine Ins(1,4,5)P
unabhangige Expression von Auxin-induzierbaren Genen beobachtet werddmoigim et

al., 2005). Daher muss man von mindestens zwei parallel verlaufenden
Signaltransduktionswegen ausgehen. Dabei handelt es sich zum einemeutdoemnon-
unabhangige, eventuell Ins(1,4,5)Rrmittelte Genexpression, und zum anderen um eine
Auxin-abhangige Genexpression, die wahrscheinlich sowohl durch sehilesdteaktionen

als auch durch spater folgende Signalkaskaden, aufgrund neu syartieetieder auch

umverteilter Proteine, ausgel6st wird.
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5 Zusammenfassung

Thema der vorliegenden Arbeit war die nahere Charakterisierung gderitropen
Signaltransduktion in Helianthus annuus anhand von Genexpressionsanalysen in
gravistimulierten und Auxin-stimulierten Sonnenblumenhypokotylen bzw.
Hypokotylprotoplasten. Dieser parallele Versuchsansatz sollte Zdssammenhang von
gravitrop induzierbaren Genen und Auxin genauer analysieren, um nebezinggm
genutzten  Signalwegen  eventuell parallel verlaufende = Hormon-unabhangige

Signaltransduktionswege zu identifizieren.

Fur die Genexpressionsanalysen wurden zum einen Sonnenblumenhypokotyle ekipfi° g
und zum anderen Sonnenblumen-Hypokotylprotoplasten mit Auxin induziert. It dHr
Methode der Differential Display RT-PCR in Kombination mit deensitiven
Auftrennungsmoglichkeit auf der Kapillarelektrophorese konnten adetetitiell regulierte
Gene mit einer Homologie zu einer bekannten Sequenz isoliert wetdediesen Genen
gehoren die beiden Histone H2B und H3, eine Histondeacetylase untradeslations-
Initiations-Faktor elF1, welche regulativ in die Transkriptions- unan$lationsmaschinerie
eingreifen, eine Calcium-abhangige Proteinkinase, die durch Akthgeund Inaktivierung
von Enzymen an Signaltransduktionen beteiligt ist, Cytochrom ¢ und eineo$etki6-
bisphosphat Aldolase, die den Energiestoffwechsel der Zelle repessargowie eine beta-6-
Xylosyltransferase, die wahrscheinlich im Zellwandmetabolisimuslviert ist. Wéahrend die
Calcium-abhangige Proteinkinase, das Histon H2B und das Cytoclerogravitrop
hochreguliert wurden, wurden das Histon H3, die HistondeacetylaseTrdaslations-
Initiations-Faktor und die Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase nach Auxinapmiikat
herunterreguliert. Die Expression der Xylosyltransferase konntavold durch

Gravistimulation als auch durch Auxinstimulation induziert werden.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit die in Theisen (2005) identifigiggravitrop induzierte
GTPase Ran, die hauptsachlich den Transport von Proteinen in und ausetieennZ

reguliert, ndher charakterisiert.

Von den identifizierten Genen konnten Ran, Cytochrom c und der TwansHnitiations-

Faktor vollstandig sequenziert werden. Bei diesen drei Genen wueddaliffierentielle

Expression mit genspezifischen Primern verifiziert. DiesafiZmrung zeigte, dass man bei
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einer mindestens zweifachen differentiellen ExpressionsraRifferential Display von einer

tatsachlichen differentiellen Regulation ausgehen kann.

Durch einen Vergleich der Expression der gravitrop induzierten GeAaxin-stimuliertem
Gewebe sowie der Auxin-induzierten Gene in gravistimuhert@ewebe konnten Ran,
Cytochrom c, elF1 und die Xylosyltransferase in Abhangigkeit varirAin die gravitrope
Signaltransduktion eingeordnet werden. Dabei zeigte sich, dass RatFdna@ahrscheinlich
unabhangig von der gravitropen Querverteilung von Auxin induziert werden.

Dagegen scheinen das sowohl gravitrop als auch durch Auxin indugi€igenchrom ¢ und
die Xylosyltransferase wahrend der gravitropen Signaltransduktiam dAuxin reguliert zu

werden und sind wahrscheinlich in die gravitrope Krimmungsreaktion involviert.

Zudem konnten die Genexpressionsanalysen durch Gravistimulationsversuatie unt
simulierter und realer Mikrogravitation erganzt werden. Hierb&igte sich, dass auch
isolierte Protoplasten Veranderungen in Bezug auf den Schwerkraftvektonehmen und

mit einer Regulation auf Transkriptionsebene reagieren. Dadurch komatesehr friihe
Hochregulation der GTPase Ran und des Translations-Initiations-Faktmhgewiesen
werden.

Durch die positiv korrelierenden Ergebnisse der gravitropen Reaktionavisgmulierten
Hypokotylen und gravistimulierten Hypokotylprotoplasten konnte weiterhin die

Vergleichbarkeit der beiden pflanzlichen Versuchssysteme gezeidgnver
Anhand der Ergebnisse wurde schliel3lich eine Hypothese zur Bateilder identifizierten

Gene wahrend der gravitropen Signaltransduktion sowie zur Rolle van #wuder gravitrop

regulierten Genexpression formuliert.
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Aktin depolymerisierender Faktor
Proteinkinase 3

Auxin-responsive Element

Auxin Response Factor

Bovine Serum Albumin

copy DNA

Kapillarelektrophorese
Calcium-abhangige Proteinkinase
Desoxyribonucleic Acid
eukaryotischer Initiations-Faktor
Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase
forward

Frischmasse

Gibberellic Acid
Glutathion-S-Transferase
Histondeacetylase
Hypergravitation
Indol-3-Essigsaure

D myolnositol-1,4,5-trisphosphat
Mikrogravitation

2-(N-Morpholino-) Ethansulforsaure
messenger RNA

nukleares Export Signal

nukleares Lokalisations Signal
Nuclear Pore Complex

Polymerase Chain Reaction

Phosphatidylinositol PI-3K-Akt-Signalweges

Phosphatidyl-4,5-phosphat

PlasmamembrarifATPase
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RNA
ROS

RT
RT-PCR
R (Rev)
SAUR
TE

TIR1

U

uv
V-ATPase

Ribonucleic Acid

Reactive Oxygen Species
Raumtemperatur

Reverse Transkription Polymerase Chain Reaction
reverse

Small Auxin Up-regulated RNAs
Tris-EDTA

Transport Inhibitor Responsel
Unit

ultraviolett

vakuolare ATPase
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Anhang

Histon H3

>B02-270 bp
CCCGTAAGATCCGTAAGTACCAGAAGAGTACCAAGCTGCTAATCCGCAAATIGCC
GTTCCAGAGGCTTGTTCGTGAAATTGCTCAGGACTTCAAGACTGATCTGAGTTC
CAGAGCCATGCTGTGCTAGCTCTTCAGGAGGCAGCTGAGGCATATCTCGTEGTC
TCTTTGAGGACACCAACCTGTGTGCCATTCATGCCAAGAGGGTCACAATCAGCC
CAAGGACATCCAGCTCGCGAGGCGTATCCGTGGAGAGCGTGCTTAGGTTATTG
AGTGCTTATCACAGATGAAGGTTTGTGTTGCCTTTGTCTGTTCGTTTATTRETTAT
GCTAGATTCTGTTTGTAATGTTTGGGAGTAAACTTGAACCAGAACCCTTCRATTGT
AGGATGTAAATTCTATACAACTGATAAGTTGTAAGATTTGGTAATATGTGG ATAT
TAATGTGATAATGTGGTGTTTCTCTAAAAAAAAAAAAAAAAA

>B02-270 bp
RKIRKYQKSTKLLIRKLPFQRLVREIAQDFKTDLRFQSHAVLALQEAAEAY LVGLFED
TNLCAIHAKRVTIMPKDIQLARRIRGERA

Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase

>B02-339 bp
TGATCCGTGGAAAGTATCAAGGTGGTTCTGGTTTGAGTGAAGGTGCATCTBAAG
CCTCCATGTTAAGGACTACAAGTACTAAACGTTGCTGCGTAAGTCTTCAGRACTA
TGTTTTTTTTTGAGACATTTTTGTCTGAATGAGGTTGGTTGGATTTTGATTTITCTGG
ACCTATTTCTATGTTTGTTTTTTGTTTTAGACCTGTGGTTTAAATCCGAGRAGGAG
ATTTTTATAATAAGCATGAGTAACATTTCTGCTTGGTTTGATTGATATATACTTCT
GTTTGCTGCTAAAAAAAAAAAAAAA

>B02-339 bp
IRGKYQGGSGLSEGASESLHVKDYKY

Unbekannt

>B03-287 bp

CATCCCCCTGGAAGAAGAACAACACGACATTATTCATATTCATATCTTTCTGCAA

TAATATTATCCTGCAAATAAATGCATCACTGTAGAATCTTCAATCCTGACACCAC
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AAGTACACGCATTGTATCCTCCTGATTAAATCCCATCAATTTCTTCACAAACCCTA
AACCCCCAAATCGCAAAAAGATTCTGCTGTTGATTATCAAGGGGACTGTTQAATT
GTTTGAGAATCTGCAAAAAAAAAAAAAAA

Translations-Initiations-Faktor elF1

>B04-505 bp
ATACTAATATTCTTCGGTCAATCTTCAATCTTGCCGTTGAGAGGAGACAGAGATTT
TCGTAAAATTATCTTAGTCCAGACGAAGTTCATGGTTGATATAGAAGTTCAGATC
CCATCTGCTTTCGATCCATTTGCTGACGTTGAACAAGATTCGGGCGGTGGEACTG
GAGTGAAAGAGTATGTTCATATCCGCATACAACAAAGAAATGGTAGGAAAA GCT
TGACAACAGTTCAGGGTCTGAAAAAGGAGCTCAGCTACGATAAAATTCTCAAAG
ATCTCAAGAAAGAATTCTGCTGTAATGGCACTGTTGTGCAGGATAAAGAGCITGG
TAAAGTGATCCAGCTTCAAGGCGATCAACGCAAGAACGTCTCTGCGTTCTGAGC
CGTGCAGGTATTGTGAAGAAAGATCAGATCAAAATTCATGGTTTTTGAAGACAAA
GTTTGTTGATTGAAAGTTTAGTTGTTTTACTTACTATTGATGCCTACTATAAATTCT
TGAATTCTGTTCTTGTTTTATGCTGTTTTTAAGTGATTGATATCATGAGTACCCGG
ATGATGTTCATCAGTTTGTTTGGTCATAATGAAATAAAAGTTCTCAGTGTTTTCAA
AAAAAAAAAAAAA

B04-505 bp
MVDIEVQIPSAFDPFADVEQDSGGGAGVKEYVHIRIQQRNGRKSLTTVQGKKELSY
DKILKDLKKEFCCNGTVVQDKELGKVIQLQGDQRKNVSAFLSRAGIVKKDQ IKIHGF

Unbekannt

>B09-348 bp
TGGGGGACTCCGGTGGAGCTACTGCTGCTTATGATGATGATAATAGTAATEACA
TATGGGGTTTAGACAGACAGGGTCTTTTAATTTGACTGGTAAGAAGATGAATTAT
AAAATGTTTTGAAAATGTCATCAGGAAAATAAAAATCTTAGGGTTCATGTT TGGT
AGTTGACTTCTTATGGACTACTTTAGTTTACTGGATTCGTATAGTTGGAGGTAGA
TTAACAGATGTAAATTTCCTTGTATTGATGATCATATATGTGTTTTTACTT TGAAT
ACAAGTGTTTTATTACCAAAAAAAAAAAAAAA
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Unbekannt

>B10-365 bp
CTGCTGGGACCGCATTTGTTTTGTGCTTCCTGGTCAACTATTACATTGATCTACT
GCTTTCCATCACAACAAAAGGAGAAACCTTACTCTTAGTCTTAGCTTTAGATTTAG
ATCTTGTCGAGGCTTTAGAATTGGATTTTCCATTGAGGGCGACGCTAGCCIGAC
AGCGAGTGCGGCCATTTCGGAAGCGCTAAGAGGGTTGCGAAGTTTAGAAAGGG
TAAAACAAAATAAATCTGACCGGCATCAAGCTCGTCTTGGGCATCAAGAGCCGT
AATATGCTCGTCATAAGACAGGTTGTCTGAGTTGTAAAAAAAAAAAAAAAA A

Ran

>B10-666 bp
ATGGACTGAAGGAGTAGAAAACTCAAACCACAATCACAGCAGCAGCAGCAGCTT
TCTATATATACAGCATGGCTCTGCCGAATCAGCAAACTGTTGATTACCCGASTTTC
AAGCTTGTAATTGTCGGTGATGGTGGAACTGGAAAAACTACTTTTGTGAAGAGAC
ACTTGACCGGAGAATTTGAGAAGAAATATGAACCAACCATTGGTGTTGAGGITCA
TCCCTTGGATTTCTTCACCAATTGTGGAAAGATTCGGTTTTACTGCTGGGEACAG
CTGGACAGGAGAAATTTGGTGGTCTTCGTGATGGATATTATATTCACGGTBATG
TGCCATTATCATGTTTGATGTAACCGCAAGATTGACTTACAAGAATGTTCGCACAT
GGCATCGTGATCTTTGCCGTGTGTGTGAAAACATCCCAATCGTGCTTTGOGTAA
CAAGGTTGATGTAAAGAACCGTCAAGTGAAGGCAAAACAGGTTACTTTCCATAG
AAAGAAGAACCTGCAGTATTATGAGATCTCAGCCAAGAGCAATTACAACTTTGA
GAAGCCATTTCTTTATCTCGCCCGGAAACTTGCTGGAGACCCCAATTTGCRTTTG
TCGAGTCTCCTGCCCTTGCTCCTCCAGAAGTGCAAATAGACATGGCCGCAACA
ACAGCATGAAGCAGAGCTTGCTGCAGCTGCTAGCCAGCCGCTTCCAGATGRGAT
GATGATGCTTTTGAATAGGGTCCAAAAGTTGAAGCGGATTTTATGAGGGTTTGTG
TCTGTTGAGTTTTGGATTGTTGAATGGTTTTATTATAAACGTTTGGTAGGAIGCAG
TGAGGTTTGTGTTTGCAAAAAAAAAAAAAAAAA

>B10-666 bp
MALPNQQTVDYPSFKLVIVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKKYEPTIGVEVHPLDFFT
NCGKIRFYCWDTAGQEKFGGLRDGYYIHGQCAIIMFDVTARLTYKNVPTWHRDLCR
VCENIPIVLCGNKVDVKNRQVKAKQVTFHRKKNLQYYEISAKSNYNFEKPFLYLARK
LAGDPNLHFVESPALAPPEVQIDMAAQQQHEAELAAAASQPLPDDDDDAFE
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beta-6-Xylosyltransferase

>B12-363 bp
GGTAGTAATCCTCTTGAAGTGAAGGATGAGCTCGGTTTGCTCCACCCTGTRATA
AAGCTGTTAAGGTATCGTCGTCTTGAAATAAACACGTTAGGAAGGAGAATTAGTT
GGTTGTTTTCACTTGCGAATTGGTATTGCGGTCTACATTATTTTGTATCGTCTTTT
ATTCGTTGGATGTCATAGCTTGTTGATTGTATTGAATTTTTTCTTGTTATIAGCCAG
TTTATATGGAAAGGAAACAAAAAGCTTGAGCCCAAAAAAAAAAAAAA

>B12-363 bp
GSNPLEVKDELGLLHPVYKAVKVSSS

Histon H2B

>B16- 378 bp
GCTATGGGGATCATGAACTCGTTTATCAACGATATCTTCGAGAAGTTGGCGCTG
AGGCTTCCAAACTCGCCAGGTACAACAAGAAGAACACGCTTTCTTCAAGGRAA
TCCAGACTGCTGTCAGGCTTGTCTTGCCTGGTGAGCTGGCCAAACATGCAGTCT
GAGGGGACTAAGGCTGTCACCAAGTTTACTAGCGGTTAGGTTTGTTTGTTGGTA
TGTTTAGATCTGTAATTGGTTGTTTTTAAGAAGTCAAGTTCATATGCTTTATGAAC
TTTTGTTTTAGATGATTAAGTATTTTGCAAAAAAAAAAAAAAAA

>B16-378
NSFINDIFEKLAAEASKLARYNKKNTLSSREIQTAVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTK
FTSG

Histondeacetylase

>B18-241 bp
GAGTCGAAATTAAAGTCGGATTCAACGCCGTTTCGGCTCAATCAGGGATGATGT
GTTGGAAGGTGGTCACACTGACCACAAATCGGTTTCGAGTACTATGCAAGTAAT
GGATTAGGAAATGGGGTGACGGAGAACAACGGTCATGATCAAGTTGTTGTMACT
GACGTAACAGCTGGCAAAAAGTATTCAGGGACACATGAAGACATGACTCTTGAG
GAAATGTACGCCAAAGATGGTGATTTTGATGACGAAGATGACAGTGATTGGGAC
CCCTTAGAAAACCATATAACAGTTCCCACATGGTTTTGTGTTAACTGTACKTGGT
GAACCTTGATGGTGCTATCTATTGCCATATATGTGGAGAGCATAAAGAATCIGGA
ATCCTTAGGCATGGCTTTCTTGCATCGTCTTTACATGAGGCAGATTCGGTACAAA
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TAAATCATTGGAACGCAACGGGAAATCAGAAGCTTCTTGCTCACAATCTATGGCC
CCACATAAACTAACAGCTGTGGGTTTTGATGAGAGAATGTTGCTTCACTCTGAGG
TAAATGTTTTTTATTAAAAAATCATTGCCCATGATTATTTATCATTTTCTC AATGTT
CATGTAGCTCAAAAGGTAATTAGTTGGATACACATACTTGGTCTTTATTATAATGT
AGGTTGAAATGAAGTCACATCCCCATCCTGAAAGACCAGATCGTCTTCGA®GAAT
TGCTGCCAGCCTGGCAACAGCAGGTATATTTCCTGGAAGATGCCGTTCGAIITCA
GCAAGAGAAATTACGCGAGAAGAACTGCTGAGGGTTCACTCTGATGAAAATATT
AATTCCGTCCAACTTTCAAGCCAATGCGTTGCTAGGTATGTTAAACAGTGACAAT
TAATAATAACCTCTACATTTAGCGTTGCCTCATTGTGTTTGTTAGGTACGOAAGT
AACGATTATTAAGCCGGTTACACTTGCTTGTATGTCAGTTATTTCACACCTGATAC
TTATGCAAACAAAGATTCAGCACTCGCCGCAAGGCTGGCAGCGGGATTGTEBGCT
GATCTTGCTTCTGCCGTATATTCCGGGCGCGCTAAAAATGGGTTTGCTCTGIGCG
TCCTCCAGGTCATCATGCTGGCGTAAAACATGCGATGGGATTCTGCCTTOGBAAC
AATGCTGCAGTTGCTGCATCAGCCGCTCAGGCTGCAGGAGCGAAAAAAGTTTAA
TTCTTGATTGGGATGTACACCATGGAAATGGCACTCAGGAAATATACGAGAGAA
CAAAACGGTGATTCTTGCAACCAATGATGTTACTTTCTTCAGCTCATTGATGATGT
GCTATATTAAATAAAACATCTGTTTCCAATTATATTGATTTGTACAGGTTT TGTAT
GTATCTTTACATAGACATGAAGGTGGAAATTTTTATCCTGGTACTGGTGCAGCCC
ATGAGTTTGGTTCCATGGGTGGAGAAGGGTACTGTGTAAACGTTCCATGGETCG
GGGCGGAGTCGGAGATAACGATTATATTTTTGCATTTGAGCATATCGTGCTCCA
ATAGCCCGTGAGTTTGCTCCTGATTTTACAATCATTTCAGCTGGATTTGAGCTGC
AAGGGGTGATCCACTTGGATGCTGTGATGTGACTCCTGTTGGTTATGCACMATG
ACAAAAATGCTGACTTCTTTATCTAAAGGAAAGTTGCTCGTTATCCTAGAGGGCG
GTTACAATCTCCGTTCAATATCATCATCAGCTACAGCAGTAATCAAGGTATTGCTT
GGTGAAAAACCCGAAAGCATGTTGGAGAATGTTGTACCGTCTAAATCTGGACTGC
GGACGGTTCTAGATGTTTTGAAGATACAGAACAATTTTTGGCCTATTCTAGSCCCT
ATCTTTTCAGATCTGCAATCGCGGTGGGGATCTTATGCTATTCAGGAAAARAAA
AAAAAA

>B18-241 bp

VEIKVGFNAVSAQSGMIVLEGGHTDHKSVSSTMQVNGLGNGVTENNGHDQWVTD
VTAGKKYSGTHEDMTLEEMYAKDGDFDDEDDSDWDPLENHITVPTWFCVNCTLVN
LDGAIYCHICGEHKESGILRHGFLASSLHEADSVTNKSLERNGKSEASCSEMAPHKL
TAVGFDERMLLHSEVNVFYPDRLRAIAASLATAGIFPGRCRSISAREITRELLRVHSD
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ENINSVQLSSQCVARYVKQFVQVLYVSLHRHEGGNFYPGTGAAHEFGSMGEGYCV
NVPWSRGGVGDNDYIFAFEHIVLPIAREFAPDFTIISAGFDAARGDPLGCDVTPVGY
AQMTKMLTSLSKGKLLVILEGGYNLRSISSSATAVIKVLLGEKPESMLENVVPSKSGL
RTVLDVLKIQNNFWPILGPIFSDLQSRWGSYAIQEKKKK

Cytochrom ¢

>D02-492 bp
AATTTTCTCTTTCAACACATAAAAACCGCTTTTCATCCCATTCCGAAAACCCTAAC
CCTCTCTCTCTCTCTAACCTCTCTACGCAACCTTCAATCGGCGATTCAATCACAC
ACCGTAATGGCGTCTTTCGCGGAGGCTCCTGCCGGAAATCCAACCACCGERGA
AGATCTTCAAGACAAAGTGCGCTCAATGTCACACCGTCGAGAAAGGCGCT®TC
ACAAACAAGGACCCAACCTAAATGGACTGTTTGGAAGGCAGTCTGGAACCACTG
CTGGATATTCTTACTCTGCTGGTAACAAGAACAAGGCAGTTATCTGGGAGGAGAAA
CACTTTGTACGACTACTTGTTGAACCCGAAGAAGTACATCCCTGGAACAAGATG
GTTTTCCCAGGACCGAAAAAGCCACAGGAGCGTGCAGATCTCATTGCATACTGA
AGACATCCACAGCGTAATTTTTTCAATTACGTATTATAACACCATTTTGAAGTTCT
CTTGGTGATTCGTGGTATTAGGAGATAACTTTGGATTATATTTTGATAAATAAGG
GGAGGACATTCATCAAATTTTATTACTCTCATCATTTTTTGTTATTCAAATGGCAA
GAGCCTTTTTGTTCTTCAGACAGAAATTACTATGCGTTTGAAGTGATTTGTITTAC
ACCCCATAAAAAAAAAAAAAA

>D02-492 bp
MASFAEAPAGNPTTGEKIFKTKCAQCHTVEKGAGHKQGPNLNGLFGRQSGTAGYS
YSAGNKNKAVIWEENTLYDYLLNPKKYIPGTKMVFPGPKKPQERADLIAYL KTSTA

Calcium-abhangige Proteinkinase

>D19-405 bp
AAGCCCGTATTACGTTGCTCCGGAGGTTCTCTTGAAGCATTACGGTCCAGAGCG
GATGTGTGGATCGCAAGGGTGATACTTTACATATTGCTCAGTGGTGTGCCCCGT
TTTGGGCTGAAACACAACAAGGGATATTTGATGCGGTTTTGAAGGGATACATAGA
CTTTGAGTCGGACCCGTGGCCTCTTATATCTGACAGTGCAAAGGATCTTATAGG
AAGATGTTATGCTCTCGACCGTCAGACCGCCTAACTGCTCATGAAGTTCTAGTC
ATCCTTGGATTTGTGAAAACGGTGTTGCTCCTGATAGAGCACTGGATCCAGCGT
TCTTTCTCGTTTGAAGCAGTTCTCTGCAATGAACAAGTTAAAGAAAATGGCTITTGC

125



GGGTTATAGCCGAAAGCCTGTCTGAAGAGGAGATTGCTGGTTTGAGAGAGAGTT
CAAAGCGATGGATACTGATAACAGTGGTGCGATAACATTTGATGAACTGAAAGC
CGGTTTAAGGAAGTTCGGTTCCACGTTGAAAGATACAGAGATACGAGACCTATG
GATGCAGCTGATGTGGACAACAGCGGTACGATTGATTACGGAGAATTTGTACTG
CTACTATACATCTGAACAAGCTGGAAAGAGAAGAACACCTTGTGGCTGCATICCA
GTATTTCGACAAGGATGGAAGCGGTTATATAACCGTCGACGAGCTCCAGCAGCT
TGTGCGGATCACAATATGACTGATTTTCTTGTTGAGGATATCATCAAAGAAGTTG
ACCAAGATAACGATGGGAGAATCGATTATGGGGAATTTGTGGCGATGATGACCA
AAGGGAATGCAGGAGTTGGAAGAAGAACAATGCGCAACAGTCTGAATATAAGCA
TGAGAGATGCACCAGGGGCACTCTAGTAATTTCCTTTCCACGTTCCGCCTBAGA
TTGTACAGCAGGATGAGTGAGAATAGGAGGTGTGGCAGTTAATTGGATGGGCG
CGGATGTTTTAACGTTTGATCATATGCGTTTGTGTTGTGTTGTATTATTTGAATGT
AAGAACTTAAAAGAGTGCACAGTTTCTTGTTGTCATTGCTGTTCAAATTCTTGTAA
GTTGTACCCTTGGGACAACACTTGTTTAATTTAATAGCAGGTTGAATCAGTTAAA
AAAAAAAAAAA

>D19-405 bp
SPYYVAPEVLLKHYGPEADVWIARVILYILLSGVPPFWAETQQGIFDAVLK GYIDFES
DPWPLISDSAKDLIRKMLCSRPSDRLTAHEVLCHPWICENGVAPDRALDPXLSRLK
QFSAMNKLKKMALRVIAESLSEEEIAGLREMFKAMDTDNSGAITFDELKAG LRKFGS
TLKDTEIRDLMDAADVDNSGTIDYGEFVAATIHLNKLEREEHLVAAFQYFD KDGSGY
ITVDELQQACADHNMTDFLVEDIIKEVDQDNDGRIDYGEFVAMMTKGNAGYV GRRT
MRNSLNISMRDAPGAL
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