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Einleitung

1 Einleitung

Auf Anregung von A. Kossel aus dem Jahre 1891 unterscheidet man zwischen dem Primar-
und dem Sekundarstoffwechsel (Kossel, 1891). Im Gegensatz zu dem fir Wachstum und
Entwicklung aller Organismen essentiellen Primdrstoffwechsel ist der Sekundarstoffwech-
sel in dieser Hinsicht entbehrlich. Seine Funktion ist vielmehr fir alle Wechselwirkungen
des Individuums mit seiner Umwelt notwendig, zum Beispiel bei der Abwehr potenzieller
Feinde oder unerwiinschter Konkurrenten, aber auch zur Anlockung von Bestaubern. Aus
dieser Situation heraus entwickelte sich im Laufe der Evolution eine Vielzahl an Sekundér-
stoffwechselprodukten. Bis heute sind Uber 200.000 dieser Sekundarstoffe bekannt
(Hartmann, 1985; Hartmann, 1996). Wahrend man bis in die 70er Jahre des 20. Jahrhun-
derts der Meinung war, Sekundarstoffe waren eine Art Abfall- oder Nebenprodukt des
Primarstoffwechsels (Mothes, 1955; Luckner, 1990), ist man heute davon Uberzeugt, dass
der Sekundarstoffwechsel unter dem permanenten Selektionsdruck einer feindlichen
Umwelt durch standige Optimierung und Weiterentwicklung von nutzlichen Sekundar-
stoffen hervorgegangen ist. Der Sekundarstoffwechsel ist somit im Gegensatz zum Pri-
marstoffwechsel flir Wachstum und Entwicklung eines Organismus zwar entbehrlich, je-
doch ist er fiir das Uberleben einer Pflanze in ihrer Umwelt absolut notwendig (Swain,

1977; Hartmann, 1985; Hartmann 1996).

Viele dieser Sekundarstoffe werden schon seit langem pharmazeutisch genutzt. So wuss-
ten schon Arzte der Antike, wie z. B. Hippokrates von Kos (460 — 377 v. Chr.), um die
schmerzlindernde Wirkung des Safts aus Weidenrinde. Was sie nicht wussten ist, dass die
schmerzlindernde Wirkung auf dem Inhaltsstoff Salicin beruht — dem Vorldufer der heute
als Aspirin® bekannten Acetylsalicylsdure. Auch viele andere moderne Arzneimittel
basieren auf Wirkstoffen, die dem pflanzlichen Sekundarstoffwechsel entstammen. Die
heutzutage starksten Analgetika leiten sich vom Morphin ab, einem Alkaloid des Schlaf-
mohns. Eine weitere grofle und durch ihre Vielfalt interessante Gruppe der Alkaloide stel-
len die in unserer Arbeitsgruppe untersuchten Pyrrolizidin-Alkaloide (PAs) dar. Pyrrolizi-
din-Alkaloide eignen sich hervorragend als Modellsubstanzen des pflanzlichen Sekundar-
stoffwechsels, da sie eindrucksvoll belegen, dass der Sekundarstoffwechsel kein Produkt
von Zuféllen ist, sondern vielmehr die Grundlage flr die Entwicklung eines streng selek-

tierten Spektrums an biologisch wirksamen Substanzen darstellt (Hartmann, 1987).
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1.1  Vorkommen und Wirkung der Pyrrolizidin-Alkaloide

PAs wurden in mehr als 6.000 Spezies des Pflanzenreichs gefunden (Chou und Fu, 2006),
die nicht sehr eng miteinander verwandt sind. Zu Uber 95 % kommen sie jedoch in den
Familien der Asteraceae, der Boraginaceae, der Orchidaceae und der Fabaceae vor. Ein-
zelne Vorkommen liegen in den Familien der Ranunculaceae, der Convolvulaceae, der

Celastraceae und der Santalaceae (Hartmann und Witte, 1995).

Bis heute sind mehr als 400 unterschiedliche PAs bekannt, die sich nach Hartmann und

Witte in sechs Strukturtypen zusammenfassen lassen (Hartmann und Witte, 1995).
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Asteraceae (Eupatorieae) (Senecioneae)

Abbildung 1: Die sechs Strukturtypen der PAs mit ihrem Vorkommen nach Hartmann und Witte (1995)

Wahrend die PAs innerhalb der Asteraceae, der Boraginaceae und der Fabaceae Uberwie-
gend in Form ihrer N-Oxide vorkommen, sind die PAs in Phalaenopsis spec. (Orchidaceae)
nur teilweise N-oxidiert. In den Convolvulaceae (Gattung Ipomoea) liegen die PAs sogar
Uberwiegend in ihrer tertidaren Form vor (Hartmann und Witte, 1995; Jenett-Siems et al.,

1998; Frolich et al., 2006). Eine Ausnahme zum Vorkommen der PAs als N-Oxide stellen
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die PAs in den Samen von Crotalaria scassellatii (Fabaceaea) dar, die die PAs im lipophilen
Milieu als tertidgre Amine gespeichert haben (Toppel et al., 1988; Chang und Hartmann,

1998).

Gut untersuchte Beispiele sind die PA-haltigen Pflanzen der Senecio-Arten, in denen die
Wourzel als Ort der PA-Biosynthese in den Wurzeln identifiziert wurde. Senecionin-N-Oxid,
als die erste PA-Grundstruktur dieser Synthese (Hartmann und Toppel, 1987; Hartmann et
al., 1988), wird durch das Phloem zum Spross transportiert, wo die chemische Modifikati-
on der Grundstruktur in das artspezifische Alkaloidprofil stattfindet (Hartmann und Top-
pel, 1987; Hartmann und Dierich, 1998). Die Akkumulation der PAs erfolgt in den Vakuo-
len der Zellen, wobei ein spezifischer Carrier fur die Aufnahme der PAs in die Vakuole ver-
antwortlich ist (Ehmke et al., 1988). Hauptsachlich werden die PAs in den fiir die Repro-
duktion wichtigen Organen, sowie jungen Pflanzenteilen gespeichert. So wurde in den
Blutenkopfchen von Senecio vulgaris Gber 80 % der Gesamt-PA-Menge gefunden, womit
die PA-Konzentration im Gegensatz zu den vegetativen Organen um den Faktor 30 groRer
war (Hartmann und Zimmer, 1986). Auch in anderen PA-haltigen Pflanzen zeigten sich die
Bluten als Hauptspeicherort der PAs, wobei die Konzentration der PAs in den Gbrigen Or-

ganen innerhalb verschiedener Familien zu variieren scheint (Vandam et al., 1995).

Das vermehrte Auftreten von Vergiftungen des Weideviehs nach Aufnahme von PA-
haltigen Pflanzen (White et al., 1973; Cheeke, 1994; Fletcher et al., 2009) tragt zum im-
mer groBer werdenden Bekanntheitsgrad der PAs bei und beweist die hervorragende
Wirkung von PAs als FraBschutz. Fiir die toxischen Eigenschaften der PAs auf Wirbeltiere
wird die Doppelbindung in der 1,2-Position, eine veresterte allylische Hydroxylgruppe an
Position 9 und eine freie oder ebenfalls veresterte Hydroxylgruppe an Position 9 verant-
wortlich gemacht (s. Abbildung 2). Die in den meisten Pflanzen primar vorkommenden,
ungiftigen PA-N-Oxide sind auf Grund ihrer hydrophilen Eigenschaften nicht membran-
gangig. Gelangen sie jedoch durch orale Aufnahme in den Verdauungstrakt, werden sie im
dortigen alkalischen Milieu durch unspezifische Reduktion in ihre tertidare, hydrophobe
und damit membrangdngige Form Uberfihrt. AnschlieBend werden sie im Darm passiv
resorbiert und in der Lunge und Leber durch mikrosomale Cytochrom P-450-
Monooxygenasen in reaktive, alkylierende Pyrrolderivate umgesetzt. Die Produkte dieser

vom Organismus eigentlich als Entgiftung genutzten Reaktion alkylieren Proteine und
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Nukleinsduren, was zu zytotoxischen und genotoxischen Effekten fiuhrt (Mattocks, 1970;

Mattocks und Legg, 1980; Mattocks et al., 1986; Fu et al., 2004).

HO :‘\\ HO

O Reduktion

Oxidation

(o O
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) N~
(0]
Senecionin-N-Oxid Senecionin Pyrrolderivat
hydrophil lipophil lipophil
ungiftig protoxisch giftig

Abbildung 2: Unterschiedliche Formen der PAs bei der Giftungsreaktion im Korper. PAs liegen in den
Pflanzen Gberwiegend als ungiftige N-Oxide vor, wie zum Beispiel Senecionin-N-Oxid. Bei Aufnahme werden
sie im Darm zur tertidren, lipophilen Form reduziert und so passiv resorbiert. In der Leber oder Lunge findet
die eigentliche Giftungsreaktion durch Cytochrom P-450-Monooxygenasen zum giftigen Pyrrolderivat statt.
Fir die giftigen Eigenschaften werden die grau unterlegten Molekilbereiche verantwortlich gemacht.

Verschiedene Tiere zeigen jedoch eine erhdhte Toleranz gegeniber der Toxizitdt der PAs.
So wurde gezeigt, dass zum Beispiel Meerschweinchen und Hamster in der Leber eine
mikrosomale flavinabhangige Multisubstrat-Monooxygenase besitzen, die tertidre PAs

effektiv in ihre polare, ungiftige N-Oxid-Form tberfihrt (Miranda et al., 1991).

Ebenso wie auf Vertebraten wirken PAs auch auf Insekten giftig, da bei ihnen eine
dhnliche Giftungsreaktion wie bei den Sdugetieren ablauft. Auf ausgewachsene Tiere wir-
ken PAs zytotoxisch, wahrend sie auf Larven und Puppen mutagen wirken (Frei et al.,
1992). Im Laufe der Evolution ist es jedoch einigen Insekten gelungen, sich an PAs in der
Nahrung zu adaptieren und damit PA-haltige Pflanzen als eine exklusive Nahrungsquelle
flr sich zu erschliefen. In unserer Arbeitsgruppe wird beispielsweise an dem Arctiid Tyria
jacobaeae geforscht. Die Larven von Tyria jacobaeae besitzen in der Himolymphe eine
spezifische NADPH-abhdngige flavinabhdngige Monooxygenase, die Senecionin-N-
Oxygenase. Die passiv in die Himolymphe resorbierten tertidaren PAs werden dort von
dieser Monooxygenase vollstandig in ungiftige N-Oxide Uberfiuhrt und kénnen so in der
Hamolymphe als wirksame Abwehrstoffe gegen potentielle Angreifer gespeichert werden
(Lindigkeit et al., 1997). Die Larve signalisiert ihre Gefahrlichkeit durch eine schwarz-gelbe
Warnfarbung. Ein weiteres Beispiel der an PAs angepassten Insekten stellt der Barenspin-

ner (Utetheisa ornatrix) dar. Dieser nimmt als Larve die PAs seiner Hauptfutterpflanze,
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Crotalaria spectabilis (Fabaceae), auf und transferiert sie wahrend der Metamorphose
Uiber das Puppenstadium zum Schmetterling. Bei Nachwuchs werden die Eier mit den Al-
kaloiden vom Mannchen und Weibchen vor FraRfeinden geschitzt (Dussourd et al.,
1988). Desweiteren nutzt das Mannchen die PAs zur Synthese von Pheromonen, mit de-

nen es effektiv Weibchen anlockt (Dussourd et al., 1991).

1.2 Evolution der Pyrrolizidin-Alkaloid-Biosynthese

Durch eine Kombination von physiologischen in vivo-Hemmexperimenten und enzymati-
schen Studien wurde die Homospermidin-Synthase (HSS) als erstes spezifisches Enzym
der PA-Biosynthese identifiziert (Bottcher, 1993). Neben den Vorkommen der HSS in
Pflanzen konnte das Enzym auch in bestimmten Bakterienarten nachgewiesen werden,
die zu den a-Proteobakterien gehdren. Vergleiche der kinetischen und physikalischen
Eigenschaften der gereinigten nativen HSS aus S. vernalis und dem Bakterium Blastochlo-
ris viridis deuteten zwar zunachst auf eine enge phylogenetische Verwandtschaft der bei-
den Enzyme hin (Bottcher et al., 1994; Ober et al., 1996; Ober, 1997), nach erfolgreicher
Klonierung und Uberexpression der HSS aus S. vernalis und Blastochloris viridis zeigten die
anschlieBRenden vergleichenden Sequenzanalysen jedoch keinerlei Homologie auf Nuk-
leinsdureebene (Tholl et al., 1996; Ober und Hartmann, 1999a). Stattdessen wies die
pflanzliche HSS eine hohe Sequenzidentitat zur Desoxyhypusin-Synthase (DHS) auf, einem
ubiquitar in Eukaryonten und Archaebakterien vorkommenden Enzym des Primarstoff-
wechsels ohne funktionellen Bezug zur PA-Biosynthese. Die DHS katalysiert den ersten
von zwei Schritten in der posttranslationalen Aktivierung des eukaryontischen Initiations-
faktors 5A (elF5A). In einer NAD*-abhingigen Reaktion wird dabei eine Aminobutyl-
Einheit des Spermidins auf einen spezifischen Lysin-Rest des elF5A-Vorlduferproteins
Uibertragen. Die biologische Funktion des aktivierten elF5As ist noch nicht vollstandig auf-
geklart, es wurde jedoch an Saccharomyces-Zellen gezeigt, dass das aktivierte elF5A flr
die Zellproliferation notwendig ist (Park et al., 1997). In Pflanzen wurde eine Beteiligung
des aktivierten elF5A bei der Samenkeimung (Moll et al., 2002; Wang et al., 2005b), Se-

neszenz und Apoptosis nachgewiesen (Wang et al., 2001).

Vergleichende enzymatische Charakterisierungen der rekombinanten DHS aus Nicotiana

tabacum und S. vernalis mit der HSS aus S. vernalis und S. vulgaris zeigten, dass die DHS
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mit annahernd der gleichen spezifischen Aktivitdt wie die HSS Spermidin und Putrescin zu
Homospermidin umsetzen kann (Ober und Hartmann, 1999a, b; Ober et al., 2000; Ober et
al.,, 2003b). Desweiteren wurde mit diesen Studien widerlegt, dass die pflanzliche HSS
Putrescin sowohl als Aminobuty-Donor, als auch als Akzeptor zur Homospermidin-
Synthese nutzen kann (Bottcher et al., 1994). Im Gegensatz zur bakteriellen HSS, die ent-
weder Spermidin oder Putrescin als Aminobutyl-Donor verwenden kann (Ober et al.,
1996), bendtigt die pflanzliche HSS Spermidin als Aminobutyl-Donor fiir die Homospermi-
din-Synthese (Ober et al., 2000). Die hohe Identitat auf Sequenzebene der cDNAs und der
genomischen Strukturen, die Ubereinstimmung wichtiger kinetischer Parameter und der
gleiche Reaktionsmechanismus von HSS und DHS legen den Schluss nahe, dass die HSS
und die DHS aus einem gemeinsamen proteinkodierenden Gen durch Duplikation hervor-
gegangen sind. Als Folge von Mutationen hat die neu entstandene Genkopie vermutlich
die DHS-Aktivitat verloren (s. Abbildung 3), wodurch sie dem enormen Selektionsdruck
des hoch konservierten Priméarstoffwechsels entzogen wurde. Die vorherige Nebenreakti-
on, die Aminobutylierung von Putrescin, wurde zur Hauptreaktion und das neu entstan-
dene Enzym unterlag vermutlich seitdem als Teil der Biosynthese von effektiven Fral3-
schutz-Verbindungen dem Selektionsdruck der Herbivoren (Ober und Hartmann, 1999a;

Ober und Hartmann, 2000).
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Abbildung 3: Evolutiver Ursprung der Homospermidin-Synthase (HSS) durch Genduplikation und Verlust
der Desoxyhypusin-Synthase (DHS) -Aktivitdt nach Ober und Hartmann (2000). Wahrend die DHS sowohl
die Aktivierung des eukaryotischen Initiationsfaktors 5A (elF5A), als auch die Umsetzung von Putrescin zu
Homospermidin katalysiert, hat die HSS die Fahigkeit zur Aktivierung des elF5A verloren und katalysiert nur
noch die Synthese von Homospermidin, das in die Pyrrolizidin-Alkaloid-Biosynthese eingeht.

Vor dem Hintergrund des eingangs erwahnten sporadischen Auftretens der PAs innerhalb
der Angiospermen stellte sich die Frage, ob die Rekrutierung der HSS aus der ubiquitdren
DHS nur einmal oder mehrmals im Laufe der Angiospermen-Evolution in den verschiede-
nen PA-produzierenden Pflanzenfamilien aufgetreten ist, d.h. ob es sich um einen mono-
phyletischen oder polyphyletischen Ursprung handelt. Im Falle eines monophyletischen
Ursprungs der HSS héatten die heute PA-freien Pflanzen im Laufe der Evolution die Fahig-
keit zur Synthese der PAs wieder verlieren miissen, zum Beispiel als Anpassung an einen
Standort ohne Herbivoren oder an eine alternative, bessere Verteidigung. Im Falle eines
polyphyletischen Ursprungs hatten sich parallele Biosynthesewege mit zum Teil identi-
schen, hochkomplexen Strukturen entwickeln mussen. Um dieser Frage auf den Grund zu
gehen, wurden 23 DHS- und HSS-cDNA-Sequenzen unterschiedlicher Vertreter der An-

giospermen phylogenetisch untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die HSS mindestens
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viermal im Laufe der Evolution unabhéngig aus der DHS hervorgegangen ist. Innerhalb der
Familie der Asteraceae wird im Tribus Eupatorieae und im Tribus Senecioneae jeweils ein
weiterer Ursprung vermutet. In den monokotylen Orchidaceae wird ein Ursprung vermu-
tet, ein weiterer in den Boraginaceae (Reimann et al., 2004). Neuste phylogenetische Un-
tersuchungen an Phalaenopsis spec. geben Grund zur Vermutung, dass die HSS und damit
die Fahigkeit zur PA-Biosynthese in den Monokotylen schon sehr alt ist, da sich nicht nur
die DHS- und HSS-Sequenzen recht stark unterscheiden (Nurhayati et al., 2009), sondern
in zwei Vertretern der Poaceae auch PAs gefunden wurden, die jedoch auf Grund der feh-
lenden Doppelbindung zwischen C-1 und C-2 im Necinbasen-Grundkérper ungiftig sind

(Koulman et al., 2008).

1.3  Die Pyrrolizidin-Alkaloid-Biosynthese und deren Enzyme

Grundsatzlich sind PAs Esteralkaloide, die aus einer Necinbase und einer oder mehreren
Necinsduren zusammengesetzt sind. Die unterschiedlichen Necinsduren, mit denen die
Necinbase verestert wird, sind nach Tracerexperimenten auf die verzweigten Aminosau-
ren Valin, Leucin oder Isoleucin zuriick zu fihren (Crout et al., 1966; Crout et al., 1970;
Crout et al., 1972; Cahill et al., 1980). Die Grundstruktur der Necinbase leitet sich von Or-
nithin oder Arginin ab, wobei Ornithin ausschlieflich Gber Arginin in die PA-Biosynthese
einflieRt (Robins und Sweeney, 1979; Hartmann et al., 1988). Der Syntheseweg geht wei-
ter Gber Agmatin, N-Carbamoylputrescin und Putrescin und Spermidin zum selten vor-
kommenden symmetrischen Polyamin Homospermidin, dem ersten spezifischen Zwi-
schenprodukt der PA-Biosynthese (Spenser, 1985; Hartmann et al., 1988; Robins, 1989).
Die Synthese des Homospermidins wird durch die Homospermidin-Synthase katalysiert,
dem ersten fir die PA-Biosynthese spezifischen Enzym (Bottcher, 1993; Ober et al., 2000).
Homospermidin fliet ausschlieBlich in die PA-Biosynthese ein (Khan und Robins, 1985).
Die nachfolgenden Reaktionen, die zur Bildung der Necinbase fihren, sind bisher noch
nicht charakterisiert. Unterschiedliche Griinde legen die Vermutung nah, dass die nach-
folgenden Reaktionen unter anderem durch eine Diaminoxidase (DAO) katalysiert wer-

den. Diese Griinde sollen im Folgenden kurz erldutert werden.

Basis dieser Uberlegungen sind die chemischen Strukturen der einzelnen Zwischenpro-

dukte, die im Rahmen des Primarstoffwechsels und der PA-Biosynthese isoliert wurden
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(s. Abbildung 4). Ausgehend vom Polyamin Putrescin wird vermutlich das dem Primar-
stoffwechsel zugeordnete A;-Pyrrolin hergestellt. Naheliegend ist eine desaminierende
Oxidation des Putrescins durch eine Diaminoxidase zum 4-Aminobutanal, das anschlie-
Rend zum ringférmigen A;-Pyrrolin kondensiert. Unterstitzt wird diese Vermutung durch
Tracerversuche, bei denen Wurzeln von Senecio- und Eupatorium-Spezies mit [**cl-
Putrescin geflttert wurden (Bottcher, 1993). Nach Zugabe des Polyaminoxidase- und
kupferhaltigen Aminoxidase-Hemmstoffes B-Hydroxyethylhydrazin (HEH) wurde kein A;-
Pyrrolin mehr in den Wurzeln nachgewiesen. Desweiteren wurde auch gezeigt, dass sich
Homospermidin in den Wurzeln anreicherte. Dies ist ein Hinweis, dass Homospermidin
ebenfalls das Substrat einer Polyaminoxidase oder Diaminoxidase sein kénnte. Wahrend
Polyaminoxidasen (PAOs) die desaminierende Oxidation eines sekundadren Amins kataly-
sieren (Tiburcio et al., 1997), greifen Diaminoxidasen in dieselbe Reaktion bei primaren
Aminen ein (Houen et al., 2005). Da beim Homospermidin die endstdndigen, also prima-
ren Aminogruppen desaminiert werden, spricht alles fiir eine Beteiligung einer Diamin-

oxidase.

Nach Aufhebung der HEH-Hemmung der oben erwdhnten Tracerversuche durch Umset-
zen der Wurzeln in HEH-freies Medium ging das markierte Homospermidin hoch kanali-
siert in die PA-Biosynthese ein. Die Reaktionsabldufe bis zur Necinbase sind bisher weit-
gehend ungeklart. Moglich ist, dass Homospermidin durch die bereits erwahnte putative
Diaminoxidase zuerst zu 4-(4-Aminobutylamino)butanal und dann zu 4,4'-Iminodibutanal
desaminiert wird. Naheliegend wdre eine Zyklisierung dieser beiden Zwischenprodukte
zum Iminium-lon. Bei Tracerversuchen in den Blattern von Heliotropium indicum wurde
ein ionisches Zwischenprodukt isoliert, dessen Struktur noch nicht aufgeklart werden
konnte (Frolich et al., 2007). Moglicherweise stellt dieses als ,,Metabolit x“ beschriebene
Zwischenprodukt solch ein Iminium-lon dar. Diese Vermutung konnte jedoch noch nicht
bestatigt werden. Die maximale Konzentration von ,,Metabolit x“ wurde 6 h nach Zusatz
des Tracers festgestellt. Danach wurde der Marker fast ausschlieRlich in den synthetisier-
ten PAs nachgewiesen. In Senecio-Spezies konnte dieses Zwischenprodukt noch nicht iso-

liert werden (Toppel et al., 1987; Hartmann et al., 1989).

Desweiteren wurde gezeigt, dass Homospermidin in einer sogenannten Eintopfreaktion

durch eine enzymatische Oxidation einer Erbsen-Diaminoxidase, die nicht-enzymatische
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Zyklisierung unter physiologischen Bedingungen und eine Reduktion durch eine angekop-

pelte Dehydrogenase zu Tranchelanthamidin umgewandelt werden kann (Robins, 1982).

DAO N
HZN/\/\/NHZT_T HQN/\/\CHO i \:
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Abbildung 4: Ausschnitt aus dem postulierten Biosyntheseweg der PAs nach Adolph (1991), Bottcher
(1993) und Graser und Hartmann (1997).

Ein Blick in die Biosynthese anderer Alkaloide zeigt, dass bereits zwei Diaminoxidasen
identifiziert wurden, die desaminierende Zyklisierungen eines Diamins katalysieren. So
wurde in Hyoscyamus niger eine DAO identifiziert, die N-Methylputrescin zu N-
Methylaminobutanal desaminiert, das dann spontan zum N-Methylpyrrolinium zyklisiert
(Hashimoto et al., 1990). Ebenso wurde in Wurzeln von N. tabacum eine Diaminoxidase

gefunden, die auf Grund ihrer Eigenschaft N-Methylputrescin zu N-Methylaminobutanal



zu desaminieren, das dann nach Ringschluss in den Nicotingrundkorper eingeht, N-
Methylputrescinoxidase genannt wird (Mizusaki et al., 1972; Walton und Mclauchlan,

1990; Mclauchlan et al., 1993; Heim und Jelesko, 2004; Katoh et al., 2007).

Diese Uberlegungen fithrten in unserer Arbeitsgruppe zu der Hypothese, dass an der PA-
Biosynthese mindestens eine DAO beteiligt ist, die Homospermidin als Substrat umsetzt.
Um diese Diaminoxidase zu finden, wurden PCRs mit degenerierten Primern mit der cDNA
von Eupatorium cannabinum und S. vernalis durchgefiihrt (Denker, 2008). Dabei wurden
in E. cannabinum eine und in S. vernalis drei diaminoxidasedhnliche Sequenzen gefunden.

Diese Senecio-DAOs wurden SVAO1, SVAO2 und SVAO3 genannt.

14 Ziel der Arbeit

Mehrere Indizien, die in Kapitel 1.3 vorgestellt wurden, sprechen dafiir, dass an der Um-
setzung von Homospermidin zum Necinbasengrundkérper der PAs eine Diaminoxidase
beteiligt ist. In der PA-fiihrenden Pflanze S. vernalis wurden drei diaminoxidasedhnliche
cDNA-Sequenzen identifiziert, deren Proteine SVAO1, SVAO2 und SVAO3 genannt wur-
den. Die Funktion dieser drei Enzyme konnte trotz intensiver molekularbiologischer und
biochemischer Untersuchungen nicht geklart werden (Denker, 2008). Daher sollte im
Rahmen dieser Arbeit die mogliche Beteiligung einer oder mehrerer SVAOs an der PA-
Biosynthese mit neuen, innovativen Methoden untersucht werden. Dazu sollten zunachst
die drei Sequenzen auf mRNA-Ebene mittels gewebespezifischen RT-PCRs, Nothern-Blots
und in situ-Hybridisierungen lokalisiert werden. Desweiteren sollten die drei Diaminoxida-

sen durch RNAi- und Uberexpressions-Studien in planta untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Kits, Enzyme und spezielle Materialien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Sigma, Fluka, Merck, Bio-
zym, Fisher-Scientific und Aldrich in der Qualitdt ,reinst” verwendet. Bei Abweichungen

wird im Text darauf hingewiesen.

Die Materialien fur das molekularbiologische Arbeiten wurden von den Firmen Fermen-

tas, Invitrogen, Sigma, Roche Diagnostics, Novagen oder Promega bezogen.

Auf die Bezugsquellen zusatzlich bendtigter spezieller Reagenzien, Enzyme und Kits wird
im Text hingewiesen. Die Anwendungen erfolgten, soweit nicht anders beschrieben, nach

Herstellerangaben.

Die hergestellten Losungen wurden mit Reinstwasser (Milli Q System, Millipore oder
Arium 611, Sartorius) angesetzt und anschlieRend autoklaviert. Da die Reinstwasseranla-
ge Uber einen Sterilfilter verflgt, der das Wasser auch von RNasen befreien soll, wurde
das Wasser fiir Anwendungen mit RNA nicht wie Ublich mit Dimethylpyrocarbonat
(DMPC) versetzt, sondern nur autoklaviert. Thermolabile Reagenzien wurden durch einen

Celluloseacetatfilter (0,22 um; Roth) sterilfiltriert.

Antibiotika wurden als Stammldsungen (s. Tabelle 1) den Bakterien- und Pflanzenmedien
nach dem Autoklavieren zugesetzt. Die eingesetzte Konzentration hing von der Anwen-
dung ab und wurde im jeweiligen Kapitel beschrieben. Gelagert wurden alle Stammldsun-

gen bei-20°C.

Tabelle 1: Antibiotika-Stammlésungen

Ampicillin 50 oder 100 pg/upl in Wasser
Kanamycin 50 oder 100 pg/ul in Wasser
Streptomycin 50 pg/ul in Wasser
Spectinomycin 50 pg/ul in Wasser
Hygromycin B 12,5 pg/ul in Wasser
Rifampicin 25 pg/ul in Wasser
Cefotaxim 100 pg/ul in Wasser
Meropenem 50 pg/pl in Wasser
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2.2 Pflanzenkulturen

2.2.1 Versuchspflanzen

Senecio vernalis

S. vernalis wurde sowohl als komplette Sterilpflanze (fur in situ-Hybridisierung, RT-PCRs,
RNAi- und Uberexpressions-Versuche), als auch als Wurzelorgankultur (WOK, fiir Gesamt-
RNA-Gewinnung) verwendet. Sowohl die Sterilpflanze, als auch die WOKs wurden auf
MSOH-Medium (s. Tabelle 2) angezogen; die Hairy Roots (HRs) lieRen sich am erfolgreich-

sten auf Gamborg B5mod-Medium (s. Tabelle 4) kultivieren.

Jacobaea vulgaris

J. vulgaris wurde als Sterilpflanze (fur die in situ-Hybridisierung) und als Wurzelorgankul-
tur (fir Gesamt-RNA-Gewinnung) verwendet. Beide Kulturen wurden auf MS20-Medium

(s. Tabelle 2) kultiviert.
Nicotiana tabacum

N. tabacum der Linie Bx wurde freundlicherweise vom VTT Technical Research Centre
Finland, Espoo, als Steril- und Gewéchshauspflanze fiir die Uberexpressions-Versuche
(s. Kapitel 2.10) zur Verfligung gestellt. Verwendet wurden sowohl abgetrennte Blatter,
als auch ganze Pflanzen. Als Sterilpflanze wurde N. tabacum auf Gamborg B5mod-

Medium (s. Tabelle 4) angezogen.

2.2.2 Medien
Die Pflanzenmedien MSOH und MS20 (Murashige und Skoog, 1962) setzen sich wie folgt

Zusammen:
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Tabelle 2: Pflanzenmedien |

Bestandteile

NH4NO3

KNO3

CaCl,*2H,0
MgS0,*7H,0

KH,PO,4

Saccharose

NaFeEDTA

Inosit
KJ-Stammlosung
Spurenelemente-Stammldsung
Vitamin-Stammldsung
Wasser

MSOH

41 mM

38 mM

6 mM
3mM
2mM

6 % (m/v)
0,2 mM
0,02 % (m/v)
0,2 % (v/v)
0,2 % (v/v)
0,2 % (v/v)

MS20

4 mM

19 mM

3 mM
3mM
1mM

3% (m/v)
0,01 mM
0,01 % (m/v)
0,1 % (v/v)
0,1 % (v/v)
0,1% (v/v)

Der pH-Wert wurde auf pH 5,8 eingestellt (InnoLab 720, WTW). Fir festes Medium wur-

den pro Kolben a 80 ml Medium 720 mg, bzw. 1 g (fir Pflanzen, die fir in situ-

Hybridisierung verwendet werden sollten) Agar zugegeben.

Tabelle 3: Stamml6sungen fir MSOH- und MS20-Medium

Spurenelemente-Stammldsung
H3BOs

MnSO,*H,0

ZnS0O4*7H,0

NaMo0,*2H,0

CuSO,4*5H,0

CoCl,*6H,0

Wasser

10 mM
6 mM
3mM
0,1 mM
10 mM
10 mM

Vitamin-Stammlésung
Nikotinsaure

Thiamin*HC|

Pyridoxin*HCI
Mesoinositol

Wasser
Kaliumjodid-Stammldsung
KJ

Wasser

0,1 % (m/v)
1% (m/v)

0,1% (m/v)
10 % (m/v)

0,5M

Tabelle 4: Pflanzenmedium Il - Gamborg B5mod-Medium

MOD1B5a-Makroelemente
MOD1B5b-Mikroelemente
B5f-Vitamine

MOD1B5c

Saccharose

Wasser

100 ml
1ml

10 ml

9,2 ml
30g

ad 1000 ml

Beim Gamborg B5mod-Medium (Gamborg et al., 1968) wurde mit 0,1 M KOH ein pH-Wert

von 5,7 eingestellt. Fur festes Medium wurden 0,3 % (m/v) Gelrite (Roth) zugesetzt.
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Tabelle 5: Stammlésungen | fiir Gamborg B5mod-Medium

MOD1B5a-Makroelemente MOD1B5b-Mikroelemente
NaH,P0,*H,0 12,5 mM MnSO,*H,0 60 mM
KNO3 0,25M H3;BO; 50 mM
(NH,),50, 10 mM ZnS0,*7H,0 10 mM
MgS0,*7H,0 10 mM Na,Mo0,*2H,0 1mM
CaCl,*2H,0 10 mM CuSO,*5H,0 1mM
Wasser CoCl,*6H,0 1mM
KJ 5mM
Wasser

Tabelle 6: Stamml6sungen Il fir Gamborg B5mod-Medium

B5f-Vitamine MOD1B5c-Lésung

Myo-Inositol 1% (m/v) FeSO,*7H,0 10 mM
Nikotinsdure 0,01 % (m/v) Na,EDTA*2H,0 20mM
Thiamin*HCI 0,1 % (m/v) Wasser

Pyridoxin*HCl 0,01 % (m/v)

Wasser

2.2.3 Kulturfithrung

Die Sterilkulturen von S. vernalis und J. vulgaris waren bereits in der Arbeitsgruppe
etabliert. Die Sterilpflanzen wurden ca. alle 4 Wochen unter sterilen Bedingungen auf
festes MSOH-Medium, die WOKs alle 2 Wochen in fliissiges MSOH (s. Tabelle 2) umge-
setzt. Die HRs wurden alle 2 — 3 Wochen auf frische Platten mit festem Gamborg B5mod-
Medium (s. Tabelle 4) umgesetzt. Die Sterilpflanzen wurden im Kulturraum bei 25°C mit
16 h Licht und 8 h Dunkelheit, die WOKs ebenfalls bei 25°C, aber in reiner Dunkelheit,
gehalten. Die HRs wurden ebenfalls im Hell-Kulturraum, jedoch unter einem abdunkeln-

den Tuch, gehalten.

Flr die Analyse der Pyrrolizidin-Alkaloide (PAs) und Nikotin-Alkaloide sowie der Expres-
sionsmuster wurden alle zu untersuchenden HRs in fllssiges Gamborg B5mod-Medium
(s. Tabelle 4) umgesetzt. Nach 14 Tagen Wachstum bei 25°C, 230 rpm und Dunkelheit
wurde jeweils ein kleiner Teil der HRs zum Animpfen einer frischen Flissigkultur verwen-
det. Nach nochmals 14 Tage Wachstum wurden die HRs geerntet, ein Teil wurde fiir die
Expressions-Analysen (s. Kapitel 2.6.7.2.3) in flissigem Stickstoff eingefroren und der Rest

wie in Kapitel 2.11.5.1 beschrieben flr die Extraktion vorbereitet.
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2.3 Bakterienkulturen

2.3.1 Staimme

Zur Plasmidvermehrung (s. Kapitel 2.6.10) wurden die Escherichia coli (E. coli)-Stdmme
DH5a, TOP10 und One Shot® OmniMax™ 2-T1 verwendet, die alle von Invitrogen bezogen
wurden. Desweiteren wurde zur Plasmidvermehrung der E. coli-Stamm XL1Blue von Stra-

tagene verwendet.

Zur heterologen Uberexpression von Proteinen (s. Kapitel 2.7.4) wurde der E. coli-Stamm

BL21(DE3) verwendet, der von Stratagene bezogen wurde.

Fur die Pflanzentransformationen (s. Kapitel 2.10) wurde Agrobacterium rhizogenes
(A. rhizogenes) des Stamms LBA9402/12 verwendet. Dieser Stamm ist ein rifampi-

cinresistenter Abkommling des Stammes NCPPB1855 (Pomponi et al., 1983).

2.3.2 Medien

Die verwendeten Bakterienmedien fir E. coli setzen sich wie folgt zusammen:

Tabelle 7: Medien fiir die E. coli-Kulturfiihrung

Bestandteile LB-Medium SOB-Medium SOC-Medium

Trypton/Pepton 1% (m/v) 1% (m/v) Glucose (sterilfiltriert) 20 mM
Hefeextrakt 0,5 % (m/v) 0,5 % (m/v) SOB-Medium (steril)

NaCl 0,17M 10 mM

Wasser

Beim LB-und SOB-Medium wurde ein pH-Wert von 7,5 eingestellt. Fir LB-Platten wurde
Agar in einer Endkonzentration von 1,6 % (w/v) zugesetzt. Dem SOB-Medium wurde nach
dem Autoklavieren sterilfiltrierte 1 M MgCl,- und 1 M MgSQ4-Lésung in einer Endkonzen-

tration von je 10 mM zugesetzt.

YEB-Medium, das zur Kultivierung von A. rhizogenes verwendet wurde, setzt sich folgend
zusammen:
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Tabelle 8: YEB-Medium fiir die A. rhizogenes-Kulturfiihrung:

K,;HPO4*3H,0 2,9mM
MgS0O,*7H,0 0,8 mM
NacCl 1,7 mM
D-Manitol 55 mM
Hefeextrakt 0,04 % (m/v)
Wasser

Der pH-Wert des YEB-Mediums wurde auf pH 7,0 eingestellt. Fiir YEB-Platten wurde Agar
in einer Endkonzentration von 1 % (w/v) zugesetzt. Fir den nichttransformierten A. rhizo-
genes-Stamm LB9402/12 wurde Rifampicin (100 mg/l) dem Medium zugesetzt. War die-
ser Stamm mit den RNAi- oder Uberexpressions-Konstrukten (pDE19 — pDE21, pDE22 und
pDE24; s. Tabelle 53, Kapitel 7.2) transformiert, wurde dem YEB-Medium Antibiotika in

folgenden Konzentrationen zugesetzt:

Tabelle 9: Antibiotika-Konzentrationen im YEB-Medium

Rifampicin 100 mg/|
Streptomycin 20 mg/I
Spectinomycin 100 mg/|

2.3.3 Kulturfithrung

Als Vorbereitung zur Minipraparation von Plasmid-DNA aus E. coli-Kulturen (s. Kapitel
2.6.10) wurden 7 ml LB-Medium (s. Tabelle 7) mit Antibiotikum (s. Tabelle 1; verwendete
Endkonzentrationen: Ampicillin: 100 mg/l, Kanamycin: 50 mg/l, Streptomycin: 50 mg/I|,
Spectinomycin: 500 mg/l) versetzt und mit einer Kolonie des transformierten Klons an-
geimpft. AnschlieRend wurde das Medium tber Nacht (ca. 15 h) bei 37°C und 250 rpm auf

dem Schittler (Innova 4230, New Brunswick Scientific) inkubiert.

Eine solche Kultur wurde auch mit dem zu untersuchenden Expressionsklon als Vorkultur
fir eine Fremdgen-Expression in E. coli angelegt. Am folgenden Tag wurden mit 200 pl
dieser Vorkultur 100 ml LB-Medium mit Antibiotikum als Hauptkultur angeimpft. Die
Hauptkultur wurde bis zu einer ODggo von 0,8 angezogen. Anschliefend wurde die Pro-
teinexpression durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Die
Kultur wurde Gber Nacht bei 16°C oder 30°C unter Schiitteln weiter inkubiert, bis sie am
darauf folgenden Tag zur Proteinextraktion und -analyse weiterverarbeitet wurde (s. Ka-

pitel 2.8.1)
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Von allen wichtigen Konstrukten wurden Dauerkulturen angelegt. Zum Anlegen einer

Dauerkultur wurden 750 ul einer Vorkultur zu 250 pl einer Mischung LB-Glycerin-Medium

(LB-Medium mit 60 % Glycerin statt Wasser) gegeben und gemischt. Eingefroren und ge-

lagert wurden diese Dauerkulturen bei -80°C.

2.4 Vektoren

Im Rahmen der Arbeit wurden folgende Vektoren verwendet:

Tabelle 10: Verwendete Vektoren; Vektorkarten s. Kapitel 7.1

Vektor Hersteller
pET28a Novagen
pSPT18/19 Roche
pGEMP®-TEasy Promega
pGEM®-3Z Promega
pDONR221 Invitrogen
pK7GWIWG2D(l1),0 PSB Gent
pH7WG2D,1 PSB Gent

GroRe
5369 bp

3104 bp

3015 bp

2743 bp

4762 bp
14884 bp

13181 bp

Besonderheiten

His-Tag am N-Terminus des rekombinanten Pro-
teins, Kanamycin-Resistenz, T7-Promotor

pSPT18/19 haben spiegelbildliche Multi-Cloning-
Sites (MCS), SP6- und T7-Promotor, Ampicillin-
Resistenz

direktes Klonieren von PCR-Produkten, SP6- und T7-
Promotor, Ampicillin-Resistenz, Blau/WeiR-
Screening

SP6- und  T7-Promotor, Ampicillin-Resistenz,
Blau/WeiR-Screening

attB-Rekombinationsstellen, Kanamycin-Resistenz
bindrer Vektor, 2 gegensatzlich orientierte attB-
Rekombinationsstellen fiir RNAi, Streptomycin-
/Spectinomycin-Resistenz in Bakterien, Kanamycin-
Resistenz in Pflanzen, ccdB-Gen als Sebstmordgen
fur Selektion, je ein 35S-Promotor vor Fremdgen
und egfp-Gen

bindrer Vektor, attB-Rekombinationsstellen, Strep-
tomycin-/Spectinomycin-Resistenz  in  Bakterien,
Hygromycin-Resistenz in Pflanzen, ccdB-Gen als
Sebstmordgen fur Selektion, 35S-Promotor vor
Fremdgen, ro/D-Promotor vor egfper-Gen

2.5 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide (Primer) waren Auftragssynthesen bei MWG-Biotech (Martinsried).

Sie wurden nach Lieferung mit 10 mM Tris-HClI pH 8,0 in einer Konzentration von

100 pmol/ul als Stammlésungen gel6st und in einer Konzentration von 10 mM im Reakti-

onsansatz verwendet. Die Sequenzen aller verwendeten Primer sind in den jeweiligen

Abschnitten der Ergebnisse aufgefiihrt.
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Ubersicht tiber den Ablauf der wichtigsten
molekularbiologischen Methoden

Gewinnungvon Gesamt-RNA - > Northern Blot

Verdau dergenomischen DNA

!

cDNA-Synthese Gewinnungvon genomischer DNA

\ .
PCR Gateway®-System
> BP-Rekombination
Restriktion
\L Transformationin E. coli
Ligation \l,
\L LR-Rekombination
Transformation in E. coli /
Synthese derSonden fiir ‘L
in situ-Hybridisierungund <—— Isolierungvon Plasmid-DNA
Northern Blot Selektion der Hairy Root-
\L Kulturen auf Antibiotika-
Selektion von positiven Klonen Resistenz
Transformationin E. coli Infektion von Pflanzen fiir
oderA. rhizogenes Pflanzentransformation

|

Heterologe Fremdgen-Expression

Aufschluss der Bakterienkultur

l

Reinigung desrekombinanten Proteins tiber Nickel-
Affinitats-Chromatographie

SDS-PAGE und Proteinfarbung

Abbildung 5: Ubersicht iiber den Ablauf der wichtigsten molekularbiologischen Methoden, die im Rah-
men dieser Arbeit zum Einsatz kamen.
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2.6  Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.6.1 Gewinnung von genomischer DNA

Um aus pflanzlichem Gewebe die genomische DNA zu gewinnen, wurde dieses in fliissi-
gem Stickstoff schockgefroren und anschliefend in einem autoklavierten, mit flissigem
Stickstoff gekihlten Porzellanmdérser zerkleinert. Das pulverformige, zerkleinerte Gewebe
wurde anschliefend sofort zur DNA-Extraktion mit dem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

verwendet. Die Extraktion erfolgte nach Herstellerprotokoll.

2.6.2 Gewinnung von Gesamt-RNA

Ebenso wie zur Isolation von genomischer DNA (s. Kapitel 2.6.1) wurden zur Extraktion
von Gesamt-RNA die zu extrahierenden Pflanzengewebe zuerst in flissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieBend mit einem RNase-freiem, vorgekiihlten Morser zu fei-
nem Pulver zerkleinert. In einigen Fallen wurden die in flussigem Stichstoff schockgefro-
ren Pflanzenteile auch in ein ebenfalls bereits vorgekihltes 2 ml-Eppendorf-Gefal gege-
ben, mit 2 Stahlkugeln (rostfreier Stahl, 5 mm Durchmesser, Retsch) versetzt und an-
schlieBend 1 min mit Hilfe der Kugelmihle MM400 (Retsch) bei 30 Herz zerkleinert und
gemischt. Die anschlieBende RNA-Extraktion erfolgte mit dem RNeasy Plant Mini Kit

(Qiagen) nach Herstellerprotokoll.

2.6.3 Abbau der genomischen DNA in Gesamt-RNA
Sollte die cDNA zur Durchfihrung von RT-PCRs (s. Kapitel 2.6.7.2) verwendet werden, so
wurden zuerst eventuelle Verunreinigungen durch genomische DNA mit Hilfe eines DNA-

Abbaus entfernt. Dazu wurde folgender Ansatz gewahlt:

Gesamt-RNA 1ug
10x Puffer (Fermentas) Tl
DNase | (1 U/ul; Fermentas) 1l
Wasser, RNase-frei ad 10 pl

Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert. Um die Aktivitdt des Enzyms zu stoppen,
wurde dem Ansatz anschliefend 1 pl einer 25 mM EDTA-LOsung zugesetzt und der Ansatz
fir 10 min bei 65°C inkubiert. Anschliefend wurde der Ansatz fiir die cDONA-Synthese ein-

gesetzt.
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2.6.4 cDNA-Synthese
Die cDNA-Synthese erfolgte durch Einsatz eines Oligo-dT-Primers (5'-GTC GAC TCG AGA
ATT CTT TTT TTT TTT TTT TTT-3'), der an das Poly-A-Ende der mRNA bindet. Dazu wurde

liberwiegend folgender Versuchsansatz gewahlt:

Gesamt-RNA (z.T. nach DNA-Abbau) 1ug
Oligo-dT-Primer (1 pmol/l) 5l
Wasser, RNase-frei ad 44 pl

Dieser Ansatz wurde 5 min bei 65°C erhitzt, um Sekundéarstrukturen der RNA aufzu-
schmelzen und anschlieBend kurz auf Eis abgekihlt. Danach wurden folgende Bestandtei-

le zum Ansatz dazu gegeben:

5x First Strand-Puffer (Invitrogen) 12 ul
0,1 MDTT 3ul
10 mM dNTPs (each) 4l
Reverse Transkriptase SuperScript™ 11l RT (200 U/pl) 1l

Das Umschreiben von Gesamt-RNA in cDNA erfolgte 60 min bei 55°C. Um Reverse Trans-
kriptase zu denaturieren, wurde der Ansatz anschlieBend 15 min bei 70°C erhitzt. Dieser
Ansatz wurde dann bis zum Einsatz fur alle folgenden Reaktionen, wie z. B. RT-PCR, bei

-20°C gelagert.

2.6.5 Agarosegel-Elektrophorese von Nukleinsduren

Zur Uberpriifung der Qualitdt und Quantitat von Nukleinsduren im Anschluss an eine PCR
(s. Kapitel 2.6.7), eine Restriktionsanalyse (s. Kapitel 2.6.9.2) und nach der RNA-Isolation
(s. Kapitel 2.6.2) wurden Agarosegel-Elektrophoresen durchgefiihrt. Desweiteren wurden
Agarosegele genutzt, um nach Restriktion von DNA-Konstrukten einzelne DNA-Fragmente
zur weiteren Klonierung zu separieren. Verwendet wurden standardmafig Agarosegele
mit einer Agarosekonzentration von 1 bis 3 %. Dazu wurde die entsprechende Menge an
Agarose (Qualitat: NEO Ultra-Qualitat; Roth) in 1x TBE-Puffer (s. Tabelle 11) geschmolzen,
mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Ethidiumbromid (Endkonzentration: 1,5 pg/ml; aus
Stammlésung: 10 mg/ml; Roth) versetzt und in einen Gelschlitten gegossen. Fir Fragmen-
te unter 200 bp hat sich eine spezielle Agarose fiir kleine Fragmente (Low Melting-
Agarose; MetaPhor) in einer Konzentration von 2,5 bis 3 % bewahrt. Nach dem Erstarren
des Gels wurden standardmaRig 5 ul der zu analysierenden Nukleinsdure-Probe mit 5 pl
Stopp-Losung (s. Tabelle 11) gemischt und in die Taschen pipettiert. Die elektrophoreti-

sche Auftrennung erfolgte in den Kammern Mini-Sub” Cell GT oder Wide-Mini-Sub’ Cell
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GT (Bio-Rad) in einem 1x TBE-Puffer. Als Spannungsgeber wurden entweder der LKB GPS
200/400 oder der EPS200 (beide Pharmacia) verwendet. Regular erfolgte die Trennung
bei 2,8 V/cm Elektrodenabstand fiir ca. 30 min. AnschlieRend wurde das Agarosegel mit
UV-Licht der Wellenldange 300 nm im Multilmager™ Light Cabinet (Alpha Innotech Corpo-

ration und mit der Software Alphalmage™) ausgewertet.

Tabelle 11: Losungen fiir die Agarosegel-Elektrophorese

10x TBE-Puffer Stopp-Lésung

Tris-Base 0,9M Xylencyanol 0,25 % (m/v)

Borsaure 0,9M Bromphenolblau 0,25 % (m/v)

EDTA 25 mM Ficoll 400 25 % (m/v)

Wasser EDTA 50 mM
Wasser

2.6.6 Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die Gehaltsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte UV-photometrisch mit dem Ultraspec
2100 pro (Amersham Biosciences). Die zu vermessende Probe wurde in einer 1:100-
Verdiinnung in einer Halbmikro-Quarzkiivette mit der Schichtdicke von 1 cm bei den Wel-
lenldngen 260, 280 und 320 nm vermessen. Bei 260 nm entspricht eine Absorption von 1
einer RNA-Konzentration von 40 ng/ul bzw. einer DNA-Konzentration von 50 ng/ul. Ver-
unreinigungen von Proteinen und phenolischen Substanzen werden bei 280 nm, solche
von Polysacchariden bei 320 nm miterfaRt. Daher kann Uber den Quotienten
260 nm/280 nm auf die Reinheit der Probe geschlossen werden. Bei reinen Proben liegt

dieser Wert zwischen 1,8 und 2,0.
Der Gehalt an Nukleinsduren wurde mit folgenden Formeln berechnet:
Konzentration der RNA (ng/ul) = Azeo nm X 40 x 100 (Verdiinnungsfaktor)

Konzentration der DNA (ng/ul) = Az60 nm X 50 x 100 (Verdiinnungsfaktor)

2.6.7 PCR

2.6.7.1 Standard-PCR
Die Polymerase-Ketten-Reaktion, kurz PCR, wurde 1983 von Mullis entwickelt und 1988
erstmals veroffentlicht (Saiki et al., 1988). Die doppelstrangige DNA wird im ersten Schritt,

der Denaturierung, aufgeschmolzen. Nach leichter Abkuhlung binden in der nun folgen-
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den Annealing-Phase Oligonukleotide an komplementéare Bereiche der DNA. In der dritten
Phase, der Elongation, werden diese Oligonukleotide durch eine DNA-Polymerase vom 5'-
zum 3‘-Ende verlangert, so dass wieder ein DNA-Doppelstrang entsteht. Diese drei Phasen

werden 20 bis 35 Mal wiederholt, so dass sich die DNA-Menge exponentiell vervielfaltigt.

Fir alle PCRs wurden folgende Gerate verwendet: Mastercycler Gradient, Mastercycler
Personal (beide Eppendorf), Gene Amp® PCR System 9700 und Gene Amp® PCR System
2400 (beide Applied Biosystems).

StandardmaRig wurde fiir eine PCR folgende Reaktion angesetzt:

Ansatz Standard-PCR

Forward-Primer (10 mM) 1pl
Reverse-Primer (10 mM) 1l
cDNA 1,5l
10x PCR-Puffer 2,5ul
MgCl, (50 mM) 0,50 pl
dNTPs (10 mM each) 0,50 pl
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul; Invitrogen) 0,25 pl
Wasser ad 25 pl
Programm Temperatur Zeit Zyklen
Primdrdenaturierung 95°C 3-5min
Denaturierung 95°C 45s
Annealing 50 - 65°C* 1 min 20-35x
Elongation 72°C 1-5 min**
Finale Elongation 72°C 10 min
15°C oo

* Die Annealing-Temperatur war abhangig von den verwendeten Primern. Normalerweise lag sie ca. 5°C unter deren
Schmelztemperatur.

** Die Elongationszeit wurde nach der Lange der amplifizierten Fragmente ausgewahlt. Je 1000 bp wurde 1 min Elonga-
tion gerechnet.

Neben der Tag-DNA-Polymerase (Invitrogen) wurden fur Standard-PCRs die GoTag®-DNA-
Polymerase (5 U/ml, Promega), die Pfu-DNA-Polymerase (2 — 3 U/ul; Promega) und die

Platinum® Pfx-DNA-Polymerase (2,5 U/ul; Invitrogen) nach Herstellerangaben verwendet.

FUr schwierige Templates, wie z. B. genomische DNA, wurde die AccuTag™ LA-DNA-

Polymerase (5 U/ul; Sigma) verwendet (s. Kapitel 2.11.1).
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2.6.7.2 Reverse Transkriptase (RT)-PCR

Die RT-PCR wurde zum einen verwendet, um in cDNA-Praparationen verschiedener Pflan-
zengewebe (s. Kapitel 2.6.4) mit degenerierten Primern nach neuen Diaminoxidasen zu
suchen. Zum anderen wurde sie mit genspezifischen Primern auch dazu verwendet, um

die Expression unterschiedlicher Gene in verschiedenen Gewebeteilen zu untersuchen.

2.6.7.2.1  RT-PCR mit degenerierten Primern

Um schon geringe Mengen von an die cDNA angelagerten Primern zu verlangern und die-
se dann zu amplifizieren, wurde ein Touch-Down-Programm gewahlt. Bei diesem Pro-
grammtyp wird die Annealing-Temperatur mit jedem Zyklus um 0,5°C verringert, um die
Spezifitdt der PCR-Reaktionen zu erhohen. AnschlieBend folgen noch einige Zyklen mit

konstanter Annealing-Temperatur.

Ansatz RT-PCR

degenerierter Forward-Primer (10 mM) 1l

degenerierter Reverse-Primer (10 mM) 1l

cDNA 1,5 ul

10x PCR-Puffer 2,5ul

MgCl, (50 mM) 0,50 pl

dNTPs (10 mM each) 0,50 pl
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul; Invitrogen) 0,25 pl

Wasser ad 25 pl

Programm Temperatur Zeit Zyklen
Primdrdenaturierung 95°C 5 min

Denaturierung 95°C 45s

Annealing 60°C 2 min 30x,-0,5°C
Elongation 72°C 3 min

Denaturierung 95°C 45s

Annealing 45°C 2 min 15 x
Elongation 72°C 3 min

Finale Elongation 72°C 10 min

15°C oo




Material und Methoden

2.6.7.2.2  RT-PCR mit genspezifischen Primern

Um die gewebespezifische Expression der drei in dieser Arbeit bearbeiteten Diaminoxida-
sen zu untersuchen, wurden Primer entworfen, die auf fiir jede Sequenz spezifische Be-
reiche gelegt wurden. Auf Grund der hohen Sequenzidentitat der drei Sequenzen wurden
die Primer in den recht unterschiedlichen 5-UTR-Bereich der Sequenzen gelegt (mehr zur
Lage der Primer s. Kapitel 3.2). Flr diese PCRs wurden der Standardansatz und ein Stan-

dardtemperatur-Programm wie unter Kapitel 2.6.7.1 gewahlt.

Zusatzlich zu den Proben wurden auch Positivkontrollen und Negativkontrollen durchge-
flhrt. Als Template fiir die Positivkontrollen wurde Plasmid-DNA von Konstrukten ver-
wendet, in die die zu amplifizierenden Sequenzbereiche integriert waren (pDE12-17,
s. Tabelle 53, Kapitel 7.2). In Negativkontrollen wurde Gesamt-RNA verwendet, die ge-
nauso wie die restliche Gesamt-RNA in einem cDNA-Ansatz der Umschreib-Prozedur
(s. Kapitel 2.6.4) unterzogen wurde. Jedoch wurde in diesen Ansdtzen keine Reverse
Transkriptase eingesetzt, so dass in der PCR nur eventuelle Verunreinigungen durch ge-

nomische DNA amplifiziert wurden.

2.6.7.2.3  Semiquantitative RT-PCR

Zur Analyse der Transkriptmenge der gentechnisch verdnderten HR-Klone wurde die Me-
thode der semiquantitativen RT-PCR verwendet. Nach Isolation der Gesamt-RNA aller
Proben (s. Kapitel 2.6.2), Abbau der genomischen DNA (s. Kapitel 2.6.3) und Umschreiben
der mRNA in cDNA (s. Kapitel 2.6.4) wurde zundachst fiir jedes Primerpaar die optimale
Zyklenanzahl, bei der sich die PCR in der exponentiellen Phase befindet, ermittelt. Dazu
wurde eine RT-PCR durchgefiihrt, bei der nach dem 20., 23., 26., 29., 32. und 35. Zyklus je
5 pl entnommen wurden. Diese Proben wurden anschliefend auf einem Agarosegel ana-

lysiert.

Ansatz PCR mit Probenentnahme

Forward-Primer (10 mM) 2 ul
Reverse-Primer (10 mM) 2 ul
cDNA 4ul
5x PCR-Puffer 10 pl
dNTPs (10 mM each) 1l
GoTaq®DNA-Polymerase (5 U/ul; Promega) 0,5 ul

Wasser ad 50 pl
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Programm Temperatur Zeit Zyklen
Primdrdenaturierung 95°C 2 min
Denaturierung 95°C 45s
Annealing 52,5-67°C 1 min 35 x*
Elongation 72°C 2-3 min
Finale Elongation 72°C 5 min

15°C oo

* Probenentnahme nach dem 20., 23., 26., 29., 32. und 35. Zyklus je 5 pl
Die endgiltigen RT-PCRs wurden dann mit einem 25 pl-Ansatz und dem Standardtemperatur-

Programm mit der ermittelten optimalen Zyklenanzahl durchgefiihrt.

2.6.8 Klonierung von PCR-Produkten

2.6.8.1 Hydrolyse von DNA mittels Restriktionsendonukleasen
Um ein mittels PCR amplifiziertes DNA-Fragment in einen Vektor zu klonieren, musste
zunachst sowohl das PCR-Amplifikat, als auch der Vektor geschnitten werden, um die fiir

die Ligation notwendigen kompatiblen Enden der DNA zu schaffen.

In der Regel wurden 15 - 20 pl des PCR-Ansatzes und 1 pg des Vektors fiur die Hydrolyse
eingesetzt. Der Hydrolyseansatz wurde nach Herstellerangaben der Restriktionsendonuk-
leasen (ausschliefRlich Fermentas) durchgefiihrt. Fir eine quantitative Hydrolyse wurden
die Ansdtze 3 Stunden geschnitten. Bei einigen Ligationen wurde das PCR-Produkt vor der
Hydrolyse noch durch Aufreinigung mit einem Kit von freien Nukleotiden und Polymera-

sen der PCR gereinigt (s. Kapitel 2.6.11.2).

AnschlieRend wurden sie mittels Agarosegel-Elektrophorese (s. Kapitel 2.6.5) mit an-
schlieBender Elution aus dem Gel (s. Kapitel 2.6.11.1) aufgereinigt. Die so geschnittene

und gereinigte DNA wurde fur die Ligation verwendet (s. Kapitel 2.6.8.2).

2.6.8.2 Ligation
Die DNA-Konzentrationen von Insert und Vektor wurden durch Auftragen von einigen
Verdiinnungen mittels Agarosegel-Elektrophorese analysiert. Durch Vergleich der Intensi-

taten der Banden im Agarosegel wurde unter Bericksichtigung der Molekularmasse bei-
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der Fragmente ein Verhaltnis von 1:10 (Vektor:Insert) errechnet und fir folgende Ligation

eingesetzt:

Vektor-DNA X pl
Insert-DNA yul

5x Ligase-Puffer (Invitrogen) 2 ul

T4 DNA Ligase (1 U/ul; Invitrogen) 1l
Wasser ad 10 pl

Der Ansatz ohne Ligase wurde 2 min bei 55°C erhitzt, um eventuell vorliegende Sekundar-
strukturen zu I6sen. Nach 2 min Abkihlen auf Eis wurde die Ligase zugegeben und der
Ansatz eine Stunde bei 25°C inkubiert. Zur Denaturierung der Ligase wurde der Ansatz
nach der Ligation 10 min lang bei 65°C erhitzt. Bis zur Transformation wurde der Liga-

tionsansatz bei -20°C aufbewahrt.

Bei Schwierigkeiten mit der Ligation wurde dieser Ansatz variiert. So wurden beispielswei-
se beim Verhéltnis von Vektor zu Insert ebenso Ansdtze von 1:3 und 1:5 getestet. Auch
bei Dauer und Temperatur der Ligation wurden Variationen durchgefiihrt, wie z. B. Ligati-

on Uber Nacht bei 15°C oder 4°C.

2.6.8.3 Klonierung in pGEM®-TEasy

Flr eine einfache Klonierung von PCR-Fragmenten eignet sich das pGEM®-TEasy-System
der Firma Promega. Werden PCR-Fragmente mit einer Tag-DNA-Polymerase amplifiziert,
so weisen sie an beiden Enden einen A-Uberhang auf. Der Vektor pGEM®-TEasy ist bereits
linear und hat an beiden offenen Enden T-Uberhinge. Bei Kontakt dieses Vektors mit ei-
nem PCR-Produkt hybridisieren die A-Enden des PCR-Produkts mit den T-Uberhéngen des
Vektors, so dass sie ligiert werden kdnnen. Somit ist weder fiir Vektor, noch fir Insert
eine vorherige Restriktion notig. Es ist jedoch auch nicht moglich das PCR-Produkt gerich-
tet in den Vektor zu integrieren. Da diese Methode jedoch vor allem dazu genutzt wurde,
PCR-Fragmente durch Sequenzierung zu Uberpriifen oder diese in einem Vektor zu kon-
servieren, ist eine Orientierung des Inserts nicht zwingend notwendig. Ein weiterer Vorteil
der Klonierung mit pGEM®-TEasy ist die Selektion der transformierten Klone mit der

Blau/WeiR-Selektion, die in Kapitel 2.6.9.1 ndher erlautert wird.

Die Klonierung in pGEM®-TEasy wurde auch zur Erstellung von Matrix-DNA fir die in vitro-

Transkription zur Sondensynthese fiir die in situ-Hybridisierung genutzt (s. Kapitel 2.7.3.1
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und 2.7.3.2). pGEM®-TEasy eignet sich dafur, weil die beiden notwendigen RNA-Promo-
toren (T7 und SP6) die Multi-Cloning-Site (MCS) des Vektors flankieren (s. Kapitel 7.1).

Die Durchfihrung der Klonierung mit pGEM®-TEasy wurde nach Herstellerangaben

durchgefiihrt.

2.6.8.4 Transformation

2.6.8.4.1  Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Die in der Arbeitsgruppe verwendeten Zellen wurden mit der Calciumchlorid-Methode
kompetent gemacht. Dazu wurde aus einer Vorkultur der kompetent zu machenden Zel-
len eine Hauptkultur von 50 ml angeimpft (s. Kapitel 2.3.3). Diese Kultur wurde bis zu ei-
ner ODggo Von 0,4 bis 0,5 bei 37°C angezogen und anschliefend bei 4°C 10 min lang bei
3000 rpm zentrifugiert, um die Zellen zu ernten. Das Pellet wurde sehr vorsichtig und un-
ter standigem Kiihlen in 25 ml einer 0,1 M CaCl,-L6ésung resuspendiert und anschlieBend
10 min auf Eis gekiihlt. Die Zellsuspension wurde erneut 5 min lang bei 4°C und 3000 rpm
zentrifugiert und das entstandene Zellpellet in 5 ml einer eiskalten 0,1 M CaCl,-Losung mit
15 % Glycerin resuspendiert. Bis zum Abfiillen der Zellen in 100 pl-Aliquotes wurde die
Suspension noch 12 bis 24 h bei 4°C gelagert. Die fertig aliqoutierten kompetenten Zellen

wurden bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Bei der Transformation von DNA-Konstrukten in A. rhizogenes (s. Kapitel 2.10.1) wurden
bereits kompetente Zellen vom VTT Technical Research Centre, Espoo, Finnland zur Ver-

fligung gestellt.

2.6.8.4.2  Transformation in kompetente E. coli-Zellen

StandardmaRig wurden alle Transformationen in kompetente E. coli-Zellen mit der Hitze-
schock-Methode durchgefiihrt. Dazu wurden 3 bis 5 pl eines Ligationsansatzes (s. Kapitel
2.6.8.2) mit 100 pl kompetenten Zellen vorsichtig gemischt. Nach 20-minlitiger Inkubation
auf Eis wurde der Ansatz im Eppendorf-GefaR fiir 45 s in ein Wasserbad mit einer Tempe-
ratur von 42°C gegeben. Durch die Warme wird die Membran, die durch das Calciumchlo-
rid (s. Kapitel 2.6.8.4) bereits poros ist, fur die einzuschleusende Plasmid-DNA durchl&ssig.
AnschlieRend wurde der Transformationsansatz zuerst 2 min auf Eis abgekihlt und dann
mit 275 pl eines auf 37°C angewdrmten SOC-Mediums (s. Kapitel 2.3.2) versetzt. Dieses

Medium fordert die Regeneration der durch den Hitzeschock labilen E. coli-Zellen. Zur
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weiteren Regeneration und Vermehrung der transformierten Zellen wurden diese zu-
nachst 60 min bei 37°C unter horizontalem Schitteln inkubiert, bevor 100 pl dieses Trans-
formationsansatzes auf einer LB-Platte (s. Kapitel 2.3.2) mit dem jeweiligen selektieren-
den Antibiotikum ausplattiert wurden. Nach einer Nacht bei 37°C konnten die nun ge-
wachsenen transformierten Bakterienkolonien zum Beispiel mit einer Miniprdparation
(s. Kapitel 2.6.10) und anschlieBender Restriktionsanalyse (s. Kapitel 2.6.9.2) auf den Liga-

tions- bzw. Transformationserfolg untersucht werden.

A. rhizogenes wurde mittels Elektroporation transformiert (s. Kapitel 2.10.1).

2.6.9 Selektion von positiven Klonen

2.6.9.1 Blau/Weif3-Selektion

Bei den Vektoren pGEM®-TEasy und pGEM®-3Z (Promega) konnte eine erfolgreiche Liga-
tion durch sogenannte Blau/WeiRk-Selektion nachgewiesen werden. Dafiir verantwortlich
ist das B-Galactosidase-Gen (lacZ-Gen), das in pGEM®-TEasy durch die MCS unterbrochen
ist. Wird ein PCR-Fragment erfolgreich in die MCS kloniert, so kann das Gen nicht voll-
standig und korrekt abgelesen werden und es entsteht eine weilRe Bakterienkolonie. Wird
jedoch keine DNA in die MCS integriert, so kann das B-Galactosidase-Gen vollstindig
transkribiert und translatiert werden. Die entstandene B-Galactosidase hydrolysiert das
artifizielle Glycosid X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) unter Galacto-
se-freisetzung zu 5-Brom-4-chlor-3-hydroxyindol, das zu einem blauen Farbstoff oxidiert.
Da das Gen unter der Kontrolle eines lac-Promotors steht, wird zusatzlich zum Transfor-
mationsansatz, dem selektierenden Antibiotikum und X-Gal noch Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) auf die LB-Platte gegeben, um die Transkription des -
Galactosidase-Gens zu induzieren. Desweiteren befindet sich auf dem pGEM®-TEasy-

Vektor ein B-Lactamase-Gen fir eine Ampicillin-Resistenz.

IPTG, X-Gal und Ampicillin wurden als Stammldsungen verwendet. IPTG wurde als 0,1 M
wassrige Losung bei 4°C gelagert, wihrend X-Gal in einer Konzentration von 50 mg/ml in
Dimethylform-amid gel6st wurde und anschlieRend lichtgeschiitzt bei -20°C gelagert wur-
de. Ampicillin wurde wie in Tabelle 1 beschrieben hergestellt und gelagert. Zur Herstel-

lung einer LB-Platte (ca. 25 ml) fir das Blau/WeiR-Screening wurden 100 ul der IPTG-,
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20 pl der X-Gal- und 25 pl der Ampicillin-Stammldsung (100 pg/ul) auf der fertigen LB-

Platte verteilt und einziehen gelassen.

2.6.9.2 Restriktionsanalyse
Im Anschluss an eine Minipraparation (s. Kapitel 2.6.10) wurde mit Hilfe der Restriktions-
analyse der Ligations- bzw. Transformationserfolg tberprift. Dazu wurde standardmaRig

folgender Ansatz gewahlt:

Plasmid-Losung 5ul
Restriktionsenzym 1 (10 U/pl) 0,1ul
Restriktionsenzym 2 (10 U/ul) 0,1ul
10x Restriktionspuffer 1l
Wasser ad 10 pl

Wurde nur ein Restriktionsenzym bendtigt, wurde 0,2 ul des Enzyms fir einen Ansatz
verwendet. Der Restriktionsansatz wurde 1 h bei der flir das jeweilige Restriktionsenzym
optimalen Temperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 5 pl des Ansatzes durch Gel-

elektrophorese im Agarosegel (s. Kapitel 2.6.5) analysiert.

2.6.9.3 PCR

Nach der Transformation von Agrobacterium rhizogenes (s. Kapitel 2.10.1) mit den RNAi-
und Uberexpressions-Konstrukten wurden ausgewihlte Klone mittels PCR auf das Vor-
handensein der Plasmid-DNA getestet. Dazu wurde von diesen Klonen wie unter Kapitel
2.10.1 beschrieben ein Zell-Lysat angefertigt. Dieses Lysat wurde in einer PCR unter den

folgenden Bedingungen mit den Klonierungsprimern eingesetzt:

Ansatz Screening-PCR

Forward-Primer (10 mM) 1l
Reverse-Primer (10 mM) 1l
Zell-Lysat 1l

10x PCR-Puffer 2,5ul
dNTPs (10 mM each) 0,75 pl
AmpliTag (5 U/ul; Roche Applied Systems) 0,25 pl
Wasser ad 25 pl




Material und Methoden

Programm Temperatur Zeit Zyklen
Primdrdenaturierung 95°C 2 min
Denaturierung 95°C 45s
Annealing 50°C 1 min 30 %
Elongation 72°C 3 min
Finale Elongation 72°C 10 min

15°C oo

2.6.10 Isolierung von Plasmid-DNA durch Minipriparationen

Eine Minipraparation wurde standardmaRig nach der Boiling-Methode (Holmes und Quig-
ley, 1981) durchgefiihrt. Dazu wurde von allen zu untersuchenden Klonen eine 7 ml-LB-
Kultur angefertigt (s. Kapitel 2.3.3). Zunachst wurden die Zellen von 1,5 bis 4,5 ml der Kul-
tur durch Zentrifugation geerntet. Die Zellen wurden in 500 pl STET-L6sung (s. Tabelle 12)
resuspendiert, mit 50 ul einer Lysozym-Losung (s. Tabelle 12) versetzt und 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine der Probe durch Erhitzen
bei 95°C fir 90 s gefallt und abzentrifugiert. Der Riickstand wurde mit Hilfe eines sterilen
Zahnstochers aus dem ReaktionsgefaR entfernt. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe
von 50 pl einer 7,5 mM Ammoniumacetat-Losung und 500 pl eiskalten Isopropanol mit
anschlieBender 15-minitigem Zentrifugation bei 4°C gefadllt. Das DNA-Pellet wurde bei
Raumtemperatur getrocknet und in 50 pl Tris-HCl pH 8 wieder aufgenommen. Zum Abbau
mitgeféllter RNA wurde dem Puffer RNase A (10 pg/ml) zugesetzt und die Proben nach

Resuspendierung fir 30 min bei 37°C inkubiert.

Um den Ligations- bzw. Transformationserfolg zu Gberpriifen, wurde die isolierte Plasmid-

DNA anschlieRend einer Restriktionsanalyse unterworfen (s. Kapitel 2.6.9.2).

Besonders reine Plasmid-DNA, wie sie zum Beispiel fiir die Sequenzierung notig ist, wurde

mit Hilfe des Kits Wizard Plus SV Miniprep (Promega) nach Herstellerangaben isoliert.
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Tabelle 12: Losungen fiir die Minipraparation

STET-L6sung Lysozym-L6ésung

Tris-HCl pH 8,0 50 mM Lysozym (aus Hithnerei) 10 mg/ml
EDTA 50 mM Tris-HCl pH 8,0 10 mM
Saccharose 8 % (w/v)

Triton X-100 0,5 % (v/v)

2.6.11 Reinigung von DNA

2.6.11.1 Aus einem Agarosegel

Im Anschluss an eine Restriktion (s. Kapitel 2.6.8.1) wurde der Restriktionsansatz meistens
auf ein Agarosegel aufgetragen. Nach der Elektrophorese, bei der sowohl Proteine, als
auch kleinere DNA-Fragmente abgetrennt wurden, wurde die Bande des Fragments, das
kloniert werden sollte, unter UV-Licht ausgeschnitten. Dabei wurde die DNA nur kurze
Zeit und moglichst schwachem UV-Licht ausgesetzt, um DNA-Schadigungen zu vermeiden.
Die DNA der ausgeschnittenen Bande wurde anschlieBend entweder mit dem QIAEX II-Kit
(Qiagen) oder dem NucleoSpin® Extract II-Kit (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben
isoliert. Die gereinigte DNA wurde danach z. B. flr die Ligation (s. Kapitel 2.6.8.2) oder die

in vitro-Transkription der in situ-Sonden (s. Kapitel 2.7.3.2) eingesetzt.

2.6.11.2 Aus einem PCR-Reaktionsansatz

Flr einige Klonierungen war es notwendig, die DNA eines PCR-Ansatzes von Enzymen und
lonen der PCR abzutrennen, um fir die Restriktion (s. Kapitel 2.6.8.1) optimale Bedingun-
gen zu schaffen. Dazu wurde entweder das QIAEX II-Kit (Qiagen) oder das NucleoSpin®

Extract II-Kit (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben verwendet.

2.6.12 Northern-Blot

2.612.1 RNA-Elektrophorese

Da RNA als einzelstrdangige Nukleinsdaure zu Sekundarstrukturen neigt, ist fir eine gute
Trennung ein denaturierendes Formaldehyd-MOPS-Gel notwendig. Dazu wurde zunachst
ein 1,2%iges Agarosegel gegossen, bei dem die Agarose in 1x MOPS-Puffer (s. Tabelle 13)
geschmolzen wurde. Nach leichtem Abkiihlen des Ansatzes wurde Formaldehyd in einer
Endkonzentration von 2 % (v/v) und Ethidiumbromid (Endkonzentration: 1,5 pug/ml) zuge-

setzt und in den mit RNase freiem Wasser griindlich ausgespiilten Gelschlitten gegossen.
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Jeweils 1 pg der zu untersuchenden Gesamt-RNA wurde mit halbem Volumen 2x RNA
Loading Dye (Fermentas) gemischt und 10 min lang bei 80°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und
dann in die Taschen des erstarrten Formaldehyd-MOPS-Gels pipettiert. Die elektrophore-
tische Trennung erfolgte in 1x MOPS-Puffer in einer ebenfalls gut mit autoklaviertem,

RNase-freiem Wasser gespulten Kammer bei 2,8 V/cm Elektrodenabstand fiir ca. 70 min.

Das Gel wurde bei 300 nm im Multilmager™ Light Cabinets (Alpha Innotech Corporation)
fotografiert, wobei auf eine moglichst kurze UV-Bestrahlung des Gels geachtet wurde.
AnschlieRend wurde das Gel zweimal 15 min in 20x SCC-Loésung (s. Tabelle 13) ge-
schwenkt, um das Formaldehyd zu entfernen und, falls unterschiedliche mRNAs detek-

tiert werden sollten, geteilt.

Tabelle 13: Puffer fiir die RNA-Elektrophorese

10x MOPS-Puffer 20x SSC-Lésung
3-Morpholino-O-propansulfonsdure 0,2M Nacl 3M
Na-Acetat 50 mM Na-Citrat 03 M
EDTA 10 mM

RNase freies Wasser

2.6.12.2 Kapillar-Blotting
Der Transfer der RNA auf eine positivgeladene Nylonmembran (Roche) erfolgte durch

Kapillar-Blotting nach folgendem Aufbau (s. Abbildung 6):

Glasplatte
l - <o

Zellstoff

Whatman-
Papier

bran

RNA-Gel —> |

Whatman-Briicke

Pufferreservoir

Gelschlitten

Abbildung 6: Aufbau des Kapillar-Blots fiir den Northern-Blot
Die Nylonmembran und das Whatmanpapier wurden vor dem Aufbau des Blots in Trans-

ferpuffer 20x SSC (s. Tabelle 13) dquilibriert. AuBerdem wurde das RNA-Gel mit den Ta-
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schen nach unten in den Aufbau gelegt. Wahrend des Blots wurden alle 30 min die Zell-
stoff-Tlcher erneuert, um eine hohe Saugkraft beizubehalten. Geblottet wurde insgesamt

5 Stunden.

Nach Beendigung des Blottens wurde die Nylonmembran 5 min in 2x SSC (s. Tabelle 13)
gewaschen. Dann wurde die RNA auf der noch feuchten Membran durch UV-Crosslinking
(Gerat: UV-Stratalinker 1800, Programm: Autocross, Stratagene) fixiert. Das Gel wurde zur

Kontrolle des vollstandigen Transfers nochmal fotografiert.

2.6.12.3 Hybridisierung

Zunachst wurde die Membran mit 6 ml DIG Easy Hyb-Puffer (Roche) in eine Hybridisie-
rungsflasche (150 mm lang, GL 45; Schott) gegeben und 30 min bei 68°C unter Drehen im
Hybridisierungsofen (HERAhybrid 6, Thermo) préhybridisiert. In dieser Zeit wurden die
Sonden fiir 5 min bei 80°C denaturiert und auf Eis abgekihlt. Pro nachzuweisender mRNA
wurden je 3 ul RNA-Sonde (ca. 100 ng/ul; s. Kapitel 2.7.3.2 und 2.7.3.3) mit 2 ml frischem
DIG Easy Hyb-Puffer gemischt. Die prahybridisierte Membran wurde mit diesem Sonden-

mix Uber Nacht bei 68°C im Hybridisierungsofen unter Drehen inkubiert.

Am nachsten Morgen wurde die Membran zweimal 5 min mit 2x SSC (mit 0,1 % SDS;
s. Tabelle 13) bei Raumtemperatur gewaschen. Zur Erhéhung der Stringenz wurde an-
schlieBend noch zweimal 15 min mit 0,1x SSC (mit 0,1 % SDS; s. Tabelle 13) bei 68°C ge-

waschen.

2.6.12.4 Detektion

Zunachst wurde die Membran 5 min in 1x Waschpuffer (s. Tabelle 14) gewaschen, bevor
dann bei einer 30-minttigen Inkubation die unspezifischen Bindungen mit 1x Blocking-
Losung (s. Tabelle 14) abgesattigt wurden. AnschlieRend folgte eine 30-minttige Inkuba-
tion mit einem Anti-DIG-AP-Antikérper (Roche), der 1:10.000 in 1x Blocking-Losung ver-
dinnt wurde. Dieser Antikorper bindet spezifisch an die in die Sonden integrierten
Digoxigenin-Molekile und hat eine alkalische Phosphatase (AP) gebunden. Nach zwei-
fachem Waschen (je 15 min) in 1x Waschpuffer und kurzer Aquilibrierung in 1x Puffer 2
(s. Tabelle 15) erfolgte die Detektion mit dem Substrat CDP-Star (Roche), das nach Her-
stellerangaben auf die Membran gegeben wurde. CDP (2-Chlor-5-(4-Methoxyspiro(1,2-
Dioxetan-3,2’-(5’-Chlor) Tricyclo[3.3.1.1.3,7]Decan)-4-yl)-1-Phenyl-phosphat, Dinatrium-
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salz) wird durch die an den Anti-DIG-Antikérper gebundene alkalische Phosphatase de-
phosphoryliert, was zu einer Lichtemission bei 477 nm fiihrt. Diese Emission wurde durch
Auflegen eines Rontgenfilms (X-OMAT™, XAR-5, Kodak) detektiert. Die Expositionszeit

betrug zwischen 10 und 60 min.

Tabelle 14: Wasch- und Blocking-Puffer fiir Membran-Blots

Bestandteile 10x Waschpuffer 10x Blocking-Puffer
Maleinsdure 100 mM 100 mM

NaCl 1,5M 1,5M

Tween 20 3% (v/v) -

Wasser

Tabelle 15: Puffer 2 fiir die Detektion

NaCl 0,1M
Tris-Base 0,1M
MgCl, 10 mM

2.7  insitu-Hybridisierung

2.7.1 Fixierung von Pflanzenmaterial fiir die mikroskopischen Untersuchun-
gen

2.71.1 FAA-Fixierung

Voruntersuchungen ergaben, dass sich fur die in situ-Hybridisierung die Formaldehyd-
Alkohol- (FAA-) Fixierung am besten bewahrte. Dazu wurde das Wurzelmaterial mit einem
sehr scharfen Skalpell in 3-5 mm lange Stiickchen geschnitten und in FAA-Fixierldsung

(s. Tabelle 16) gegeben.

Tabelle 16: FAA-Fixierlosung

Ethanol (unvergillt) 50 % (v/v)
Essigsdure 5% (v/v)
Formaldehyd (aus FA-Losung, 37 %) 3,7 % (v/v)
Triton X-100 0,1% (m/v)
Wasser, autoklaviert

Die Pflanzenteile wurden auf Eis eine Stunde lang mit mehrfachem Entliften im Vakuum
(ca. 0,2 bar) mit der Fixierlosung infiltriert. AnschlieRend wurden die Proben in frischer

Fixierlosung liber Nacht bei 4°C gelagert. Am ndchsten Tag wurden sie eingebettet.

Die FAA-Fixierlésung wurde auch leicht variiert verwendet. Dazu wurde Formaldehyd

(37%ig) durch festes Paraformaldehyd (ebenfalls in einer Endkonzentration von 3,7 %)
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ersetzt. Da jedoch Paraformaldehyd eine giftige, krebserregende und leicht zu inhalieren-

de Substanz ist, wurde diese Variante nur selten verwendet.

2.71.2 HOPE-Fixierung

Zusatzlich zur Standardfixierung mit FAA-Losung wurde das pflanzliche Gewebe mit einer
Fixierlosung fixiert, die fur die Fixierung von menschlichem und tierischem Gewebe ent-
wickelt wurde. Sie wurde von der DCS-Innovative Diagnostik-Systeme (Hamburg) ent-
wickelt und freundlicherweise kostenlos zur Erprobung zur Verfligung gestellt. Das HOPE-
System wurde speziell fir einen guten Erhalt der im Gewebe vorliegenden RNA entwickelt
und war somit fir in situ-Hybridisierung attraktiv. Getestet wurde dieses System bis dahin

jedoch nur an menschlichem und tierischem Gewebe.

2.7.2 Einbettung des fixierten Materials

2.7.2.1 Einbettung in Paraplast™ X-tra

Um die Gewebe-Proben fir die Einbettung in Paraplast™ X-tra, einem wachsartigen Ein-
bettmedium aus gereinigtem und gehartetem Paraffin, vorzubereiten mussten diese zu-
nachst dehydriert werden. Dazu wurde eine tert-Butanol-Reihe von 50 % bis 100 % ver-

wendet (s. Tabelle 17).

Tabelle 17: tert-Butanol-Reihe

Gehalt an Alkohol in Stufe

Bestandteile in VT 50% 70% 95%  100%  reinestert-
Butanol
Wasser 50 30 - - -
Ethanol, 95 %, unvergallt 40 50 45 - -
tert-Butanol 10 20 55 75 100
Ethanol, 100 %, unvergallt - - - 25 -
Erythrosin (Endkonzentration 0,05 % m/v) - - vorh. - -

Die Proben wurden eine Stunde in jeder Stufe (beginnend mit 50 % Alkohol) der tert-
Butanol-Reihe bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln inkubiert. Da reines tert-
Butanol bei Raumtemperatur fest ist, wurde die letzte Stufe bei 30°C im Brutschrank

durchgefiihrt. Diese Inkubation erfolgte tiber Nacht.

Am folgenden Tag wurden die Lésungen durch frisches, reines tert-Butanol ersetzt und

eine Stunde bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Halfte des tert-Butanols durch
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geschmolzenes Paraplast™ ersetzt und die Gewebeproben darin 4 Stunden bei ca. 60 -

62°C im Warmeschrank inkubiert.

AnschlieRend wurde die Lésung durch eine frische Mischung tert-Butanol/Paraplast™
(1:1) ersetzt und Uber Nacht bei 60°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die tert-
Butanol/Paraplast™-Mischung durch reines Paraplast™ ersetzt und weiterhin bei 60°C
inkubiert. Am 2. Tag wurde das Paraplast™ einmal erneuert. Am 3. Tag wurden die Pro-
ben dann zunéachst fir eine Stunde in frisches Paraplast™ gegeben und anschliefend in
Einmal-Einwageschalchen (Roth) ausgegossen. Die Gewebestlickchen wurden mit einer
auf 60°C vorgewarmten Pinzette ausgerichtet bevor die Blockchen bei Raumtemperatur

ausharteten.

Die Paraplast™-Blockchen wurden so geschnitten, dass jeweils ein Gewebestlck, fur die
weitere Anwendung vorteilhaft orientiert, in einem Block vorhanden war. Diese kleinen
Blockchen wurden mit flissigem Paraplast™ in den Kunststoffdeckel eines 5 ml-
SzintillationsgefaRes mit Gewinde geklebt, die ein festes Einspannen ins Mikrotom ermdog-

lichten.

Die so praparierten Paraplast™-Blocke wurden an einem Rotationsmikrotom (HM 355S,
Mikrotom) unter Verwendung von Einweg-Klingen (Histoknife® H, Heraeus Kulzer) mit
dem Handantrieb geschnitten. Die Schichtdicke betrug 10 um. Die entstandenen Schnitt-
bander wurden auf einem Tropfen destilliertem (!) Wasser auf einem Objekttrager unter
Warmeeinwirkung gestreckt. AnschlieBend wurde vorsichtig das Wasser abgesaugt und
die Schnitte noch 48 Stunden lang bei 37°C getrocknet, bevor sie fiir die in situ-

Hybridisierung verwendet werden konnten.

Als Objekttrager kamen Standardobjekttrager (Menzel) zum Einsatz, die adhasiv beschich-
tet wurden. Dazu wurden die Objekttrager fir 5 min in eine 2%ige 3-Aminopropyl-
triethoxysilan-Losung (in Aceton; Sigma) getaucht. AnschlieBend wurden sie 10 min bei
Raumtemperatur getrocknet und dreimal 5 min in frisch-entgastem Wasser gewaschen.
Vor Verwendung mussten die beschichteten Objekttrager noch Uber Nacht unter dem

Abzug getrocknet werden.
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2.7.2.2 Einbettung in Technovit® 8100

Flr die Einbettung in den hydrophilen Epoxidharz Technovit® 8100 (Heraeus Kulzer) wur-
den die fixierten Gewebeproben (s. Kapitel 2.7.1) in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe
(30, 50, 70, 90 und 2 x 100 %) jeweils 30 min entwdssert. Fir die Prdinfiltration wurde
zunachst Technovit® 8100 (mit 6 mg Harter | pro ml) mit Ethanol gemischt, so dass sich
eine Reihe mit aufsteigender Technovit®-Konzentration (20, 33, 66, 80 und 100 %) ergab.
Die Proben wurden in jeder Stufe der Technovit®-Reihe 15 min im Vakuum auf Eis inku-
biert. AnschlieRend wurden die Proben zwei Tage lang in 100%igem Technovit®, das nach
einem Tag gewechselt wurde, bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde zu neuem
Technovit® Harter 11 (3,3 % v/v) gegeben, der als Radikalstarter die Polymerisation auslost.
In diese Mischung wurden die Gewebe-Proben gegeben. Die Proben wurden in kleine
PCR-GefaRe Uberflihrt, bevor das Harz unter Luftausschluss bei 4°C auspolymerisierte. Die
ausgeharteten Proben wurden mit Technovit® 3040 (Anwendung nach Herstelleranga-

ben) aufgeblockt.

Die Epoxid-Blockchen wurden ebenfalls mit dem Rotationsmikrotom geschnitten. Wegen
der groBeren Festigkeit des Materials konnte eine Schnittdicke von 5 um erreicht werden.
Die Schnitte wurden ebenfalls auf adhasiv beschichtete Objekttrager aufgebracht, bei

Raumtemperatur getrocknet und bis zur in situ-Hybridisierung trocken gelagert.

2.7.3 Erstellung und Quantifizierung der Sonden fiir die in situ-Hybridisierung

2.7.3.1 Klonierung der DNA-Matrices zur Herstellung von RNA-Sonden fiir
die in situ-Hybridisierung

Um eine DNA-Matrix zur Herstellung der RNA-Sonden zu erstellen, wurden die zu detek-

tierenden Sequenzbereiche in einen Vektor kloniert, dessen Multi-Cloning-Site von zwei

RNA-Promotoren (T7 und SP6) flankiert wurde. Das ist notwendig, da das Insert spater fir

die Sense- und Antisense-Sonden in beide Richtungen abgelesen werden sollte.

2.7.3.2 in vitro-Transkription der RNA-Sonden

Fur die RNA-Sonden-Synthese ist es wichtig, ca. 1 ug hochreine, lineare Matrix-DNA zur in
vitro-Transkription einzusetzen. Das Plasmid wurde zunéachst linearisiert. Dies ist wichtig,
da die RNA-Polymerase nicht direkt hinter dem Insert ihre Arbeit abbricht und somit wei-

ter den Vektor abliest und dabei ,,run-around“-Produkte produziert, die fur die Hybridisie-
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rung ungeeignet sind. Der Restriktionsansatz wurde anschlieRend auf ein Agarosegel auf-
getragen. Die Bande des geschnittenen Konstrukts wurde aus dem Gel ausgeschnitten
und die DNA mit Hilfe des Kits QIAEX Il (Protokoll nach Herstellerangaben; Qiagen) aus
dem Gel isoliert (s. auch Kapitel 2.6.11.1).

Als weitere Moglichkeit wurde das Konstrukt in einer PCR als Template eingesetzt. Dazu
wurden Primer zugesetzt, die einige Basen vor und hinter der Klonierungskassette inklusi-
ve den beiden RNA-Promotoren binden. Hierdurch wurde in der anschlieRenden PCR ein
linearer DNA-Strang synthetisiert, der sowohl die beiden Promotoren, als auch das Insert
beinhaltet. Nach Kontrolle mit Hilfe einer Agarosegel-Elektrophorese wurde das PCR-
Produkt mit dem NucleoSpin® Extract II-Kit (Protokoll nach Herstellerangaben; Macherey
& Nagel) aufgereinigt und fir die in vitro-Transkription eingesetzt (s. auch Kapitel

2.6.11.2).

Der Reaktionsansatz der in vitro-Transkription war wie folgt zusammengesetzt:

Matrix-DNA (linear, gereinigt) 1lug
DIG-RNA-Labeling-Mix (Roche) 1,5 ug
T7-RNA-Polymerase (20 U/ul; Fermentas) oder 4 ul
SP6-RNA-Polymerase (20 U/ul; Fermentas) 0,4 ul
5x Transkriptionspuffer (Fermentas) 3ul
RNase Inhibitor (40 U/ul; Fermentas) 1yl
Wasser, RNase-frei ad 15 ul

Die Ansatze wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert, dann aliquotiert und anschliefend bei

-80°C eingefroren.

2.7.3.3 Dot-Blot fiir die Quantifizierung der RNA-Sonden
Um die DIG-markierten RNA-Sonden in einer geeigneten Konzentration einzusetzen, wur-

de nach der Synthese zunéachst die Konzentration mit Hilfe eines Dot-Blots abgeschatzt.

Dazu wurden Verdinnungen (10 ng/ul, 1 ng/ul, 0,1 ng/ul, 10 pg/ul und 1 pg/ul) einer
ebenfalls DIG-gelabelten Kontroll-RNA (100 ng/ul; Roche) angefertigt. AuRerdem wurden
auch die zu untersuchenden Sonden verdinnt (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000). Von jeder
Verdinnung und den unverdiinnten Losungen wurde je 1 ul auf eine positiv geladene
Nylonmembran (Roche) pipettiert, die nach dem Trocknen fiir 30 min bei ca. 120°C
trocken erhitzt wurde, um die RNA zu fixieren. Um unspezifische Bindungen zu reduzie-

ren, wurde die Membran 30 min in 20 ml 1x Blocking-Puffer (s. Tabelle 14) inkubiert.
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Nach 30 min wurden 5 pl des Anti-DIG-AP-Antikérper (Verdiinnung 1:5000, Roche) zuge-
geben. Dieser Antikorper bindet an die Digoxigenin-Molekille der Sonden und der
Kontroll-RNA. Nach 30 min Inkubationszeit wurde die Membran zweimal 15 min in 1x
Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran 2 min in 1x Puffer 2 (s. Tabel-
le 15) gewaschen und schlieBlich in Farbelosung (s. Tabelle 18) tiberfihrt. In dieser Farbe-
|I6sung setzt die alkalische Phosphatase, die an den Antikérper gebunden ist, die Reagen-
zien Nitroblau-Tetrazolium-Chlorid und 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat zu einem
violett-blauen Farbstoff um. Anhand der Farbintensitat wurden die Konzentrationen der

Sonden im Vergleich zur Kontroll-RNA bestimmt.

Tabelle 18: Farbel6sung fiir den Dot-Blot und die in situ-Hybridisierung

NBT (Stammlésung 100 mg/ml in DMF 70%ig in Wasser) 0,1875 mg/ml
BCIP (Stammldsung 50 mg/ml in DMFA) 0,2 mg/ml
Puffer 2

2.7.4 Durchfiihrung einer in situ-Hybridisierung

Da beim Arbeiten mit RNA (in diesem Fall sowohl die Target-RNA in den Gewebeschnit-
ten, als auch die RNA-Sonden) besondere Vorsicht vor ubiquitdr vorkommenden RNasen
erforderlich war, wurden alle Glasgerdte 4 bis 6 Stunden bei 200°C im Trockenschrank
(Memmert) gebacken, alle Stammldsungen mit RNase freiem Wasser angesetzt und alle

Verdiinnungen mit autoklaviertem Wasser zubereitet.

Wenn keine anderen Angaben gemacht werden, wurden alle Schritte bei Raumtempera-

tur durchgefiihrt.

2.7.41 Vorbehandlung der Schnitte

Um die in Paraplast™ eingebetteten (s. Kapitel 2.7.2.1) Gewebeschnitte den nachfolgen-
den Behandlungen zugdnglich zu machen, wurde zunachst das Einbettmedium entfernt.
Dazu wurden die Schnitte so lange in Roti-Histol (Roth), einem Xylol-Ersatz, geschwenkt,

bis alle Schnitte vollstandig entwachst waren.

AnschlieRend wurden die Schnitte zur Rehydrierung zweimal 5 min in 100%igem Ethanol,
je 7 min in 95%-, 70%- und 50%igem Ethanol (unvergallt) und anschlieBend zweimal 7 min

in Wasser inkubiert.
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Um im Gewebe die Permeabilitdt der Zellwande und Membranen zu erhéhen und damit
eine bessere Zuganglichkeit der Reagenzien zu schaffen wurden die Schnitte im Folgen-
den fur 30 min bei 37°C in einer Proteinase K-Losung (s. Tabelle 19) inkubiert.
AnschlieRend wurde die Losung durch einen kurzen Waschschritt mit 1x PBS-Puffer
(s. Tabelle 20) entfernt. Eventuell im Gewebe verbliebene Reste an Proteinase K wurden
durch eine Inkubation der Schnitte in einer Glycin-TBS-Losung (2 mg/ml in TBS-Puffer,
s. Tabelle 19) fur 2 min blockiert.

Nach zwei kurzen Waschschritten in 1x TBS-Puffer wurden die durch den Proteinase K-
Verdau labilen Protein-Protein- und Protein-Nukleinsdure-Bindungen mit einer Formalde-
hyd-Behandlung wieder stabilisiert. Dazu wurden die Schnitte 20 min in einer 3,7%igen-
Formaldehyd-PBS-Losung (unter dem Abzug) inkubiert. AnschlieRend wurde das Formal-

dehyd durch zweifaches Waschen in 1x TBS-Puffer fur je 5 min entfernt.

Um bei der spateren kolorimetrischen Detektion einen hohen Hintergrund durch unspezi-
fische Anlagerungen der RNA-Sonden an das Gewebe zu verhindern, wurde im nachsten
Schritt eine Acetylierung der basischen Aminogruppen durchgefiihrt. Dazu wurden die
Gewebeschnitte zunachst in einem 0,1 M Triethanolamin-Puffer (s. Tabelle 20) kurz in
einem Glasbad &quilibriert. Essigsdureanhydrid (Endkonzentration: 0,25 % v/v) wurde
unter starkem Rihren zugegeben. Die Objekttrager wurden so ins Glasbad gegeben, dass
unter ihnen ein Magnet langsam weiterriihren konnte. Auf diese Weise wurden die
Schnitte 10 min lang inkubiert. AnschlieBend wurden diese zweimal in 1x TBS-Puffer ge-

waschen.

Fir die folgende Hybridisierung sollte eine reproduzierbare, hohe Menge an Sonde im
pflanzlichen Gewebe vorliegen. Um das zu erreichen, musste dem Gewebe das Wasser
entzogen werden. Dazu wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Ethanol-Reihe
(50, 70, 95 und 100 %) mit je 5 min Inkubationszeit pro Schritt entwdssert. Die so behan-
delten Schnitte wurden nun zur Vorbereitung des nachsten Arbeitsschrittes durch Ver-

dunstung des Ethanols getrocknet.
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Tabelle 19: Puffer I fiir die in situ-Hybridisierung

Proteinase K-Losung, pH 8,0

10x TBS-Puffer, pH 8,0

Tris-Base 0,1M Tris-Base 0,1 M
EDTA 50 mM NacCl 1,5M
Proteinase K 20 ng/ml KCl 20 mM

Tabelle 20: Puffer Il fiir die in situ-Hybridisierung

10x PBS-Puffer, pH 7,2

0,1 M Triethanolamin-Puffer pH 8,0

NaCl 0,1M Triethanolamin 1,3 % (v/v)
KCl 20 mM Wasser

Na,HPO, 0,1M

KH,PO, 20 mM

2.7.4.2 Hybridisierung der Schnitte

Die im Dot-Blot (s. Kapitel 2.7.3.3) quantifizierten RNA-Sonden wurden in einem Hybridi-
sierungsmix, der sich wie folgt zusammensetzte, auf das trockene Gewebe (s. Kapitel

2.7.4.1) des Pflanzenschnittes gegeben:

Tabelle 21: Losungen fiir die Transkript-Hybridisierung

Hybridisierungsmix 10x Salzlésung, pH 6,8

10x Salzlésung 100 pl Nacl 3M
deionisiertes Formamid 400 pl Tris-Base 0,1M
33,33%ige Dextransulfat-Losung 300 pl Na,HPO, 0,1M
Hefe-tRNA-LSsung (50 mg/ml; Invitrogen) 20 pl EDTA 50 mM
RNase Inhibitor (40 U/ul; Fermentas) 1l

RNase freies Wasser 174 pl

Sense- oder Antisense-Sonde (ca. 100 ng/ul) S5l

Vor dem Zusammengeben aller Reagenzien wurde die Sonde 10 min im Formamid bei
80°C erhitzt und anschlieBend auf Eis gelagert, um Sekundarstrukturen in der RNA aufzu-
schmelzen. Desweiteren reduziert das verwendete Formamid die bendtigte Hybridisie-
rungstemperatur. Die 10x Salzlosung (s. Tabelle 21) stellte eine optimale lonenstarke ein
und das Dextransulfat beschleunigt die Bindung der Sonden an die Ziel-RNA im Schnitt.
Die Hefe-tRNA soll unspezifische Bindungen abblocken und somit den Hintergrund redu-
zieren. Um sowohl die Ziel-RNA, als auch die RNA-Sonden vor RNasen zu schiitzen, wird

dem Mix ein RNase-Inhibitor zugesetzt.

Auf die Objekttrager wurden 400 ul dieses Hybridisierungsmixes gegeben. Um ein Ab-
flieBen des Mixes Uber die Objekttragerkante zu verhindern, wurden die Schnitte auf dem

Objekttrager mit Roti®-Liquid Barrier (Roth) eingerahmt. Diese Substanz bildet um die
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Schnitte einen hydrophoben Rand, so dass wassrige Flissigkeit schlechter abflieRen kann.
Die Objekttrager wurden waagerecht in eine luftdicht abschliefende Box gelegt, die durch
in Wasser getranktes Filterpapier feucht gehalten wurde, um ein Austrocknen der Schnit-

te zu vermeiden. In dieser Box wurden die Schnitte Gber Nacht bei 50°C inkubiert.

2.7.4.3 Nachbehandlung der Schnitte

Bei den nachfolgenden Waschschritten macht man sich zu Nutze, dass ein hoher lonen-
gehalt stabilisierend, ein geringer hingegen destabilisierend auf die hybridisierten RNA-
Doppelstrange wirkt. Die Schnitte wurden somit mit steigender Stringenz je 1 Stunde zu-
erst mit 2x SSC-Losung (s. Tabelle 13), dann mit 1x SSC-Lésung und schliefRlich bei 60°C
mit 0,1x SSC-Losung gewaschen. Die nun noch ungebundenen RNA-Sonden wurden durch
eine 30 mindtige Inkubation in einer RNase A-Losung (s. Tabelle 22) abgebaut, um den
Hintergrund bei der Detektion zu reduzieren. RNase A baut spezifisch einzelstrangige RNA

ab. Daher bleiben Sonden-Ziel-mRNA-Doppelstrange unangetastet.

Tabelle 22: RNase A-Lésung

Nacl 0,5M
Tris-Base 10 mMm
EDTA 1mMm
RNase A (Roth) 20 ng/ml
2.74.4 Detektion der hybridisierten Transkripte

Um eine unspezifische Bindung des Anti-DIG-AP-Antikorpers (Roche) zu verhindern, wur-
den die Schnitte zuerst 30 min mit Puffer 1 (s. Tabelle 23) gewaschen und dann Uber
Nacht bei 4°C in Puffer 1 mit 2 % Rinderserumalbumin (BSA) geblockt. Am darauf folgen-
den Tag wurde der Anti-DIG-Antikorper zundchst 5 min bei 13 500 rpm zentrifugiert und
dann mit Puffer 1 mit 1 % BSA 1:200 verdiinnt. Von dieser Antikorper-Verdinnung wur-
den 200 pl auf jeden Objekttrager gegeben. Die Schnitte wurden anschliefend zwei Stun-

den lang in einer feuchten Box inkubiert.

Mit zwei Waschschritten &8 10 min mit Puffer 1 wurden danach die ungebundenen Anti-
korper entfernt. Anschliefend wurden die Schnitte zweimal 10 min lang in Puffer 2
(s. Tabelle 23) dquilibriert, um danach ca. 5 Stunden in der Farbeldsung (s. Tabelle 18) zu

entwickeln. Jede halbe Stunde wurden die Schnitte kurz mit Wasser abgespilt und im
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Lichtmikroskop auf die Farbmarkierung hin untersucht und wieder in die Farbelosung ge-

geben.

Tabelle 23: Puffer IV fiir die in situ-Hybridisierung

Bestandteile Puffer 1,pH 7,5 Puffer 2, pH 9,5
Nacl 0,15 M 0,1M

Tris-Base 0,1 M 0,1M

Triton X-100 0,15 % (v/v) -

MgCl, - 10 mM

2.8 Proteinchemische Methoden

2.8.1 Aufschluss der Bakterienkulturen

Flr die heterologe Expression von rekombinanten Proteinen, wurden wie in Kapitel 2.3.3
beschrieben, 100 ml einer E. coli-Kultur angezogen, und nach IPTG-Zugabe Uber Nacht bei
16 oder 30°C induziert. Diese Kultur wurde anschlieBend 20 min bei 4°C und 3500 rpm
(Sigma 6K15, Sigma) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Lysispuffer ohne Imidazol
(s. Tabelle 24) resuspendiert. Die Suspension wurden mit einer Spatelspitze Lysozym ver-
setzt und 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln inkubiert. Erst dann wur-
de das Imidazol in einer Endkonzentration von 20 mM zugesetzt, da Imidazol die Aktivitat
des Lysozyms beeintrachtigen kann. Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten bei 4°C. Die
Proben wurden mit Ultraschall aufgeschlossen (Sonifier Cell Disruptor 250, Branson;
10 min; 50 %; 3,0 Mikrotip) und erneut 20 min bei 4°C und 3500 rpm zentrifugiert. Zwi-
schenzeitlich wurden 150 pl Nickel-NTA-Agarosesuspension (Qiagen) mit Lysispuffer fir

die Reinigung des rekombinanten Proteins (s. Kapitel 2.8.2) dquilibriert.
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Tabelle 24: Lysispuffer pH 7,5 fiir den E. coli-Aufschluss

NaH,PO,* H,0 50 mM
NacCl 0,3M
B-Mercaptoethanol (direkt vor Gebrauch zugesetzt) 5mM
Imidazol 20 mM
Wasser

2.8.2 Reinigung der rekombinaten Proteine iiber Nickel-Affinitits-
Chromatographie

Der Uberstand des Sonifikats (s. Kapitel 2.8.1) wurde mit der Nickel-NTA-Agarose in ei-
nem Falconréhrchen zusammengegeben und eine Stunde bei 4°C auf einem end-over-
end-Schiittler (Pharmacia-LKB-Schlauchpumpe; modifiziert) inkubiert. Anschliefend wur-
de die Suspension auf eine PD10-Hllse mit Fritte gegeben und der Durchlauf in einem
Szintillationsgefal aufgefangen. Es wurde sechsmal mit je 1,5 ml Waschpuffer (s. Tabelle
25) gewaschen und alle Fraktionen aufgefangen. Um das Salz des Waschpuffers von der
Sédule zu spiilen, wurde mit 1,5 ml Lysispuffer (s. Tabelle 24) gespilt und der Durchlauf
aufgefangen. Anschliefend wurde das Protein mit 1,5 ml und anschliefend mit 1,0 ml

Elutionspuffer (s. Tabelle 25) in mehreren Fraktionen eluiert.

Tabelle 25: Puffer fiir die Proteinreinigung

Bestandteile Waschpuffer, pH 8,0 Elutionspuffer, pH 8,0
NacCl 1,5 mM -
Imidazol 40 mM 240 mM

Lysispuffer (s. Tabelle 24)

2.8.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um die Proteinexpression und His-Tag-Aufreinigung zu tberprifen, wurde die vertikale
SDS-PAGE eingesetzt (Sambrook et al., 1989). Durchgefiihrt wurde die Elektrophorese in
einer Mini-Protean® Il oder Ill Kammer der Firma Bio-Rad mit dem Power-Supply Pharma-
cia LKB Multidrive XL (Pharmacia) als Spannungsgeber. Fiir die SDS-PAGE wurden 2-
stufige Gele mit einer Schichtdicke von 0,75 mm gegossen, die aus einem 5%igen Sam-
mel- (s. Tabelle 26) und einem 12%igen oder 15%igen Trenngel (s. Tabelle 26) aufgebaut
waren. Nach dem Auspolymerisieren des Gels wurden die Taschen mit Hilfe einer Hamil-
ton-Spritze (maximales Volumen 20 pl, Hamilton) mit 1x Elektrodenpuffer (s. Tabelle 27)
grindlich gespdilt. Die mit SDS-Proben-Puffer (s. Tabelle 27) versetzten Proben wurden

zum Denaturieren der Proteine fiinf Minuten bei 95°C im Heizblock inkubiert. Anschlie-

45



46

Rend wurden sie mit der Hamilton-Spritze in die Taschen gegeben. Bei einem Kamm mit
10 Zahnen betrug das maximale Probenvolumen der Taschen 20 pl, bei 15 Zdhnen 15 pl.
Zusatzlich wurde als Molekulargewichtsstandard die Proteinleiter Protein Molecular
Weight Standard (Fermentas) aufgetragen. Es wurde eine konstante Spannung von 200 V

abnehmender Stromstarke (Startwert 75 mA) fiir ca. 50 min angelegt.

Tabelle 26: SDS-Sammel- und Trenngele

Sammelgel, 2 Gele Trenngel, 2 Gele
Bestandteile 5%ig 12%ig 15%ig
30 % Acrylamid Mix 0,83 ml 4 ml 5,0ml
1,5 M Tris-HCl pH 6,8 0,63 ml - -
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 - 2,5ml 2,5ml
10 % SDS-Losung 50 pl 0,1 ml 0,1 ml
10 % APS-Losung 50 pl 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 5ul 4ul 4ul
Wasser 3,4 ml 3,3ml 2,3ml
Tabelle 27: Puffer fiir SDS-PAGE
SDS-Probenpuffer (Laemmli-Puffer) 10x Elektrodenpuffer, pH 8,3
DTT 100 mM Tris-Base 30g
0,5 M Tris-HCl pH 6,8 50 mM Glycin 144 g
SDS 2% SDS 10 % (m/v)
Bromphenolblau 0,1% Wasser
Glycerin 10%
Wasser

2.8.4 Proteinfirbung

Um die Proteine im SDS-Gel zu detektieren, wurde eine Coomassie-Blau-Farbung durch-
geflihrt. Das Gel wurde fir mindestens eine Stunde in der Farbelésung (s. Tabelle 28),
dann genau 30 min in Entfarber | (s. Tabelle 29) und mindestens eine Stunde in Entfarber
Il (s. Tabelle 29) geschwenkt. AnschlieBend konnte das gefarbte Gel mit dem Multilma-
ge™ Light Cabinet (Alpha Innotech Corporation) abgelichtet werden, um dann entweder

unter Luftausschluss in Folie eingeschweilt oder in Entfarber Il gelagert zu werden.

Tabelle 28: SDS-Farbel6sung

Coomassie™-Blue R250 0,125 % (m/v)
Methanol (technische Qualitat) 50 % (v/v)
Eisessig 10 % (v/v)
Wasser
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Tabelle 29: Entfarber fiir die Proteinfarbung

Bestandteile Entfarber | Entfarber Il
Methanol (technische Qualitat) 50 % (v/v) 5% (v/v)
Eisessig 10 % (v/v) 7 % (v/v)
Wasser

2.9  Klonierung der RNAi- und Uberexpressions-Konstrukte mit dem Gate-

way®-System

Das Gateway®-System (Invitrogen) basiert auf der Fahigkeit von Bakteriophagen, Lambda-
DNA gerichtet in das Genom von E. coli einzubauen. Durch bestimmte Rekombinations-
Sequenzen (attB1 und attB2, s. Abbildung 7), die sowohl im Vektor, als auch im PCR-
Fragment enthalten sind, und einem Mix aus Bakteriophagen- und E. coli-Enzymen (Clo-
nase™ Enzyme Mix) ist eine direkte Rekombination des PCR-Fragments in den Donor-
Vektor pDOR221 (Invitrogen) ohne Restriktion und Ligation moglich. Dazu wird erst eine
BP-Rekombination durchgefiihrt. Der entstandene Entry-Klon wird anschlieRend mit ei-
nem Destination-Vektor in der LR-Rekombination eingesetzt, wie es in Abbildung 7 dar-
gestellt ist. Bei dieser Rekombination wurde das Gen in einen bindren Vektor integriert,
so dass ein Expressionsklon entstand. Als Destination-Vektoren fungierten fir die RNAI-
Konstrukte der Vektor pK7GWIWG2D(Il) und fiir die Uberexpressions-Konstrukte der Vek-
tor pH7WG2D (beide PSB Gent).

BP-Rekombination:

=™ b i i P = Al " -
o=k + ] T I,I:IEI + OO =1 1
attB-flankiertes Donor-Vektor | - Entry-Klon ! Nebenprodukt
PCR-Produkt \{I\B-.pDONRZZiJ‘)' "\\ 2.B. pDE08
PN e
LR-Rekombination:
\Z
-l ~ s - B i e i B
=]k | + [ W=~ rwae |~ R + == |
I. Entry-Klon | I Destination-Vektor 1 Expressi; Klon | I. Nebenprodukt .I
z.B.pDEOS_J_,)II "*-.QE.\:UGWIWGZD l\.\_\_\_z.B.pDEl /r'l
H““—-___- o g i x“aq____.pf"'r

Abbildung 7: Schema der Gateway®-Klonierung modifiziert nach dem Gateway®-Manual (Invitrogen).
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2.9.1 Einfithrung der Rekombinationsstellen durch PCR

Um die Sequenzen der RNAi- und Uberexpressionsprodukte klonieren zu kénnen, wurden
diese zunachst aus cDNA mittels PCR amplifiziert (s. Kapitel 2.6.4). Verwendet wurden
dazu Primer, die im Forward-Primer eine attB1-Sequenz, im Reverse-Primer eine attB2-
Sequenz beinhalteten. Die durch die PCR erhaltenen DNA-Fragmente wurden auf ein Aga-
rosegel aufgetragen und nach der Elektrophorese aus dem Gel eluiert (s. Kapitel 2.6.11.1).
Die so aufgereinigte DNA wurde anschliefend in der BP-Rekombination eingesetzt (s. Ka-

pitel 2.9.2).

2.9.2 BP-Rekombination

Fir jede BP-Rekombination wurde folgender Ansatz verwendet:

pDONR221 (150 ng/ul; Invitrogen) 1 pl (=50 fmol)
aufgereinigtes PCR-Produkt 50 fmol

BP Clonase™ Il Enzym Mix (Invitrogen) 2 ul

1x TE-Puffer (s. Tabelle 30) ad 10 pl

Die hochste Rekombinationsrate wurde erzielt, indem der Ansatz Uber Nacht bei 25°C
inkubiert wurde. AnschlieBend wurde 1 pl einer Proteinase K-Losung (2 ug/ul) zum Ansatz

zugegeben und 10 min bei 37°C inkubiert, um die Reaktion zu stoppen.

Tabelle 30: 10x TE-Puffer

Tris-Base 0,1M
EDTA 10 mM
Wasser

2.9.3 Transformation des BP-Rekombinationsansatzes

Der BP-Rekombinationsansatz (s. Kapitel 2.9.2) wurde dann in folgender Transformation

eingesetzt:
BP-Rekombinationsansatz 1l
Shot® OmniMax™2-T1-Zellen (Firma Invitrogen) 50 pl

Die Transformation erfolgte wie in Kapitel 2.6.8.4.2 beschrieben. Selektiert wurde mit
Kanamycin (50 pg/ml) auf das Vorhandensein des Vektors. Ein erfolgreich rekombiniertes
Konstrukt wurde mit Hilfe des ccdB-Gens, eines sogenannten Selbstmordgens, selektiert.

Da der nicht-rekombinierte pPDONR221-Vektor dieses fiur die Zellen tédliche Gen besitzt,
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das bei erfolgreicher BP-Rekombination durch das Zielgen ersetzt wird, tberleben nur

solche Zellen die Transformation, die ein rekombiniertes Konstrukt aufgenommen haben.

Zusétzlich zur Selektion Uber das ccdB-Gen wurden die transformierten Zellen mit Hilfe
der Minipraparation (s. Kapitel 2.6.10) und anschliefender Restriktionsanalyse (s. Kapitel
2.6.9.2) auf erfolgreiche Integration des Gens untersucht. Von Klonen, bei denen das
Konstrukt nachgewiesen wurde, wurde zum Erhalt besonders reiner Plasmid-DNA eine
Spinpradparation mit dem Kit Wizard Plus SV Miniprep (Promega) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt (s. Kapitel 2.6.10). Diese DNA wurde fir die anschlieRende LR-
Rekombination (s. Kapitel 2.9.4) eingesetzt. Desweiteren wurden diese Konstrukte

kontrollsequenziert (s. Kapitel 2.12).

2.9.4 LR-Rekombination

Fur die LR-Rekombination wurde folgender Ansatz verwendet:

Entry-Klon 150 ng
pH7WG2D,1 oder pK7GWIWG2D(II) 150 ng
LR Clonase™ Il Enzym Mix (Invitrogen) 2 ul

1x TE-Puffer ad 10 pl

Die hochste Rekombinationsrate wurde erzielt, indem der Ansatz iber Nacht bei 25°C
inkubiert wurde. AnschlieBend wurde 1 pl einer Proteinase K-Lésung (2 pg/ul) zum Ansatz

zugegeben und 10 min bei 37°C inkubiert, um die Reaktion zu stoppen.

2.9.5 Transformation der LR-Rekombination

Der LR-Rekombinationsansatz (s. Kapitel 2.9.4) wurde dann in folgender Transformation

eingesetzt:
LR-Rekombinationsansatz 1l
TOP10-Zellen (Invitrogen) 50 pl

Die Transformation erfolgte wie in Kapitel 2.6.8.4.2 beschrieben. Die Selektion auf die

Integration des Vektors erfolgte mit Spectinomycin (500 pg/ml).

Die transformierten Zellen wurden mit Hilfe der Minipraparation (s. Kapitel 2.6.10) und
anschlieBender Restriktionsanalyse (s. Kapitel 2.6.9.2) auf erfolgreiche Integration des
Gens untersucht. Von Klonen, bei denen das Konstrukt nachgewiesen wurde, wurde zum

Erhalt besonders reiner Plasmid-DNA eine Spinpraparation mit dem Kit Wizard Plus SV
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Miniprep (Promega) nach Herstellerangaben durchgefuhrt (s. Kapitel 2.6.10). Diese DNA

wurde flr die Transformation in Agrobacterium rhizogenes verwendet (s. Kapitel 2.10.1).

2.10 Transformation von Pflanzen

2.10.1 Transformation der RNAi-Konstrukte in Agrobacterium rhizogenes

Zur Transformation von Agrobacterium rhizogenes wurden 40 pl der chemisch kompeten-
ten Zellen mit 50 — 100 ng des Plasmides gemischt. Dazu sollte die Plasmidldsung mog-
lichst wenige Salze enthalten, da sonst bei der anschliefenden Elektroporation Fehler
auftreten konnten. Zur Elektro-poration wurden ein GenePulser und ein PulsController

von BioRad verwendet.

Zur Regeneration der transformierten Zellen wurden diese mit 1 ml SOC-Lésung (s. Tabel-
le 7) gemischt und 1 h bei 37°C unter Schitteln (230 rpm) inkubiert. AnschlieRend wurden
unterschiedliche Mengen der Zellsuspension auf YEB-Platten (s. Tabelle 8) mit den Anti-
biotika Spectinomycin (100 mg/l), Streptomycin (20 mg/I) und Rifampicin (100 mg/l) aus-
plattiert. Die YEB-Platten wurden Uber 48 h bei 28°C im Dunklen inkubiert.

2.10.2 Kontrolle des Transformationserfolges

Um den Transformationserfolg zu tberprifen, wurden anschlieBend mehrere Kolonien
gepickt und auf einer neuen Platte mit Selektionsmarker ausgestrichen. Diese wurde
ebenfalls 48 h lang unter den oben genannten Bedingungen inkubiert. AnschlieRend wur-
de von jedem ausgestrichenen Klon eine Impfose Bakterien in 300 ul TE-Puffer (s. Tabelle
30) suspendiert. Diese Suspension wurde dann 5 min im Wasserbad bei 100°C erhitzt, um
die Zellen aufzuschlieRen. AnschlieRend wurden durch 10-minitige Zentrifugation mit
13000 rpm bei 4°C die denaturierten Proteine pelletiert und der klare Uberstand abge-
nommen. Fiir eine Standard-PCR zur Uberpriifung auf das zu integrierende Plasmid wurde

1 pl dieses Uberstandes eingesetzt (s. Kapitel 2.6.9.3).

2.10.3 Infektion der Pflanzen
Die Infektion der Pflanzen und erste Kultivierung der HR-Klone wurde am VTT Technical
Research Centre Finland, Espoo, durchgefiihrt. Die anschlieRenden Analysen wurden

Uberwiegend am Botanischen Institut der Universitat Kiel durchgefihrt.
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2.10.3.1 Pflanzen aus dem Gewachshaus

Um Pflanzen aus dem Gewaéchshaus fir die folgende Infektion verwenden zu kdnnen,
mussten diese zuerst oberfachensterilisiert werden. Dazu wurden junge, aber vollstandig
differenzierte Blatter von Senecio vernalis und Nicotiana tabacum moglichst tief unten am
Blattstiel abgeschnitten. Diese wurden 1 min lang in einem Bad aus 70 %igem Ethanol
entwachst. AnschlieBend wurden sie ca. 10 min lang in einer Lésung aus 0,6 % Hypochlo-
rid in sterilem Wasser unter Zusatz einiger Tropfen Tween 20 und Rihren sterilisiert. Zur
vollstandigen Entfernung der Losung wurden die Blatter dann sechsmal mit sterilem Was-
ser gewaschen und dann zum oberflachlichen Trocknen auf sterilem Papier ausgelegt.
AnschlieRend wurden die durch die Desinfektion angegriffenen Enden der Blattstiele ab-

geschnitten und die Blatter infiziert (s. Kapitel 2.10.3.2).

2.10.3.2 Pflanzen aus der Sterilkultur
Da die Blatter von Pflanzen aus Sterilkultur nicht mehr desinfiziert werden mussten,
konnten diese direkt nach dem Abschneiden von der Pflanze zur Infektion verwendet

werden.

Die zu verwendenden Agrobakterien wurden 48 h vor der Infektion auf einer YEB-Platte
(s. Tabelle 8) mit Antibiotika (s. Tabelle 9) frisch ausgestrichen. Zur Infektion der Pflanze
sollten auch nur solche Bereiche der Bakterienkultur auf der Platte verwendet werden,
die frisch gewachsen waren, also die Randbereiche. Altere Bakterien ohne Kontakt zum
Medium und den darin enthaltenen Selektionsmarkern kénnen sich ohne die zu trans-

formierenden Plasmide weitervermehren.

Zur Infektion wurde die Spitze einer sterilen Kanile in den Rand der Bakterienmasse ge-
taucht. Mit dieser Spitze wurde anschliefend ca. % der Mittelrippe des zu infizierenden
Blatts in regelmaRBigen Abstanden quer angeritzt. Dabei war darauf zu achten, dass die
Mittelrippe nicht vollstédndig durchtrennt wurde, um eine spatere Versorgung des gesam-

ten Blattes zu gewahrleisten.

Die so infizierten Blatter wurden dann, je nach Blattform, entweder auf Platten mit Gam-
borg- BS5mod ohne Antibiotikum, mit dem Blattstiel leicht ins Medium gedriickt, gelegt
oder in Kasten mit selbigem Medium ins Medium gesteckt. Die zweite Methode empfahl

sich bei schmalen, langlichen Blattern. Bei dieser Blattform wurden beim Auflegen des
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Blattes leicht Agrobakterien tGber den Blattrand hinaus auf das Medium gewischt, die sich

in den Tagen nach der Infektion so stark vermehrten, dass das infizierte Blatt abstarb.

2.10.4 Pflege der infizierten Pflanzen

Die infizierten Blatter wurden etwa eine Woche lang auf Gamborg B5mod-Medium
(s. Tabelle 4) ohne Antibiotikum belassen. Bildeten sich wahrend dieser Zeit schon Kolo-
nien von Agrobakterien, dann wurden die Blatter wenn nétig zuerst mit einem sterilen
Papiertuch von der Bakterienmasse befreit und dann auf Gamborg B5mod-Medium mit
Cefotaxim (500 mg/l) und Meropenem (10 mg/l; Handelsname Meronem®, Astra Zeneca)
gesetzt. Alle anderen Blatter wurden nach einer Woche auf dieses antibiotikahaltige Me-

dium tberfihrt.

Nach etwa 10 Tagen wurden die Wurzeln, die ca. 5 mm lang waren, vorsichtig vom Blatt
abgeschnitten und auf Gamborg B5mod-Mediumplatten mit Cefotaxim (500 mg/l) und
Meropenem (10 mg/l) gelegt. Diese Wurzeln wurden ebenfalls im Dunklen bei ca. 25°C

weiterkultiviert.

Bei gutem Wachstum dauerte es etwa 2 bis 3 Wochen, bis die so genannten Hairy Root
(HR)-Klone die komplette Petrischale ausgefillt hatten. Zum Erhalt der HR-Klone wurde
dann ein moglichst verzweigtes Wurzelstilick herausgeschnitten und auf eine frische Me-
dienschale gelegt und in dieser weiter kultiviert. Nach dem zweiten oder dritten Mal Um-
setzen auf antibiotikahaltiges Medium wurde ein Aliquot des HR-Klons auf antibiotika-
freies Medium umgesetzt. Wenn auf diesem Medium keine Agrobakterien mehr wuch-

sen, wurde der HR-Klon ausschlieBlich auf antibiotika-freiem Medium kultiviert.

2.11 Analyse der transformierten Hairy Root-Klone

2.11.1 PCR auf rolB, attB und virD1

Nach der Selektion aller HR-Klone auf Selektionsmedium wurden solche Klone, die auf
Selektionsmedium unverandert weiterwuchsen, auf weitere Merkmale einer erfolgrei-
chen Transformation untersucht. Zu den Merkmalen einer erfolgreichen Transformation
gehort unter anderem der Einbau des agrobakterieneigenen ro/B-Gens vom R;-Plasmid

und der in das Agrobacterium transformierte Fremd-DNA, die sich zwischen den attB-
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Rekombinationsstellen in der T-DNA des binaren Pflanzenvektors befindet. Die HR-Klone

wurden auf das Vorhandensein dieser beiden Genabschnitte durch PCR lberpriift.

Eine Standard-PCR zur Uberpriifung auf das ro/B-Gen wurde wie folgt durchgefiihrt:

Ansatz rolB-PCR
Forward-Primer rolB3for (10 mM) 1pl
Reverse-Primer rolB3rev (10 mM) 1l
genomische DNA 1,5ul
10x PCR-Puffer 2,5 ul
DMSO (2 99,9 %) 0,5 pl
dNTPs (10 mM) 1,25 pl
AccuTag™ LA-DNA-Polymerase (5 U/ul; Sigma) 0,20 pl
Wasser ad 25 pl
Programm Temperatur Zeit Zyklen
Primdrdenaturierung 98°C 30s
Denaturierung 94°C 15s
Annealing 54°C 20s 35x
Elongation 68°C 20 min
Finale Elongation 2.11.2 68°C 2.11.3 10 min
15°C oo

Eine Standard-PCR zur Uberpriifung auf die Genabschnitte zwischen der attB1- und attB2-

Sequenz wurde wie folgt durchgefihrt:

Ansatz attB-PCR

Forward-Primer DEattBfor (10 mM) 1l
Reverse-Primer DEattBrev (10 mM) 1l
genomische DNA 1,5ul
10x PCR-Puffer 2,5ul
DMSO (2 99,9 %) 0,5 pl
dNTPs (10 mM) 1,25 pl
AccuTag™ LA-DNA-Polymerase (5 U/ul; Sigma) 0,20 pl
Wasser ad 25 pl
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Programm Temperatur Zeit Zyklen
Primdrdenaturierung 98°C 30s
Denaturierung 94°C 15s
Annealing 60°C 20s 30 x
Elongation 68°C 20 min
Finale Elongation 68°C 10 min

15°C oo

Desweiteren war es wichtig zu iberprifen, ob die untersuchten Proben genomischer DNA

frei von DNA waren, die von Agrobakterien stammten, die bei der DNA-Extraktion noch

am Wurzelmaterial anhafteten. Dazu wurden mit allen Proben genomischer DNA PCRs auf

das agrobakterieneigene virD1-Gen durchgefihrt:

Ansatz virD1-PCR

DEvirDfor (10 mM) 1l
DEvirDrev (10 mM) 1l
genomische DNA 1,5 ul
10x PCR-Puffer 2,5ul
DMSO (= 99,9 %) 0,5 ul
dNTPs (10 mM) 1,25 ul
AccuTag™ LA-DNA-Polymerase (5 U/ul; Sigma) 0,20 pl
Wasser ad 25 pl
Programm Temperatur Zeit Zyklen
Primdrdenaturierung 98°C 30s
Denaturierung 94°C 15s
Annealing 57°C 20s 35 x
Elongation 68°C 20 min
Finale Elongation 68°C 10 min
15°C oo
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2.11.4 GUS-Test

Zur Uberpriifung der Transgenitdt und Funktion des transformierten GUS-Gens wurden
solche HR-Kulturen, die mit dem GUS-Konstrukt (s. Abbildung 25, Kapitel 3.6.2.1) trans-
formiert worden waren, mit einem GUS-Farbetest untersucht (Urao et al., 1999). Dazu
wurde ein Stlick der zu untersuchenden Wurzel zusammen mit 1 ml GUS-Puffer (s. Tabelle
31) in ein 1,5 ml-ReaktionsgefdRR gegeben. Flir 30 min wurde ein Unterdruck von ca.
0,8 bar angelegt, um das Gewebe besser mit dem Puffer zu infiltrieren. AnschlieRend
wurde die Probe ca. 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Eine intensive Blaufarbung der Wurzel
zeigte ein funktionsfahig integriertes gus-Gen an. Da die Wurzeln nicht durch Chlorophyll
grin gefarbt waren, war eine anschlieBende Entfarbung mittels Ethanol nicht notwendig.

Der GUS-Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert, die X-Gluc-Stammldsung bei -20°C.

Tabelle 31: Losungen fiir den GUS-Test

GUS-Puffer, pH 7,0 X-Gluc-Stammldsung
Na,HPO, 50 mM X-Gluc (Roth) 10 mM
EDTA 10 mM DMF

KsFe(CN)s 0,5M

Triton X-100 0,1% (m/v)

DMSO 2% (m/v)

X-Gluc; direkt vor Gebrauch zugesetzt aus Stammldsung 2 mg/ml

B-Mercaptoethanol; direkt vor Gebrauch zugesetzt 0,05 % (v/v)

Wasser

2.11.5 Isolierung der Pyrrolizidin-Alkaloide aus den transgenen Senecio verna-
lis-HR-Klonen

2.11.51 Vorbereitung der transgenen Hairy Root-Klone fiir die Pyrrolizi-
din-Alkaloid-Extraktion

Die HR-Klone wurden wie unter Kapitel 2.2.3 angezogen und nach dem Ernten bei -20°C

eingefroren. Die gefrorenen Wurzeln wurden anschlieRend tber Nacht gefriergetrocknet

(Beta I, Christ). Das so getrocknete Material wurde in der Kugelmihle MM400 (Retsch)

zerkleinert und bis zur Extraktion der PAs luftdicht-abgeschlossen gelagert.

2.11.5.2 Isolierung der Pyrrolizidin-Alkaloide
Zur lIsolierung der PAs wurde zundchst 0,025 g des gefriergetrockneten, pulverisierten
Pflanzenmaterials eingewogen und in 10 ml 0,1 N H,SO, suspendiert. Der Suspension

wurden 31,25 ul eines internen Heliotrin-Standards (1 mg/ml in 0,1 N H,SOj; Latoxan)
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zugesetzt. Das Material wurde 30 min unter Rihren extrahiert, anschlieBend abzentrifu-
giert und das Pellet erneut mit internem Standard versetzt und 30 min mit 10 ml 0,1 N
H,SO, extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden durch Zugabe von konzentrierter
Schwefelsaure auf einen Gehalt von 0,5 N H,SO, eingestellt und mit tberschiissigem Zink-
staub (KorngroBe < 63 um, Roth) versetzt. Die anschlieRende Reduktion der PA-Oxide
erfolgte finf Stunden unter starkem Rihren. Zum Abtrennen des restlichen Zinkstaubs
wurde der Extrakt 5 min bei 4700 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit NH,OH-
Losung auf pH 10 eingestellt und zum Binden des wassrigen Losungsmittels auf eine mit
Extrelut® NT (1,4 ml wassrige Phase/g Saulenmaterial; Merck) gefillte Siule gegeben.
Nach 20 min, in denen das Sdulenmaterial die wassrige Phase gebunden hatte, wurden
die PAs mit 40 ml Dichlormethan (Qualitat ,, Pestillyse®“, 99,9 %, Roth, eigene Destillation)
von der Saule eluiert. Das Losungsmittel wurde unter leichtem Druckluftstrom abge-
dampft und die PAs in 125 ul Methanol (Qualitat ,fur die Gaschromatographie®, Merck)
aufgenommen. Dieser Extrakt wurde anschlieBend gaschromatographisch analysiert

(s. Kapitel 2.11.6).

2.11.6 Untersuchung der Alkaloid-Spektren mittels Gaschromatographie (GC)

Die gaschromatographischen Analysen wurden mit dem Gerdt GC-2010 (Shimadzu)
durchgefiihrt. Das Gerdt wurde Uber einen PC mit der Software LABsolutions gesteuert.
Der Probenauftrag erfolgte tiber den Autosampler AOC-20i (Shimadzu) bei 250°C mit ei-
nem Injektionsvolumen von 1 pl ohne Split. Zur Analyse der PAs lag die Anfangstempera-
tur bei 70°C. Diese Temperatur wurde 3 min gehalten, bevor sie mit 6°C/min auf 300°C
angehoben wurde. 300°C wurden anschlieBend noch mal 3 min gehalten. Der Druck des
Tragergases Helium betrug 140,5 kPa. Eingesetzt wurde eine BP-1-Sdule mit einer Lange
von 30 m, einem Innendurchmesser von 0,25 mm und einer Schichtdicke der flissigen
Saulenphase von 0,25 um. Die Detektion erfolgte simultan durch FID (Flammen-
ionisationsdetektor) und FTD (Flammenthermoionischer Detektor). Durch Zugabe von
Heliotrin als internen Standard erfolgte eine semiquantitative Auswertung der PAs, indem
die Flachen der integrierten Peaks der Senecio-PAs Senecivernin, Senecionin und Senkir-

kin auf die des Heliotrins bezogen wurden.
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2.11.7 Isolierung und Analyse der transgenen Tabak-HR-Klone
Die Isolation der Tabak-Alkaloide und deren Analyse mittels *H-NMR wurden in Abwesen-

heit im VTT durchgefiihrt und werden daher nicht weiter erldutert.
2.12 Sequenz-Analyse mit Hilfe von Computerprogrammen und Datenbanken

2.12.1 GCG

Das Softwarepaket ,,Wisconsin Package” der Accelrys enthélt eine Vielzahl an Anwendun-
gen zur Sequenzanalyse von Proteinen und Nukleinsduren. Dieses Programm wurde stan-
dardmaRig zur Erstellung von Alignments und zum Uberpriifen und Vergleichen von Se-

quenzierungsdaten verwendet.

https://gcg.gwdg.de/

2.12.2 Chromas
Um die Sequenzierungsdaten visuell zu Uberprifen, wurden die Daten der Firma MWG

mit diesem Programm geoffnet und als Chromatogramm gedruckt.

http://www.technelysium.com.au/chromas.html

2.12.3 GeneDoc
Mit diesem Programm ist es moglich, Protein- und Nukleinsdure-Alignments mit mehre-

ren Sequenzen zu analysieren und schattiert nach Sequenz-Ahnlichkeit darzustellen.

http://www.psc.edu/biomed/genedoc/

2.12.4 BLAST
Das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) findet zwischen Sequenzen Regionen loka-
ler Ahnlichkeit. Das Programm vergleicht Nukleinsdure- und Proteinsequenzen mit Se-

quenzen in der Datenbank und gibt die statistische Trefferquote dazu an.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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2.12.5 Tair Restriction Analysis
Mit diesem Internet-Tool wurden Sequenzen auf ihre Restriktionsschnittstellen analysiert.

Es gibt an, welche Enzyme an welcher Stelle schneiden bzw. welche Restriktionsenzyme

nicht schneiden.

http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/RestrictionMapper.pl



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Heterologe Expression von SVAO3

Sabine Denker identifizierte im Rahmen ihrer Doktorarbeit (Denker, 2008) aus Senecio
vernalis drei Diaminoxidasen (DAOs), die SVAO1, SAVO2 und SVAO3 genannt wurden. Um
zu Uberprifen, ob eine oder mehrere dieser DAOs an der PA-Biosynthese beteiligt sind,
wurden SVAO1 und SVAO2 in E. coli heterolog exprimiert und - soweit méglich - enzyma-
tisch charakterisiert. SVAO3 wurde jedoch aus Zeitgriinden nicht mehr von Sabine Denker

exprimiert, was im Rahmen dieser Arbeit nachgeholt wurde.

3.1.1 SVAO3-Expression in pET28a

Flr die heterologe Expression von SVAO3 in E. coli wurde der Vektor pET28a (s. Kapitel
7.1) gewahlt, da dieser die Moglichkeit bietet, das exprimierte Protein am N-Terminus mit
einem His-Tag zu verknipfen. In unserer Arbeitsgruppe hatte sich gezeigt, dass eine Bin-
dung des His-Tags am N-Terminus bei der Expression einiger Proteine vorteilhafter als am
C-Terminus ist. Auf diese Weise wurden einige heterolog exprimierte Enzyme, die mit
einem C-terminalen His-Tag unloslich oder nicht aktiv waren, in einer 16slichen und akti-

ven Form exprimiert (miindlich Gbermittelte Ergebnisse von Elisabeth Kaltenegger).

Zunachst wurde Gesamt-RNA aus einer Sterilpflanze von S. vernalis gewonnen (s. Kapitel
2.6.2). Diese wurde in cDNA umgeschrieben (s. Kapitel 2.6.4) und fiir eine Standard-PCR
(s. Kapitel 2.6.7.1) mit einer Annealing-Temperatur von 50°C mit den in Tabelle 32 aufge-

flhrten Primern eingesetzt. Zur Amplifizierung wurde Tag-DNA-Polymerase verwendet.

Tabelle 32: Expressions-Primer fiir SVAO3. Unterstrichene Bereiche markieren Restriktionsschnittstellen:
bei DEExpSVAO3ECfor: Ndel; bei DEExpSVAO3ECfor: Xhol; der fettgedruckte Bereich markiert das Stopp-
Kodon.

verwendete
Name Sequenz Annealing-

Temperatur
DEExpSVAO3ECfor 5'- ATATACATATGGATGCAAGAAATCTCATC -3' £0°C

DEExpSVAO3ECrev 5'-ATATCTCGAGTCAAGCAGAAGAAGCGGCATTACAAACAG-3'

Die Agarosegel-Elektrophorese (s. Kapitel 2.6.5) zeigte, dass bei der PCR das erwartete
Amplifikat von ca. 2150 bp erzeugt wurde. Das Amplifikat wurde wie in Kapitel 2.6.11.2

beschrieben gereinigt. Dann wurden das Fragment und der Vektor pET28a mit Ndel und
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Xhol geschnitten (s. Kapitel 2.6.8.1) und tber Nacht bei 16°C ligiert (s. Kapitel 2.6.8.2). Der
Ligationsansatz wurde in TOP10- und XL1Blue-Zellen transformiert (s. Kapitel 2.6.8.4.2).
Ein Klon des TOP10-Ansatzes wurde mit Hilfe einer Miniprdparation (s. Kapitel 2.6.10) und
anschlieBender Restriktionsanalyse mit Ndel und Xhol (s. Kapitel 2.6.9.2) sowie durch eine
Kontrollsequenzierung Uberprift. Das entstandene Konstrukt wird im Folgenden pDE18
(s. Tabelle 53, Kapitel 7.2) genannt. Die Kontrollsequenzierung zeigte, dass sich die klo-
nierte Sequenz in sechs Aminosduren von der bisher als SVAO3 beschriebenen Sequenz
(Denker, 2008) unterscheidet. Im C-terminalen Sequenzbereich befindet sich zudem eine
Deletion von vier Aminosduren. Auch Sabine Denker fand bei der Analyse dieser Sequenz
einige weitere Sequenzen, die bis auf wenige Aminosauren gleich waren. Es wurde daher
vermutet, dass es sich um eine kleine Gen-Familie handelt. Moglicherweise handelt es
sich bei der im Rahmen dieses Versuchs klonierten SVAO3-cDNA um ein Mitglied dieser
Gen-Familie. Ein weiteres Mitglied dieser Familie wurde vermutlich bei der Klonierung der
Uberexpressions-Konstrukte fiir die Pflanzentransformationen identifiziert (s. Kapitel

3.6.1.2).

pDE18 wurde zur Expression in BL21(DE3)-Zellen transformiert. Als Negativkontrolle dien-
te pET28a ohne Insert. Nach heterologer Expression zeigte ein SDS-Gel (s. Kapitel 2.8.3),
dass das heterologe Protein, das ca. 80 kDa groR sein sollte, sich im unldslichen Zellriick-
stand befand. Da die Expression nur sehr schwach war, wurde ein neuer Ansatz angezo-
gen, der nach der Induktion statt bei 37°C bei nur 30°C inkubiert wurde. In diesem Ansatz
wurde das exprimierte Protein auch wie unter Kapitel 2.8.2 beschrieben mittels Nickel-
Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Auch hier zeigte das SDS-Gel, dass bei schwacher
Expression das heterologe Protein ausschlieBlich in Form von Inclusion Bodies (IBs) gebil-
det worden war. Daher wurde pDE18 wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben im nachsten Schritt
mit Chaparonen, die die Loslichkeit von heterolog exprimierten Proteinen steigern kon-

nen, coexprimiert.

3.1.2 SVAO3-Coexpression mit Chaperonen

Zur Erhohung der Loslichkeit des heterolog exprimierten Proteins wurde das cDNA-
Transkript von svao3 in pET28a, als Konstrukt pDE18 (s. Tabelle 52, Kapitel 7.2) genannt,
in Zellen transformiert, die bereits Plasmide zur Expression von Chaperonen besalRen.

Eine Coexpression mit Chaperonen wurde schon friiher als Losung bei IBs aus heterolog
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exprimierten Diaminoxidasen beschrieben (Jung et al., 2003; Molnar et al., 2003). Chape-
rone, sogenannte Hitzeschockproteine, sind ein Reparatursystem fiir missgefaltete oder
aggregierte Proteine. Stressbedingungen, wie z. B. Hitzeschock induzieren die Synthese
von Chaperonen in der Zelle (Buchner, 2002). Eine gut untersuchte Chaperon-Familie ist
die Gruppe der Hsp70-Proteine. Zusammen mit den Chaperonen der Familie Hsp60 er-
kennen sie die hydrophoben Bereiche der falsch gefalteten Proteine und Uberfiihren die-

se in eine l6sliche, aktive Konformation (King et al., 1996; Daugaard et al., 2007).

Verwendet wurden dazu die Plasmide pRDKIG und pRgroELS. pRDKJG kodiert fur das
Hauptchaperon Dnak (69 kDa) und die beiden Co-Chaperone Dnal (41 kDa) und GrpE
(24 kDa). Die durch pREP4groELS kodierten Hitzeschock-Proteine GroEL und GroES sind
hingegen ca. 60 und 12 kDa groR. Es wird vermutet, dass die durch pREP4groELS kodier-
ten Chaperone eine Faltungskammer besitzen, die nur Proteine bis zu einer Gréf3e von
60 kDa aufnimmt. Obwohl das fiir SVAO3 vorhergesagte Molekulargewicht ca. 80 kDa

betragt, wurde auch dieses Plasmid mit in den Versuchsansatz aufgenommen.

Die in Abbildung 8 aufgefiihrten Ansatze wurden transformiert und auf kanamycinhalti-
gem Medium selektiert. Da jedoch sowohl beide Chaperon-Vektoren, als auch pET28a
eine Kanamycin-Resistenz besitzen, konnte nicht sichergestellt werden, dass jeder Klon
beide Vektortypen beinhaltet. Um die Chance auf einen Klon mit beiden Plasmiden zu

erhohen, wurden von allen Probenansatzen je zwei Klone bearbeitet.

Probenansatze Negativkontrollen
. pREP4gro-
PRDKIG in BL21(DE3) PREPAgroESL in BL21(DE3) gf?f(ﬁlsn) ESLin BL21(DE3)
BL21(DE3)
+pDE18 b pDE18 +pDE18 + pDE18 +pET28a I pET28a +pET28a
Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz 5 Ansatz 6 Ansatz 7

Abbildung 8: Schematischer Aufbau der Coexpression von SVAO3 mit Chaperonen

Die beiden Ansdtze 1 und 2 mit Coexpression von pRDKIG zeigten keine Expression von
SVAO3 im SDS-Gel. Moglicherweise enthielten beide untersuchten Klone nur das Plasmid
zur Expression der Chaperone, denn diese waren im SDS-Gel gut sichtbar. Zurzeit wird

daran gearbeitet, die Kanamycin-Resistenz von pRDKIG und pREP4groELS durch eine
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Streptomycin-Resistenz auszutauschen, damit eine Coexpression mit allen gangigen Ex-

pressionsvektoren moglich ist.

Bei der Coexpression von pDE18 mit pREP4groELS wurden ebenfalls zwei Ansatze (Ansatz
3 und 4) mittels SDS-PAGE untersucht. Hier zeigte Ansatz 3 ebenfalls nur die Expression
der Chaperone. In Ansatz 4 wurde allerdings ein ca. 80 kDa groRes Protein exprimiert, bei
dem es sich um die SVAO3 handeln kénnte. Das Protein befand sich im unldslichen Zell-
rlickstand, woraus man auf eine erneute IB-Bildung schliefen kann. Dies lasst sich damit
erklaren, dass vermutlich die coexprimierten Chaperone eine Faltungskammer besitzen,
die nur Proteine bis zu einer GréRe von 60 kDa aufnimmt (Roseman et al., 1996). Das
80 kDa groRe Protein war somit vermutlich zu gro8, um mit den Chaperonen zu interagie-
ren. Alle Probenansatze, auch die Negativkontrollen 5 und 6, zeigten die stark exprimier-

ten Chaperone.

3.2 Untersuchungen zur gewebespezifischen Expression von SVAO1, SVAO2
und SVAO3 mittels RT-PCR

Um erste Hinweise Uber die Expressionsorte von SVAO1, SVAO2 und SVAO3 in S. vernalis
zu erhalten, wurden gewebespezifische Reverse Transkriptase (RT)-PCRs durchgefiihrt.
Dazu wurde die Gesamt-RNA getrennt aus den Blattern, dem Spross und den Wurzeln
einer ca. sechs Wochen alten Sterilpflanze isoliert (s. Kapitel 2.2.3 und 2.6.2). Jeweils 1 ug
Gesamt-RNA wurden wie in Kapitel 2.6.4 beschrieben umgeschrieben und fir die folgen-
den RT-PCRs eingesetzt. Fiir die PCRs wurden die in Tabelle 33, Tabelle 34 und Tabelle 35
aufgelisteten Primer verwendet. Dabei handelt es sich um sechs Primerpaare, jeweils
zwei pro DAO-Sequenz. Die beiden Primerpaare dienen zur Amplifizierung eines Sequenz-
Bereiches, der moglichst fur die jeweilige Sequenz einmalig ist. Dazu wurden solche Se-
quenzbereiche gewihlt, die wenig Ubereinstimmung auf Nukleinsiureebene zu anderen
Sequenzen aufwiesen. Diese Bereiche befinden sich im 5°- und im 3‘-Bereich der Sequen-
zen (s. Abbildung 14) und enthalten sowohl Teile der kodierenden, als auch nichtkodie-
rende Sequenzbereiche. Die amplifizierten Bereiche werden nach folgendem Schema be-
nannt: DESVAO1forl und DESVAO1revl sind Primer bei der Amplifikation des vorderen
Bereichs von svaol, der svaol-1 genannt wird, DESVAO1for2 und DESVAO1rev2 sind ent-

sprechend Primer bei der Amplifikation des Bereichs, der svao1-2 genannt wird, usw..
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Tabelle 33: Primer fiir die Amplifikation von svaol bei in situ-Hybridisierung und RT-PCRs. Primerpaar
DESVAO1for/revl dient zur Amplifikation der cDNA von svaol-1; Primerpaar DESVAO1for/rev2 dient zur
Amplifikation der cDNA von svaol-2; unterstrichene Bereiche markieren Restriktionsschnittstellen: bei
DESVAO1forl: Hindlll; bei DESVAO1revl: Xbal; bei DESVAO1for2: BamH]I; bei DESVAO1rev2: EcoRl; die fett
gedruckten Bereiche markieren svao-Sequenzbereiche.

verwendete
Name Sequenz Annealing-

Temperatur
DESVAO1forl 5'- TATAAAGCTTACAATTTATTCAAGAGAGTTAGAAT -3’ .
DESVAO1lrevl 5’- ATATTCTAGAAAGGTGGGTGTTAGGAGTCTCGATA -3’ eLIC
DESVAO1for2 5’- TATAGGATCCCTATTGAGTGTATCCTACAGAATGT -3’ .
DESVAO1lrev2 5’- ATATGAATTCTAAAGTAAATATGATTTTAACAAGC -3’ s21°C

Tabelle 34: Primer fiir die Amplifikation von svao2 bei in situ-Hybridisierung und RT-PCRs. Primerpaar
DESVAO2for/revl dient zur Amplifikation der cDNA von svao2-1; Primerpaar DESVAO2for/rev2 dient zur
Amplifikation der cDNA von svao2-2; unterstrichene Bereiche markieren Restriktionsschnittstellen: bei
DESVAO2forl: Hindlll; bei DESVAO2revl: Xbal; bei DESVAO2for2: BamHI|; bei DESVAO2rev2: EcoRl; die fett
gedruckten Bereiche markieren svao-Sequenzbereiche.

verwendete
Name Sequenz Annealing-

Temperatur
DESVAO2forl 5'- TATAAAGCTTGTGACAAGATATCGAGTATCAATAT -3’ .
DESVAO2revl 5’- ATATTCTAGAGAAGGATGAGTTAAAACGTGGAGTC -3’ 62,5°C
DESVAO2for2 5'- TATAGGATCCTCGAATCAAGTGTATCTTCTAGTTT -3’ .
DESVAO2rev2 5’- ATATGAATCCGTGTTATCTTATTCGAGTATTTATT -3’ 63,5°¢

Tabelle 35: Primer fiir die Amplifikation von svao3 bei in situ-Hybridisierung und RT-PCRs. Primerpaar
DESVAO3for/revl dient zur Amplifikation der cDNA von svao3-1; Primerpaar DESVAO3for/rev2 dient zur
Amplifikation der cDNA von svao3-2; unterstrichene Bereiche markieren Restriktionsschnittstellen: bei
DESVAO3forl: Hindlll; bei DESVAO3revl: Xbal; bei DESVAO3for2: BamH]I; bei DESVAO3rev2: EcoRl; die fett
gedruckten Bereiche markieren svao-Sequenzbereiche.

verwendete
Name Sequenz Annealing-

Temperatur
DESVAO3forl 5'- TATAAAGCTTACACATTTCCTAGTGAGTTACAAAA -3’ .
DESVAO3revl 5’- ATATTCTAGATACATCGGATGTATGGAGACGGGTT -3’ 84,3°C
DESVAO3for2 5’- TATAGGATCCCAACATCCCACCAAATTCCGAGAGA -3’ .
DESVAO3rev2 5’- ATATGAATCCTCATCCAAGCTAGAAGAAAGAGTTC -3’ e7c

Die RT-PCRs wurden wie in Kapitel 2.6.7.2.2 beschrieben mit 35 Zyklen pro PCR durchge-
flhrt. Die Primer zeigten selbst bei einer Variation der Annealing-Temperatur um 2°C
nach oben und unten noch hohe Spezifitdt. Die Ergebnisse (s. Tabelle 36) dnderten sich

dadurch nicht.

Teile der Ergebnisse sind im folgenden Agarosegel-Bild der Abbildung 9 zu sehen. Aufge-
tragen sind die PCR-Produkte der PCRs gegen die jeweils vorderen Sequenzabschnitte

(svao1-1, svao2-1 und svao3-1) mit cDNA aus Blatt, Spross und Wurzel als template-DNA.
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Zu jeder Probe wurde eine Positivkontrolle durchgefiihrt und aufgetragen, die aus der
Amplifikation des jeweiligen Sequenzstiickes aus einem Konstrukt bestand. Verwendet
wurden dazu als Positivkontrolle flir svaol-1 das Konstrukt pDE12, fuir svao2-1 pDE13 und
fir svao3-1 pDE14 (alle s. Tabelle 53, Kapitel 7.2). In den Anséatzen der Negativkontrolle
wurde die cDNA durch Wasser ersetzt. Erwartet wurden bei der Amplifikation von svaol-
1 ein 211 bp-Fragment, bei der Amplifikation von svao2-1 ein 179 bp groRRes Fragment
und bei der Amplifikation von svao3-1 ein 244 bp-Fragment. Banden in entsprechender
GrofRe wurden in allen Proben detektiert. Neben diesen Banden wurden in einigen Pro-
ben, vor allen denen der Amplifikation von svaol-1, ca. 80 bp grofRe Banden detektiert,

die vermutlich Primerartefakte sind.

Blatt Spross Wurzel
R 3 e 1.0 11
—>-- '.' ‘ —>: l I - ->-_— ~ - = =
5 o -

MX +-X+- X +-MX +-X +-X +-MX +- X +-X + -
svaol-1 svao2-1 svao3-1 svaol-1 svao2-1 svao3-1 svaol-1 svao2-1 svao3-1
Abbildung 9: Agarosegel-Bild der RT-PCRs. Aufgetragen sind die Proben der RT-PCRs mit der cDNA aus

Blatt, Spross und Wurzel auf die Transkripte von svao1-1 (211 bp), svao2-1 (179 bp) und svao3-1 (244 bp).
M: DNA-Marker 100 bp (Invitrogen; Pfeil: 200 bp-Bande), X: Probe, +: Positivkontrolle, -: Negativkontrolle

Die Ergebnisse dieser RT-PCRs lassen sich wie folgt zusammenfassen: Transkripte von
svaol wurden nur in der Wurzel nachgewiesen. Transkripte von svao2 hingegen wurden
im Blatt und im Spross und solche von svao3 wurden in allen untersuchten Pflanzenorga-

nen gefunden.

Da bei diesem Versuch lediglich der Expressionsort, nicht aber die Expressionsstarke der
Gene untersucht werden sollte, wurden keine semiquantitativen RT-PCRs durchgefihrt.
Uber die Expressionsstirke der untersuchten Gene kann deshalb an Hand der Ergebnisse
keine Aussage getroffen werden. Zwar wurden gleiche Mengen an RNA fiir das Umschrei-
ben zur cDNA verwendet, da jedoch kein konstitutiv exprimiertes Kontroll-Gen in jeder
Probe amplifiziert wurde, ist nicht feststellbar, ob die cDNA-Synthese in allen Proben
quantitativ gleich verlaufen ist. Aus diesem Grund kann nicht sichergestellt werden, dass

in allen Proben die gleiche Menge an cDNA-Template vorlag.
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In Abbildung 9 nicht dargestellt wurden die Ergebnisse der PCRs der jeweils hinteren Se-
quenzabschnitte svaol-2, svao2-2 und svao3-2. Lediglich bei der PCR zur Amplifikation
des hinteren Sequenzabschnittes der cDNA von svao2 im Spross wurde trotz Optimierung
der PCR-Bedingungen kein Amplifikat nachgewiesen. Die Ergebnisse aller RT-PCRs wurden

in Tabelle 36 zusammengefasst.

Tabelle 36: Ergebnisse der gewebespezifischen RT-PCRs. Nachweis der jeweils zwei Sequenzabschnitte pro
cDNA-Transkript von svaol, svao2 und svao3 in Blatt, Spross und Wurzel. +: wurde nachgewiesen; -: wurde
nicht nachgewiesen.

cDNA-Transkript von svaol | cDNA-Transkript von svao2 | cDNA-Transkript von svao3
Z:Iga::en- svaol-1 svaol-2 svao2-1 svao2-2 svao3-1 svao3-2
Blatt - + +
Spross - - + - +
Wurzel + + - - +

3.3  Lokalisierung von svao1-, svao2- und svao3-Transkripten durch gewebe-

spezifische Northern-Blots

Zur Bestatigung der RT-PCR-Ergebnisse und zur Quantifizierung der Transkriptmenge der
drei Diaminoxidasen wurden Northern-Blots (s. Kapitel 2.6.12) durchgefiihrt. Verwendet
wurde dazu je 1 pg derselben Gesamt-RNA, die bereits in den gewebespezifischen RT-
PCRs (s. Kapitel 3.2) eingesetzt wurde. Nach der Elektrophorese wurde das Gel in drei
Abschnitte geteilt, so dass in jedem Abschnitt in der ersten Spur RNA des Blattes, in der
zweiten Spur RNA des Sprosses und in der dritten Spur RNA der Wurzel aufgetrennt wor-
den war. Die Gel-Teilung wurde durchgefiihrt, um jeden Abschnitt nach dem Ubertragen
der RNA auf die Membran mit Sonden gegen eine der drei DAOs zu hybridisieren. Fir die
Hybridisierung wurden dieselben DIG-markierten RNA-Sonden verwendet, die auch fur
die in situ-Hybridisierungen (s. Kapitel 3.4) verwendet wurden. Das Digoxigenin-(DIG)-
System von Roche arbeitet mit nicht-radioaktiven Sonden, die mit Digoxigenin-Molekilen
markiert sind. Diese Sonden hybridisieren mit der Ziel-mRNA im Gewebe der Untersu-
chungspflanze und werden mit Hilfe von Anti-DIG-Antikérpern Uber eine Farbreaktion

nachgewiesen, wie sie bereits in Kapitel 2.7.3.3 beschrieben ist.

Flr jede der drei DAOs wurden dazu zwei Sonden konstruiert und hergestellt. Diese Son-
den hybridisieren mit den Bereichen der RNA, die in den gewebespezifischen RT-PCRs

(s. Kapitel 3.2) amplifiziert wurden.
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Jeder der drei Abschnitte wurde mit einer Hybridisierungslésung inkubiert, die aus einer
Mischung aus je 1,5 pl der Sonde (ca. 100 ng/ul) fir den ersten Sequenzbereich (zum Bei-
spiel bei svaol: svaol-1) und 1,5 ul der Sonde (ebenfalls ca. 100 ng/ul) fur den 2. Se-
quenzbereich der gleichen SVAO-cDNA (zum Beispiel svao1-2) und 2 ml Hybridisierungs-
puffer bestand (s. Kapitel 2.6.12.3).

Abbildung 10 zeigt das Ergebnis der Blots nach Detektionen der Membranen. Der erste
Blot, der mit Sonden gegen mRNA-Transkripte von svaol hybridisiert wurde, zeigt nur ein
schwaches Signal in der Wurzel. Im zweiten Blot konnte kein Signal mit Sonden gegen
svao2-mRNA detektiert werden. Der dritte Blot zeigt Signale von svao3-mRNA in Blatt,

Spross und Wurzel in unterschiedlicher Starke.

svaol svao2 svao3
' "1 - -
_ _ - -
Blatt Spross  Wurzel Blatt Spross  Wurzel Blatt Spross  Wurzel

Abbildung 10: Ergebnisse des gewebespezifischen Northern-Blots. Dargestellt sind die drei Blots, die mit
Sonden gegen mRNA-Transkripte von svaol, svao2 und svao3 hybridisiert wurden. Aufgetragen wurde
jeweils 1 ug Gesamt-RNA aus Blatt, Spross und Wurzel von S. vernalis.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen der gewebespezifischen RT-PCRs, so kann
man groRe Ubereinstimmungen feststellen. Beide Versuche zeigten, dass svaol nur in der
Wourzel transkribiert ist. Der Northern-Blot zeigt, dass diese Expression jedoch recht
schwach ist. svao3 ist in allen untersuchten Pflanzenorganen transkribiert. Im Blatt
scheint die Transkription am schwachsten und in der Wurzel am stdrksten zu sein. Dies
passt zu den Ergebnissen der RT-PCRs, die in allen Proben eine eindeutige Amplifikation
der svao3-cDNA aufwiesen. RNA-Transkripte der svao2 konnten mit den PCRs in Blatt und
Spross nachgewiesen werden. Dieser Nachweis konnte nicht mit Hilfe des Northern-Blots
bestatigt werden. Vermutlich liegt dies daran, dass der Northern-Blot deutlich weniger
empfindlich ist als die RT-PCR (Dean et al., 2002) und somit geringe Mengen an svao2-

Transkript nicht nachgewiesen werden konnten.
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3.4  In situ-Hybridsierungen zur Lokalisation der HSS in Jacobaea vulgaris
und der drei moéglichen Diaminoxidasen in Senecio vernalis auf Transkript-

Ebene

3.4.1 Transkriptnachweis der HSS aus Jacobaea vulgaris durch in situ-
Hybridisierung

Das Enzym HSS wurde in den Wurzeln von Jacobaea vulgaris durch Immunolokalisiation
lokalisiert (Niemdller, 2007). Es befindet sich in Zellen der Endodermis und des angren-
zenden Rindenparenchyms. Diese Zellen bilden vier scharf abgegrenzte Zellgruppen, die
dem Phloem des tetrarchen Leitblindels gegeniiber liegen.

Zur Etablierung der Methode der in situ-Hybridisierung in der eigenen Arbeitsgruppe soll-
ten zundchst die mRNA-Transkripte der HSS in J. vulgaris nachgewiesen werden. Gleich-
zeitig sollte Uberprift werden, ob sich die mRNA der HSS in der Ndhe des Translations-
ortes, also in den Zellen befindet, in denen die HSS bereits durch Immunolokalisations-
Antikérper-Markierungen nachgewiesen wurde. Zur Lokalisierung wurden DIG-markierte
RNA-Sonden eingesetzt, deren Aufbau bereits in Kapitel 3.3 zur Detektion der Northern-
Blots beschrieben wurde. Die Konstruktion und Synthese dieser Sonden wird im folgen-

den Kapitel (3.4.1.1) vorgestellt.

34.1.1 Klonierung und Synthese der Sonden

Die HSS entwickelte sich im Laufe der Evolution mindestens viermal aus der Desoxyhypu-
sin-Synthase (DHS), einem Enzym des Primarstoffwechsels (Ober und Hartmann, 1999a;
Hartmann und Ober, 2000). Aus diesem Grund ist eine hohe Identitdt von DHS und HSS
auf Sequenzebene nicht Gberraschend. Um fir die Detektion der HSS auf Transkriptebene
eine RNA-Sonde zu konstruieren, die nicht mit der dhnlichen DHS kreuzhybridisiert, wur-
den anhand eines Alignments der beiden Sequenzen ein HSS-Sequenzbereich gesucht, der
méglichst wenig Ubereinstimmung mit der DHS-Sequenz aufweist. Wie in Abbildung 11 zu
sehen ist, liegt dieser ca. 400 bp-grofRe Sequenzbereich mit etwa 300 bp am 3'-Ende des
kodierenden Bereiches und mit etwa 100 bp im nichtkodierten 3'-Bereich der HSS-

Sequenz.
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Auf diesen Bereich wurden zwei Primer gebaut, die in Tabelle 37 aufgelistet sind. Fir die
Klonierung in die Vektoren pSPT18 und pSPT19 wurde in den Forward-Primer die Restrik-

tionsschnittstelle von Hindlll und in den Reverse-Primer die von Xbal integriert.

SRR R I IR
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Abbildung 11: Teil eines HSS-DHS-Alignments mit Lage der HSS-Sonde. Rote Pfeilspitzen markieren Anfang
und Ende der HSS-Sonde. Rot-unterstrichene Basen sind Stopp-Kodons und stellen damit das Ende des ko-
dierenden Bereiches der Sequenzen dar.

Tabelle 37: Klonierungsprimer fiir HSS-Sonde. Unterstrichene Bereiche markieren Restriktionsschnittstel-
len: bei DEO1SjAforSonde: Hindlll und bei DEO1SjArevSonde: Xbal.

verwendete
Name Sequenz Annealing-

Temperatur
DEO1SjAforSonde 5'-TATAAAGCTTGAGGAGGGTTGCCAAAGCATCACAT-3' s5eC
DEO1SjArevSonde 5'-ATATTCTAGAATTGAAAGCTCAAATTTATTAAAGCAAAAGT-3'

In einer Standard-PCR (s. Kapitel 2.6.7.1) wurde ein ca. 500 bp groRes Amplifikat erzeugt,
das nach Reinigung (s. Kapitel 2.6.11.2) mit den Restriktionsenzymen Xbal und Hindlll
geschnitten wurde (s. Kapitel 2.6.8.1). AnschlieBend wurde das Fragment in die beiden,
ebenfalls mit Xbal und Hindlll geschnittenen Vektoren pSPT18 und pSPT19 (s. Kapitel 7.1)

ligiert.

Die Vektoren pSPT18 und pSPT19 sind identisch, weisen jedoch eine gegensatzlich orien-
tierte Multi-Cloning-Sites (MCSs) auf. Bei der in vitro-Transkription der Sondensynthese
wird die MCS der beiden entstandenen Konstrukte mit einer T7-RNA-Polymerase abgele-
sen (s. Kapitel 2.7.3.2). Es entstehen so beim Ablesen beider Vektoren Sense- und Anti-
sense-RNA-Sonden. Wéhrend die Antisense-Sonde mit der Ziel-mRNA der HSS im Gewebe
hybridisiert, dient die gegensatzlich orientierte Sense-Sonde als Negativkontrolle und

zeigt eventuelle unspezifische Bindung der Sonden im Gewebe an.
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Zur Identifikation von jeweils einem positiven Klon wurde zunachst eine Minipraparation
(s. Kapitel 2.6.10) mit Restriktionsanalyse durch die Enzyme Xbal und Hindlll (s. Kapitel
2.6.9.2) und anschlieBend eine Kontroll-Sequenzierung durchgefiihrt. Der Klon, der durch
Integration des Inserts in pSPT18 entstanden ist, wurde pDEO1 genannt, wahrend der
Klon, der durch Integration des Inserts in pSPT19 entstanden ist, pDEO2 genannt wurde.
pDEO1 wurde dabei als Matrix fur die Antisense-Sonde, pDE02 als Matrix fir die Sense-

Sonde verwendet (s. Tabelle 53, Kapitel 7.2).

Wie in der Tabelle 17 (s. Kapitel 2.7.4) zu sehen ist, wurde pro 1 ml Hybridisierungsmix
500 ng RNA-Sonde eingesetzt. Um diese Konzentration zu erreichen, musste die herge-
stellte Sonde mindestens eine Konzentration von 3 ng/ul aufweisen. Dazu musste die in
vitro-Transkription mit T7-RNA-Polymerase zur Sondensynthese zunachst optimiert wer-
den. Anfangs wurden 2 Units T7-RNA-Polymerase pro Mikroliter Ansatz verwendet. Der
Ansatz wurde auch nur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Desweiteren wurde eine Ethanol-
Fallung der Sonden nach der Synthese durchgefiihrt, um die Sonden zu reinigen. Es zeigte
sich jedoch, dass bei Einsatz von 5,3 Units T7-RNA-Polymerase pro Mikroliter Ansatz und
einer Inkubation Gber Nacht bei 37°C unter Auslassen der anschlieBenden Ethanol-Fallung
die Konzentration der synthetisierten RNA-Sonde von ca. 10 pg/ul auf 100 ng/ul gestei-

gert werden konnte.

Die Quantifizierung zweier solcher Sonden mit Hilfe eines Dot-Blots (s. Kapitel 2.7.3.3) ist
in Abbildung 12 zu sehen. In der obersten und untersten Reihe befinden sich Markierun-
gen, die durch Auftragen von je 1 ul der unverdiinnten und verdiinnten Sonde (1:10,
1:100, 1:1.000, 1:10.000) mit anschlieRender Detektion entstanden sind. In der mittleren
Reihe wurde DIG-markierte Kontroll-RNA in unterschiedlichen, bereits bekannten Kon-
zentrationen aufgetragen. Durch Vergleich der Intensitaten der Signale von Sonden und
Kontroll-RNA wurde die ungefahre Konzentration der synthetisierten Sonden auf etwas
mehr als 100 ng/ul geschatzt. Auffallig war, dass die unverdiinnten RNA-Sonden ein Signal
zeigten, das nur in etwa so intensiv wie das der 1:10-verdiinnten Sonden war. Es wird
vermutet, dass die RNA-Konzentration der unverdiinnten Sonde so hoch war, dass die
Membran Gberladen wurde. Moglich ist auch, dass Bestandteile aus dem Syntheseprozess

das vollstandige Anbinden der RNA an die Membran blockierten. In der Verdinnung wa-
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ren diese dann ebenso verdinnt und wiirden weniger intensiv die Bindung der RNA an die

Membran blockieren.

unverd. 1:10 1:100 1:1000 1:10.000

Antisense-Sondein
Verdiinnungen

100 ng/ul 10ng/ul  1ng/ul 100 pg/ul
Kontroll-RNA in

Verdlinnungen L r

Sense-Sondein
Verdiinnungen

Abbildung 12: Dot-Blot zur Quantifizierung der RNA-Sonden (obere und untere Zeile) mit Hilfe einer Kon-
troll-RNA (mittlere Zeile). Von links nach rechts aufgetragen wurde jeweils zuerst die unverdiinnte (un-
verd.) RNA, anschlieBend Verdliinnungen von 1:10 bis 1:10.000.

3.4.1.2 In situ-Hybridisierungen

Anfangs wurde die in situ-Hybridisierung nach einem Protokoll der Arbeitsgruppe Facchini
durchgefiihrt (Bird et al., 2003). Mit diesem Protokoll konnte jedoch kein Signal erzeugt
werden. Desweiteren war der Gewebeerhalt nach Beendigung der Hybridisierungsproze-
dur so schlecht, dass das komplette Wurzelparenchym in den Schnitten fehlte. Aus die-
sem Grund wurden einige Anderungen im Protokoll durchgefiihrt, die in Tabelle 38 zu-

sammengefasst sind:

Tabelle 38: Veranderungen im in situ-Protokoll, die zum besten Ergebnis fiihrten.

" Urspriingliches Verbessertes .
Punkt der Veranderung protokoll Protokoll Auswirkungen
RNase A-Behandlung 40 pg/ml 20 ng/ul detektierbares
Menge an Hybridisierungsmix 100 pl 400 pl Signal
Hybridisierung mit Deckglaschen ohne Deckglaschen
Proteinase K-Behandlung 10 pg/ml 20 ng/ml verbesserter

mit autoklaviertem Strukturerhalt

Aufziehen der Schnitte auf Objekt- mit autoklaviertem Lei- !

demineralisiertem

trager tungswasser
e g Wasser

Nach diesen Veranderungen wurden einige in situ-Hybridisierungen durchgefiihrt, wie sie

in Kapitel 2.7.4 beschrieben sind. Abbildung 13 zeigt das Ergebnis einer solchen in situ-
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Hybridisierung. Zu sehen sind Querschnitte durch eine junge Wurzel von J. vulgaris mit
einem tetrarchen Leitblndel. In Bild A ist ein Schnitt zu sehen, der mit der Antisense-
Sonde hybridisiert wurde. Dieser Schnitt zeigt eine deutliche, violett-blaue Markierung,
die sich im Rindenparenchym und der Endodermis auBerhalb des Perizykels gegeniiber
dem Phloem befindet. Im Bild B wurde dieselbe Wurzel mit Sense-Sonde hybridisiert. Es
sind keine spezifischen Markierungen zu sehen. Die Markierung befindet sich wie erwar-
tet in denselben Gewebebereichen, in denen die HSS von Niemdller mittels Immunoloka-
lisation identifiziert wurde (Anke et al., 2004). Dieses Ergebnis wird in Kapitel 4.2.1 weiter-

fihrend diskutiert.

Damit war die Methode der in situ-Hybridisierung in der Arbeitsgruppe soweit etabliert,
dass mit ihr die mRNA der drei svao-Gene in der S. vernalis-Wurzel lokalisiert werden soll-
te. Nach den Schwierigkeiten, die bei der heterologen Expression dieser drei DAOs auf-
getreten waren, sollte die in situ-Hybridisierung weitere Erkenntnisse Gber eine mdogliche
Beteiligung einer oder mehrerer SVAOs an der PA-Biosynthese liefern, um dann gezielter

an einer Losung fir das Expressions-Problem arbeiten zu kénnen.
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Abbildung 13: Ergebnis der in situ-Hybridisierung der HSS in Jacobaea vulgaris. Mikroskopische VergroRe-
rung 1:200; A: Schnitt inkubiert mit Antisense-Sonde; B: Schnitt inkubiert mit Sense-Sonde; Pfeile weisen
auf Markierung; EX: Exodermis, PH: Phloem, RP: Rindenparenchym, XY: Xylem.
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3.4.2 Transkriptionsnachweis von drei DAOs in Senecio vernalis durch in situ-
Hybridisierung

34.2.1 Klonierung und Synthese der Sonden

Um fir jede der drei DAOs einen moglichst spezifischen Sequenzbereich zu finden, der
zum Entwurf der Sonden fir die in situ-Hybridisierung und den Northern-Blot (s. Kapitel
2.6.12 und 2.7) genutzt werden konnte, wurde zunachst von den Nukleinsduresequenzen
der drei DAOs in S. vernalis ein Alignment erstellt (s. Abbildung 14). Anhand dieses Align-
ments wurden solche Sequenzbereiche identifiziert, in denen die drei Sequenzen die
deutlichsten Unterschiede zeigen. Das sind vor allem die 5- und 3‘-Enden des kodieren-
den und unkodierenden Sequenzbereichs. Fiir eine intensive, klare Markierung bei der in
situ-Hybridisierung sind Sonden von ca. 500 bp empfehlenswert. Bei kleineren Sonden
kann es sein, dass mit den Sonden so wenig DIG gebunden wird, dass das Signal nur sehr
schwach und eventuell nicht vom Hintergrund zu unterscheiden ist. GréRere Sonden ha-
ben den Nachteil, dass sie nicht so gut ins Gewebe migrieren kénnen. Auch dies kann zu
einer Abschwachung der Markierungsintensitat fihren. Da es jedoch in keiner der drei
Sequenzen einen ca. 400 bp groRen und trotzdem fiir die Sequenz einmaligen Bereich
gibt, wurden in jeder Sequenz zwei Bereiche festgelegt, auf die Sonden konstruiert wur-
den. Der jeweils erste liegt im nichtkodierenden und kodierenden 5‘-Bereich der Sequenz
und wird im Folgenden ,,gen-name-1“ (zum Beispiel svaol-1). Der zweite Bereich liegt bei
allen Sequenzen im kodierenden und unkodierenden 3‘-Bereich und wird ,gen-name-2*“

genannt (zum Beispiel svao1-2).
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Abbildung 14: Alignment der Nukleinsduresequenzen der drei Diaminoxidasen mit der Lage aller RNA-
Sonden. Die sechs Sequenzbereiche, auf die die Sonden gebaut wurden, sind farbig markiert: hellrot:
svaol-1, hellgriin: svao2-1, hellblau: svao3-1, dunkelrot: svao1-2, dunkelgriin: svao2-2, dunkelblau: svao3-
2.

Das Ziel der folgenden Klonierung war, beide Bereiche jeder Sequenz zunéachst in ein ge-
meinsames Konstrukt einzubringen. Dieses Konstrukt sollte dann als Matrix-DNA fiir die in
vitro-Transkription der RNA-Sonden eingesetzt werden. Nach Transkription mit einer
RNA-Polymerase sollte so eine ca. 400 bp lange RNA-Sonde entstehen, die auf Grund ihrer
Lange eine ausreichende Menge an DIG-markierten Nukleotiden enthielt. Im Gewebe
koénnte eine solche Sonde dann nur zur Halfte an die Ziel-mRNA binden, wahrend die an-
dere Halfte zwar ungebunden ware, das Signal auf Grund der enthaltenen DIG-Molekile
allerdings trotzdem verstarken wirde. Auf diese Art ware es moglich, einen Ziel-mRNA-
Strang mit zwei Sonden zu hybridisieren, die zusammen fir eine intensive Markierung

sorgen wiirden.

Far die Klonierung wurde der Vektor pGEM®-3Z gewahlt (s. Kapitel 7.1). Zunachst wurden
die sechs Sequenzbereiche mittels Standard-PCR (s. Kapitel 2.6.7.1) mit den Primern aus
Tabelle 33 - 35 (s. Kapitel 3.2) amplifiziert. Zuerst sollten die Sequenzfragmente svaol-1,
svao2-1 und svao3-1 mit den Restriktionsschnittstellen Xbal und Hindlll in den Vektor klo-

niert werden. AnschlieBend sollten in die daraus hervorgehenden Konstrukte die Se-
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quenzfragmente svaol-2, svao2-2 und svao3-2 mit den Restriktionsschnittstellen BamHI

und EcoRl kloniert werden, wie es in Abbildung 15 gezeigt ist.

+SVAO1-2
—

O

Xbal BamH]I

Hindlll
)\

P

fertige Matrix-DNA

+SVAO2-2
-

O

fertige Matrix-DNA

+SVAO3-2
_—
[

O O O
o

fertige Matrix-DNA
J

L

[

Verwendung der Hindlll- Verwendung der BamHI-
und Xbal- Schnittstellen und EcoRl- Schnittstellen

Abbildung 15: Klonierungsschema fiir Matrix-DNA der in situ-Sonden mit zwei Sequenzbereichen

Da die Klonierung von svaol-1, svao2-1 und svao3-1 in die Konstrukte mit den jeweils
zwei. Sequenzbereichen jedoch nicht funktionierte, wurden alle sechs Sequenzen einzeln
in pGEM®-TEasy (s. Kapitel 7.1) kloniert. Um fir die in vitro-Transkription mit den RNA-
Polymerasen schnell und einfach Matrix-DNA zur Verfligung zu haben, wurden die Primer
der Tabelle 39 entwickelt. Eingesetzt in einer Standard-PCR (s. Kapitel 2.6.7.1) dienten sie
zur Vervielfaltigung des Bereichs von beiden RNA-Promotoren und der MCS der Konstruk-

te pDE12 — pDE17 (s. Tabelle 53, Kapitel 7.2).
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Tabelle 39: Primer zur Amplifikation der Matrix-DNA fiir in situ-Sonden in pGEM®-TEasy

verwendete
Name Sequenz Annealing-

Temperatur
DEpGEMTEfor 5'- TATAAATTGTAATACGACTCACTATAGGG -3' .
DEpGEMTErev 5'- TATATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAA-3' 29,5°€

Die in vitro-Transkription zur Synthese der DIG-markierten RNA-Sonden wurde wie in Ka-
pitel 2.7.3.2 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden Sonden mit einer Konzentration von
ca. 100 ng/ul hergestellt. In der folgenden Hybridisierungsprozedur (s. Kapitel 2.7.4.2)
wurde zum Nachweis eines svao-Transkriptes jeweils die Sonde auf den vorderen Se-
quenzteil mit der Sonde auf den hinteren Sequenzteil gemischt und in einer Endkonzen-
tration von 500 ng/ul Hybridisierungsmix, bzw. 250 ng Einzelsonde pro Mikroliter Hybridi-

sierungsmix eingesetzt.

3.4.2.2 In situ-Hybridisierungen

Die Hybridisierung wurde wie in Kapitel 2.7.4 beschrieben durchgefiihrt. Zundchst wurde
versucht, die drei DAOs in unterschiedlichen Hybridisierungsansatzen einzeln nachzuwei-
sen. Diese Hybridisierungen gegen Transkripte von svaol, svao2 und svao3 erbrachten
kein Signal. Erst als die Sonden gegen Transkripte von svaol und svao3 mit Endkonzentra-
tion von insgesamt 500 ng/ul Hybridisierungsmix gemischt wurden, wurden Markierun-
gen sichtbar. Abbildung 16 zeigt das Ergebnis einer in situ-Hybridisierung mit Sonden ge-
gen mRNA-Transkripte von svaol und svao3. Zu sehen ist ein Querschnitt durch eine
ca. 4-6 Wochen alte Wurzel von S. vernalis. In Bild A ist ein Schnitt zu sehen, der mit den
Antisense-Sonden hybridisiert wurde. Dieser Schnitt zeigt eine deutliche, violett-blaue
Markierung. Im Bild B wurde dieselbe Wurzel mit Sense-Sonde hybridisiert. Es sind keine

spezifischen Markierungen zu sehen.

Die markierten Zellen der Wurzel, die in Bild A gezeigt wird, liegen im Rindenparenchym
auBerhalb des Perizykels gegeniiber dem Phloem. Es handelt sich um dieselben Gewebe-
bereiche, in denen die HSS lokalisiert wurde (Moll et al., 2002). Da die in situ-Markierung
nicht mit den Sonden fir nur eine Sequenz erzielt werden konnte, ist allerdings nicht ein-
deutig zu bestimmen, ob mRNA-Transkripte von svaol oder svao3 in denselben Zellen wie
die HSS zu finden sind. Die Méglichkeit, dass es sich bei der gesuchten Diaminoxidase mit

Lokalisierung in den markierten Zellen um eine Art ,,Mischform* zwischen der SVAO1- und
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der SVAO3-Sequenz handelt, wird in Kapitel 4.2.2 unter Bericksichtigung weiterer Ergeb-

nisse diskutiert.

Abbildung 16: Lokalisation von SVAO1 und SVAO3 in S. vernalis mittels in situ-Hybridisierung. Mikroskopi-
sche VergroRerung 1:200; A: Schnitt inkubiert mit Antisense-Sonde; B: Schnitt inkubiert mit Sense-Sonde;
Pfeile weisen auf Markierung; EX: Exodermis, PH: Phloem, XY: Xylem.

Nach erfolgreicher Detektion der HSS in J. vulgaris (s. Abbildung 13) und einer oder meh-
reren diaminoxidaseartigen Sequenzen in S. vernalis (s. Abbildung 16) wurde deutlich,
dass das Arbeiten mit J. vulgaris sehr viel vorteilhafter ist als das mit S. vernalis. Die Abbil-
dungen zeigen, dass bei J. vulgaris ein sehr viel besserer Erhalt des Parenchymgewebes
erreicht wurde. Der Grund ist vermutlich der groBere Durchmesser der J. vulgaris-Wurzel.
Wahrend der Durchmesser der S. vernalis-Wurzel nur ca. 0,5 bis 1 mm betragt, ist der der
J. vulgaris-Wurzel etwa doppelt so groB. Dies filihrt zu einer deutlich besseren Handha-
bung der Wurzel im Rahmen der Einbettung in Paraplast™ und dadurch zu weniger Be-
schadigung des Gewebes wahrend dieser langen Prozedur. Desweiteren scheinen Schnit-
te mit groBRerem Durchmesser besser an den adhésiv-beschichteten Objekttragern anzu-
haften. Dadurch kommt es zu weniger Schadigung des dinnwandigen Parenchym-
Gewebes wahrend der in situ-Hybridisierung. Ein weiterer Vorteil der J. vulgaris-Wurzeln
im Vergleich zu den S. vernalis-Wurzeln ist, dass die Wurzeln der Sterilkultur-Pflanze von
J. vulgaris deutlich besser differenziert zu seinen scheinen als die von S. vernalis und da-
mit einer Freiland-Pflanze dhnlicher sind. Obwohl fir alle Hybridisierungen bei S. vernalis

dltere, ausgewachsene Wurzelteile verwendetet wurden, zeigten diese ein nicht optimal
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ausdifferenziertes Leitblindel. Diese Beobachtung wurde auch schon zuvor in der Arbeits-

gruppe gemacht.

Aus diesen Grinden wurde Uberlegt, auch in den Wurzeln von J. vulgaris nach einer DAO
mit Beteiligung an der PA-Biosynthese zu suchen. Da jedoch bislang noch keine DAO-
Sequenz fir J. vulgaris bekannt ist, sollte nach dieser durch PCR mit degenerierten Pri-

mern gesucht werden (s. Kapitel 3.5).

3.5 Suche nach diaminoxidaseartigen Sequenzen in Jacobaea vulgaris

Zur Konstruktion der Primer wurde zundchst ein Alignment mit DAO-Sequenzen
(EC 1.4.3.6.) aus folgenden Pflanzen erstellt: Senecio vernalis (svaol bis svao3; alle Den-
ker, 2008), Eupatorium cannabinum (Denker 2008), Arabidopsis thaliana (AT4G14940 und
AT1G31670), Brassica juncea (AF449459.2), Pisum sativum (AB457619.1), Lens culinaris
(AAB34918) und Cicer arietinum (AJ006052). Auf mdoglichst hoch konservierte Bereiche

der Sequenzen wurden die Primer aus Tabelle 40 konstruiert.

Tabelle 40: Verwendete degenerierte Primer nach IUPAC Ambiguity Code fiir Nukleotide (Cornish-
Bowden, 1985). Nach dem IUPAC Ambiguity Code stehen die folgende Buchstaben stehen fir folgenden
Nukleotid-Kombinationen: B: C, G oder T; D: A, Goder T; H: A, Coder T; V: A, Coder G; N: A, C, G oder T; K:
G oderT; Y:AoderG;S: Goder C; W: Aoder T; M: A oder C; I: Inosit

Name Sequenz

DEO2degfor01 5'-CAITHNCCYAGNTYICCYCA-3'
DEO2degfor02 5'-ACYTTIDIGGTYAANCGGGT-3'
DEO2degfor03 5'-AGITNITRYAWYAGYATYAA-3'
DEO2degrev0l 5'-ACNGCNARISYRTCITCNCC-3'
DEO2degrev02 5'-DYRTRCCAIANIACDATRTC-3'
DEO2degrev03 5'-CATIRNIGGRAARTCYTCYTG-3'

Neben den in Tabelle 40 aufgelisteten Primern wurden auch ein Oligo-dT-Primer (5'-GTC
GACTCG AGAATTCTTTITTTT TTT TTT TTT-3', der bereits in Kapitel 2.6.4 erwahnt wurde,
und sechs weitere degenerierte Primer verwendet, mit denen die cDNA-Sequenzen der

drei SVAOs aus S. vernalis gefunden wurden (Denker, 2008).

Die Primer wurden wie in Kapitel 2.6.7.2.1 beschrieben in allen méglichen Kombinationen
flr PCRs eingesetzt. Es konnten keine Sequenzen mit Homologie zu den SVAO-Sequenzen

identifiziert werden. Mégliche Griinde dafiir werden in Kapitel 4.2.1 diskutiert.
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3.6 Untersuchungen zum Einfluss von SVAO1, SVAO2 und SVAO3 auf die PA-

Biosynthese mittels transgenen Hairy Root-Klonen

Die Versuche zur Erstellung von transgenen Pflanzen wurden in Zusammenarbeit mit dem
VTT Technical Research Centre Finland in Espoo (Finnland) geplant und durchgefihrt. Ziel
dieser Versuche war es, die Funktion der drei bekannten DAOs aus S. vernalis und deren
Einfluss auf die PA-Biosynthese an Hand von RNAi- und Uberexpressionsversuchen niher

zu untersuchen.

Die RNAinterference- (RNAi)-Versuche, die in Abbildung 17 schematisch skizziert sind,
hatten zum Ziel, transgene Hairy Root (HR)-Kulturen zu erzeugen. In diesen Kulturen sollte
die Expression von svaol, svao2 und svao3, die aus S. vernalis identifiziert wurden, ein-
zeln herunterreguliert werden. Hierzu wurden Blatter von S. vernalis-Pflanzen mit Agro-
bacterium rhizogenes wie in Kapitel 2.10.3 beschrieben infiziert. Dazu wurden drei unter-
schiedliche Agrobakterien-Klone verwendet, die RNAi-Konstrukte mit Sequenzbereichen
von svaol, svao2 und svao3 zum Herunterregulieren dieser drei Gene enthielten. In Kapi-
tel 3.6.1.1 wird nédher auf den Aufbau dieser RNAi-Konstrukte eingegangen. AnschlieRend
sollte der PA-Gehalt der transgenen HR-Klone untersucht werden. Die Uberlegung war,
dass das Herunterregulieren einer an der PA-Biosynthese beteiligten DAO zu einer starken
Reduktion im PA-Gehalt aller Klone, die durch Infektion mit demselben Agrobakterien-
Klon entstanden sind, flihren sollte. Dass diese Reduktion auch Schwankungen unterliegt,
resultiert vor allem aus der Methode zur Erzeugung der transgenen Klone durch den un-
gerichteten Einbau der vom Agrobacterium Gbertragenen DNA ins pflanzliche Genom. Die
damit verbundenen moglichen unerwarteten Effekte werden im Kapitel 4.2.3 ausfihrlich

diskutiert.

Der Versuchsansatz, die zu untersuchenden DAO-Gene mittels RNAi herunterzuregulie-
ren, wurde gewahlt, da dies eine Moglichkeit ist, in einer Pflanze wie S. vernalis, deren
Genom nicht entschlisselt ist, Genregulationen vorzunehmen. Zur Untersuchung eines
Gens einer Pflanze, deren Genom bereits vollstandig aufgeklart ist, werden sogenannte
Knock-Out-Pflanzen bevorzugt verwendet. Bei diesen Mutanten wurde das zu untersu-
chende Gen deletiert oder zerstort. Dies flhrt zu einer vollstandigen Ausschaltung des

Ziel-Gens, was durch Abbau der mRNA des Zielgens bei RNAI nicht erreicht werden kann.
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Abbildung 17: Schema zum Aufbau der RNAi-Versuche. S. vernalis wurde mittels A. rhizogenes einzeln mit
drei RNAi-Konstrukten zum Herunterregulieren der Expression von svaol, svao2 und svao3 transformiert.
Die Klone der drei entstandenen transgenen Kulturen wurden auf Verdnderungen im PA-Gehalt in Bezug
auf die Kontroll-HRs untersucht.

Bei den Uberexpressions-Versuchen (s. Abbildung 18) sollte der gesamte proteinkodie-
rende Bereich aller drei svao-Sequenzen sowohl in S. vernalis als auch in N. tabacum
iberexprimiert werden. Die dazu verwendeten Uberexpressions-Konstrukte werden in
Kapitel 3.6.1.2 vorgestellt. Transformiert wurde ebenfalls mittels A. rhizogenes. Nach Ex-

traktion der Alkaloide aus den transgenen HR-Klonen wurden diese auf qualitative und

guantitative Veranderungen des Alkaloid-Spektrums untersucht.

Bei einem starken Anstieg des PA-Gehalts in den Senecio-HR-Klonen in einer Kultur kénn-
te vermutet werden, dass eine DAO mit Beteiligung an der PA-Biosynthese in dieser Kul-
tur Uberexprimiert worden ware. Dieses Ergebnis ist allerdings nur zu erwarten, wenn die
liberexprimierte DAO eine Art ,Flaschenhals” in der PA-Biosynthese darstellt, das heift,
wenn das Produkt der DAO-katalysierten Reaktion in begrenzter Menge in der PA-
Biosynthese zur Verfligung steht und eine Konzentrationssteigerung dieses Produktes zu
einer erhdhten PA-Konzentration filhren wiirde. Diese Uberlegung wird in Zusammen-

hang mit allen Ergebnissen in Kapitel 4.2.3 ausfihrlicher diskutiert.
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Die Transformation von N. tabacum wurde durchgefiihrt, um iber eine mogliche Veran-
derung des Nikotin-Alkaloid-Spektrums auf weitere Eigenschaften und Funktionen der
SVAOs schlieBen zu kénnen. Sowohl die PA-Biosynthese (Bottcher et al., 1994), als auch
die Nikotin-Biosynthese (Leete, 1967; Mizusaki et al., 1968) gehen aus dem Polyamin Put-
rescin hervor. Der ndchste Metabolit, der in der PA-Biosynthese aus der Umsetzung von
Putrescin durch das Eingangsenzym der PA-Biosynthese, der Homospermidin-Synthese
(HSS), hervorgeht ist Homospermidin (B&ttcher, 1993; Bottcher et al., 1994). Interessan-
terweise kommt Homospermidin in geringer Menge in vielen Pflanzen vor, so auch in Ta-
bak (Ober et al., 2003a). Es wird vermutet, dass Homospermidin, das tGiber mehrere, noch
nicht vollstandig aufgeklarte Schritte zur Necinbase umgesetzt wird (Khan und Robins,
1985; Spenser, 1985), das Substrat der gesuchten DAO ist. Wiirde man in Tabak also eine
DAO fremdexprimieren, die dieses Homospermidin zu einer PA-Vorstufe umsetzt, ware
diese Vorstufe moglicherweise im untersuchten Alkaloid-Spektrum sichtbar. Aus diesem

Grund wurde versucht, die drei SVAOs auch in N. tabacum zu exprimieren.

Verglichen wurden die PA-Spektren aller transgenen HR-Klone mit solchen HR-Klonen, die
durch Transformation von S. vernalis und N. tabacum mit Agrobakterien ohne Fremdgen
in einem zusatzlichen bindren Pflanzenvektor entstanden sind. Zur sprachlichen Vereinfa-
chung werden diese Kulturen im Folgenden Kontroll-HRs genannt. Desweiteren wird jede
einzelne HR, die durch ein Transformationsereignis entstanden ist, , Klon“ genannt. Alle
HR-Klone, die durch Transformation einer Versuchspflanze durch Agrobakterien mit ei-
nem bestimmten Konstrukt oder mit nichttransformierten Agrobakterien entstanden

sind, werden unter dem Begriff ,Kultur” zusammengefasst.
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Abbildung 18: Schema zum Aufbau der Uberexpressions-Versuche. N. tabacum und S. vernalis wurden
mittels A. rhizogenes einzeln mit drei Uberexpressions-Konstrukten zum Uberexprimieren von SVAO1,
SVAO2 und SVAOS3 transformiert. Die entstandenen transgegen Klone wurden auf Verdnderungen im Alka-
loid-Gehalt in Bezug auf die Kontroll-HRs untersucht.

3.6.1 Klonierung der RNAi- und Uberexpressions-Konstrukte

3.6.1.1 Erzeugung der RNAi-Konstrukte

Zum Herabregulieren der drei DAO-kodierenden Gene in S. vernalis wurde zunachst ein
ca. 500 bp langer Bereich in jeder Sequenz gesucht, der méglichst wenig Ubereinstim-
mung mit einer anderen svao-cDNA-Sequenz aufweist. Wie auch schon in Kapitel 3.4.1.2
beschrieben wurde, ist das auf Grund der groRen Ubereinstimmungen der DAO-
Sequenzen auf Nukleinsdureebene schwierig. Die Sonde bei der in situ-Hybridisierung
sollte flr eine intensive Markierung in groRen Teilen mit der Ziel-mRNA im Gewebe hyb-
ridisieren. Bei sehr dhnlichen mRNAs wiirde die Sonde jedoch auch an diese binden und
damit die Ergebnisse verfdlschen. Im Gegensatz dazu wird die RNA des DAO-
Sequenzbereiches, die durch Translation des ins pflanzliche Genom integrierte RNAI-
Konstrukts entsteht und eine Haarnadelstruktur ausbildet, im Zuge des Post-
Transcriptional Gene Silencing (PTGS) in 21- bis 23 bp-Fragmente abgebaut (van Blokland
et al., 1994; s. auch Kapitel 4.2.3). Je mehr dieser kleinen Fragmente mit der Ziel-mRNA
hybridisieren, desto vollstandiger wird diese abgebaut und desto besser wird das Zielgen

herunterreguliert. Aus diesem Grund sollten bei den RNAi-Versuchen kleinere Abschnitte
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mit Ubereinstimmungen der Sequenzen weniger ins Gewicht fallen als bei der in situ-

Hybridisierung.

Far alle drei DAOs wurden Sequenzbereiche, die am 5‘-Ende des unkodierenden Bereichs
beginnen und im kodierenden Bereich enden, gewahlt (s. Abbildung 19). Zur Amplifikati-
on dieser Bereiche und zur Einfliihrung der attB-Rekombinationsstellen zur Klonierung in
die bindren Gateway®-Pflanzenvektoren (s. Kapitel 2.9) wurden Primer gebaut, die in
Tabelle 41 aufgeflhrt sind. Das Primerpaar DERNAilfor/rev wurde in einer Standard-PCR
(s. Kapitel 2.6.7.1) zur Amplifikation des RNAi-Bereiches vom svaol-cDNA-Transkript ein-
gesetzt. Das zweite Primerpaar DERNAi2for/rev diente der Amplifikation des RNAi-
Bereiches vom svao2-cDNA-Transkript in der gleichen Standard-PCR. Der RNAi-Bereich
vom cDNA-Transkript von svao3 lies sich unter Verwendung des Primerpaars

DERNAi3for/rev mit AccuTag™LA-DNA-Polymerase amplifizieren.
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Abbildung 19: Ausschnitt eines Nukleinsdure-Alignments der cDNA-Sequenzen von svaol, svao2 und
svao3 mit der Lage der fiir die RNAi-Konstrukte verwendeten Sequenz-Bereiche. Die Pfeilkopfe markieren
Anfang und Ende der fur die RNAi-Konstrukte verwendeten Sequenzbereiche; rot: RNAi-Bereich von svaol;
grin: RNAi-Bereich von svao2; blau: RNAi-Bereich von svao3; die unterstrichenen Sequenzbereiche markie-
ren die jeweiligen Start-Kodons fur SVAO1, SVAO2 und SVAO3.
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Tabelle 41: Primer fiir die RNAi-Konstrukte. Durchgehend unterstrichene Bereiche markieren die attB1-

gedruckte Bereiche markieren SVAO-Sequenzbereiche; die Primerpaare DERNAilfor/rev, DERNAi2for/rev
und DERNAi3for/rev wurden zur Amplifikation des jeweiligen svaol/2/3-Sequenzbereiches fur die RNAi-
Konstrukt verwendet.

verwendete
Name Sequenz Annealing-
Temperatur
. 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACAATTTATTCAAGAGAGT-
DERNAi1for TAG.3'
. 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTATAGCCCTATGCAGGTCA- 50,1°C
DERNAilrev LTI e
TAC-3
DERNAi2for  5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTGACAAGATCGAGTATC-3'
. 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAAATACATGTGTAGCCGATA 50,1°C
DERNAi2rev ;
CAAG-3
. 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACACATTTCCTAGTGAGT-
DERNAi3for TAC-3'
. 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACCGACATCAACTGGAGTC- 52,2°C
DERNAi3rev AC-3'

Die erhaltenen Amplifikate wurden wie in Kapitel 2.9 beschrieben mit Hilfe des Gate-
way®-Systems zuerst in den Donor-Vektor pDONR221 und anschlieBend in den Destinati-
on-Vektor pK7GWIWG2D(l1),0 integriert. Diese Form der Klonierung war sehr schnell und
effizient. Die entstandenen Klone enthielten die in Abbildung 20 dargestellten Konstrukte,

die die Herabregulation der DAO durch mRNA-Abbau verursachen sollten.

svaol/ I | svaol/ : :

LB KanR T35S qttB1 Svao2/ attB2 Intron attB2 svao2/  qrtB1 p3ss T35S  egfp p35s RB
svao3 svao3

Abbildung 20: Schema der RNAi-Konstrukte. LB: Left-Border, KanR: Kanamycin-Resistenz-Gen, t35S: 35S-
Terminator, attB1/2: Rekombinationsstellen, svaol-3: Sequenzteile von svaol-3, p35s: 35S-Promotor, egfp:
Gen fir das enhanced green fluorescent protein, RB: Right-Border.

Im Mittelstiick befinden sich zwei gleiche Bereiche der jeweiligen Sequenz, die gegensatz-
lich orientiert sind und sich zwischen den attB-Rekombinationsstellen befinden. Zwischen
diesen beiden Sequenzbereichen liegt ein nichtkodierendes Intron. Nach Integration der
Klonierungskassette in das pflanzliche Genom und Transkription bildet dieser Bereich eine
sogenannte ,Haarnadel-Struktur” aus, die Uber mehrere Schritte letztendlich zur Blocka-
de der Translation der mRNA des Zielgens flhrt (s. auch Kapitel 4.2.3). Dieser Mittelteil
des Konstrukts liegt unter der Kontrolle eines CaMV 35S-Promotors (kurz 35S-Promotor).
Der 35S-Promotor ist urspringlich aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus isoliert worden
(Odell et al., 1985) und ist ein stark konstitutiv exprimierter Promotor, der zu starker Gen-

Expression in allen Organen von dikotylen Pflanzen fiihrt. Desweiteren befindet sich in-
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nerhalb der Klonierungskassette, die durch die Left-Border (LB) und Right-Border (RB)
begrenzt wird, ein enhanced green fluorescent protein- (egfp-) Gen und das Gen fir die
Kanamycin-Restistenz. Das egfp-Gen ist eine Weiterentwicklung des gangigen green fluo-
rescent protein- (gfp-)Gens, das flr ein unter UV-Licht grin fluoreszierendes Protein ko-
diert. Dieses Protein wurde aus der Qualle Aequorea victoria isoliert (Shimomura et al.,
1962) und bietet nach Fusion mit anderen Proteinen die Moglichkeit, diese in lebenden
Zellen mikroskopisch unter UV-Licht zu beobachten. Die Kanamycin-Resistenz, die eben-
falls mit der Klonierungskassette ins pflanzliche Genom Ubertragen wird, soll eine Selekti-
on der erfolgreich transformierten Pflanzen ermdglichen. Der Vektor pK7GWIWG2D(Il),0
wurde anderen RNAi-Vektoren vorgezogen, da er sich mit dem Gateway®-System fir
mehrere Konstrukte zeitsparend klonieren lieR (Karimi et al., 2007). Desweiteren wurde
er in jlngster Vergangenheit bei Transformationen mit A. rhizogenes des Stammes
LBA9402, der auch in den Versuchen im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt werden sollte,

mit Erfolg eingesetzt (Schmidt et al., 2007).

Zur Uberpriifung wurden die jeweiligen Entry-Klone (pDEOS8 - pDE10, s. 53, Kapitel 7.2)
kontrollsequenziert. Alle drei SVAO-Sequenzfragmente stimmten mit friheren Ergebnis-
sen der Arbeitsgruppe (Denker, 2008) (iberein. Da die folgende LR-Rekombination in
pK7GWIWG2D(I1),0 sehr effizient verlduft und nicht zu einer Verdnderung der rekombi-
nierten Kassette filhren kann, mussten die daraus resultierenden RNAi-Klone (pDE19 —

pDE21, s. Tabelle 53, Kapitel 7.2) nicht mehr sequenziert werden.

3.6.1.2 Erzeugung der Uberexpressions-Konstrukte

Bei den Uberexpressions-Versuchen sollten alle drei DAO-Sequenzen in den beiden Ver-
suchspflanzen S. vernalis und N. tabacum Uberexprimiert bzw. fremdexprimiert werden.
Dazu wurden Primer auf den kompletten proteinkodierenden Bereich der svao-
Sequenzen gebaut. Die Primer sind in Tabelle 42 dargestellt. Das Primerpaar Overex1for
und Overex1+2rev wurde in PCR-Ansatzen zur Amplifikation des Transkriptes von svaol
eingesetzt. Mit dem Primerpaar Overex2for und Overexl+2rev wurde versucht, das
cDNA-Transkript von svao2 zu amplifiziern. Das Primerpaar Overex3for/rev diente zur
Amplifikation des Transkriptes von svao3. Diese Primer enthielten, ebenso wie bei den
RNAi-Versuchen (s. Kapitel 3.6.1.1), Rekombinationsstellen fiir das Gateway®-System. Die

Amplifikation der Transkripte von svaol und svao3 war problemlos. Hingegen konnte
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weder aus der cDNA von S. vernalis, noch von einem SVAO2-Expressionskonstrukt (Den-
ker, 2008) der proteinkodierende Bereich von svao2 amplifiziert werden. Daher konnten
bei den Uberexpressions-Versuchen die Auswirkungen einer {iberexprimierten SVAO2

nicht untersucht werden.

Tabelle 42: Primer fiir die Uberexpressions-Konstrukte. Durchgehend unterstrichene Bereiche markieren
die attB1-Rekombinationsstellen; gepunktet . unterstrichene_ . Bereiche markieren die attB2-
Rekombinationsstellen; fett gedruckte Bereiche markieren svao-Sequenzbereiche; doppelt unterstrichene
Bereiche markieren Start-oder Stopp-Kodons; die Primerpaare Overex1for/Overex1+2rev und
Overex3for/rev wurden zur Amplifikation der svaol/3-Transkripte fiir die Uberexpressions-Konstrukte ver-
wendet; mit dem Primerpaar Overex2for/Overex1+2rev wurde versucht, svao2-Transkripte fir das Uberex-
pressions-Konstrukt zu amplifizieren; *: Mit dem Primerpaar Overex2for und Overex1+2rev wurden PCRs
mit einer Annealing-Temperatur zwischen 50°C und 70°C durchgefiihrt. Es wurde jedoch kein Amplifikat
erhalten.

verwendete
Name Sequenz Annealing-
Temperatur
5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGAACATTGGATGTGCC-
Overex1for ACC-3' -
5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTACTAGAGTGCGGCCGCAT- 55°C
Overexl1+2rev ; =
AAGA-3
5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGAACATTGGATGTGCC-
Overex2for* ACC-3'
5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGGATGCAAGAAATCTC-
Overex3for ATC-3' =
overerey 5~ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAAGCAGAAGAAGCGGCA-  55°C
TTACAAAC-3'

Die Rekombination der proteinkodierenden Bereiche der cDNA-Transkripte von svaol
und svao3 in den Donor-Vektor pDONR221 wurde wie in Kapitel 2.9.2 beschrieben durch-
gefiihrt. Die beiden DAO-cDNA-Sequenzen der daraus resultierenden Entry-Klone wurden
mittels LR-Rekombination (s. Kapitel 2.9.4) in den binaren Pflanzenvektor pH7WG2D,1
gebracht. Auch bei der Wahl dieses Vektors war die schnelle, effiziente Klonierung mittels
attB-Rekombination und positive Erfahrungen des Gastinstitutes (Hakkinen et al., 2007)
ausschlaggebend. Es entstanden die Expressionsklone pDE22 und pDE24 (s. Tabelle 53,

Kapitel 7.2), die die in Abbildung 21 skizzierte Klonierungskassette aufweisen:

i W S G N
svaol/

LB HygR T35S attB2 svao3 attB1 p35s  prolD egfper T35S RB

Abbildung 21: Schema der Uberexpressions-Konstrukte. LB: Left-Border, HygR: Hygromycin-Resistenz-Gen,
t35S: 35S-Terminator, attB1/2: Rekombinationsstellen, p35s: 35S-Promotor, prolD: rolD-Promotor, egfper:
Gen fir das enhanced green fluorescent protein endoplasmatic reticulum-targeting, RB: Right-Border.
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Der offene Leserahmen der svao-Gene steht ebenfalls unter der Kontrolle des 35S-
Promotors, der schon in den RNAi-Konstrukten verwendet wurde (s. Kapitel 3.6.1.1).
Desweiteren befindet sich in der Transformationskassette ein Gen fiir EGFP mit einer Sig-
nalsequenz aus Calreticulin fir das endoplasmatische Retikulum (EGFPER). Calreticulin ist
ein Protein, das Teil eines Proteinkomplexes im Lumen des endoplasmatischen Retiku-
lums der Eukaryoten ist und dort als Chaperon bei der Faltung von Glykoproteinen wirkt.
Als Fusionsprotein kann dieses Aufschluss Uber das Wachstumstadium von transgenen
Tabak-Zellkulturen geben (Persson et al., 2002). Das egfp-Gen befindet sich unter der
Kontrolle des konstitutiv exprimierten ro/D-Promotors, der im A. rhizogenes die Expressi-
on des ro/D-Gens auf dem Ri-Plasmid kontrolliert. Das Gen fir eine Hygromycin-Resistenz
ermoglicht die Selektion der transgenen Pflanzen mit dem herbizid wirkenden Hygromy-

cin B.

Die entstandenen Entry-Klone (pDE25 und pDE27; s. Tabelle 53, Kapitel 7.2) wurden
kontrollsequenziert. Dabei zeigte sich, dass die cDNA von svaol zu 100 % mit der der
svaol von Denker (Denker, 2008) tibereinstimmt. Abweichungen gab es jedoch bei der
cDNA von svao3: Die Sequenzierung zeigte, dass sich pDE27 in 14 Basen von svao3 unter-
scheidet. Auf Proteinebene fihrt das zu flnf veranderten Aminosduren, wie im Alignment
in Abbildung 22 zu sehen ist.

Es ist davon auszugehen, dass es sich bei der in pDE27 befindlichen Sequenz um ein Mit-
glied der SVAO3-Familie handelt (Denker, 2008). Denker hatte festgestellt, dass es sich bei
der dritten identifizierten Sequenz, SVAO3, um eine Gen-Familie handelt. Demnach ex-
primiert S. vernalis in den unterschiedlichen Pflanzenorganen (Blatt und Wurzel) mindes-
tens drei Mitglieder dieser Familie. Diese stimmen zu 98,0 %, bzw. 99,8 % mit der zuerst
aus dem Blatt identifizierten SVAO3 (berein (Denker, 2008). Daher wird das Protein, das
durch pDE27 kodiert wird, weiterhin SVAO3 genannt. Ein weiteres Mitglied dieser Gen-
Familie wurde vermutlich im Rahmen der heterologen Expression von SVAO3 in E. coli

identifiziert (s. Kapitel 3.1.1).
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Abbildung 22: Alignment der Aminosaure-Sequenzen von SVAO3 (Denker, 2008) und pDE27. SVAO3: Ami-
nosdure-Sequenz von SVAO3, pDE27: Aminosdure-Sequenz der im Rahmen der Pflanzentransformations-
Versuche identifizierten SVAO3.

Die in Kapitel 3.6.1.1 und 3.6.1.2 erwdhnten RNAi- und Uberexpressions-Klone pDE19,
pDE20, pDE21, pDE22 und pDE24 wurden wie in Kapitel 2.10.1 beschrieben in Zellen des
A. rhizogenes-Stammes LBA9402/12 transformiert. Der Transformationserfolg wurde mit-
tels PCR kontrolliert (s. Kapitel 2.10.2). Jeweils ein Klon pro Konstrukt wurde fir die fol-
genden Pflanzentransformationen verwendet. Desweiteren wurden S. vernalis und
N. tabacum auch mit A. rhizogenes infiziert, der zuvor nicht mit einem binaren Pflanzen-
vektor transformiert worden war. Die PA-Gehalte aller erzeugten Uberexpressions- und
RNAi-Klone wurden mit diesen HR-Klonen verglichen, die im Folgenden Kontroll-HRs ge-
nannt werden. Diese Kontroll-HR-Klone wurden herkémmlichen Wurzelorgankulturen
(WOKs) fiir den Vergleich mit den RNAi- und Uberexpressions-HR-Klonen vorgezogen, da
somit alle untersuchten Klone die bei der Transformation mitiibertragenen agrobakte-
rieneigenen rol-Gene des Ri-Plasmids aufwiesen. rol-Gene scheinen unter anderem Ein-
fluss auf den Sekundarstoffwechsel zu haben (Kiselev et al., 2007; Shkryl et al., 2008). Der

Einfluss der rol-Gene wird in Kapitel 4.2.3 noch ausfuhrlicher diskutiert.

3.6.2 Etablierung der Transformations-Methode
Bisher wurde in der Literatur noch keine Transformation von S. vernalis beschrieben.

Deshalb wurde zuerst eine geeignete Transformations-Methode entwickelt.

Die in unserer Arbeitsgruppe bereits etablierte Methode der Transformation von J. vulga-
ris durch Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) wurde durch Abd Elhady eingefiihrt

(Abd Elhady, 2006). Bei dieser Methode werden Pflanzenteile mit A. tumefaciens infiziert.
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Durch Ubertragung der T-DNA des tumor inducing (T;)-Plasmides entsteht ein transgener
Kallus, der neben den agrobakterieneigenen Genen auch die in die T-DNA integrierte
Fremd-DNA des bindren Pflanzenvektors enthélt. Aus diesem Kallus kann durch Hormon-
zugabe eine vollstdndige transgene Pflanze regeneriert werden. Diese Methode wies je-
doch den Nachteil auf, dass innerhalb mehrerer Monate nur sehr wenige transgene Pflan-
zen erzeugt werden konnten. Bei Verwendung dieser Transformations-Methode hétte
zudem fiur die PA-Analyse (s. Kapitel 2.11.6) und die Expressions-Analyse (s. Kapitel

2.6.7.2.3) zu wenig Material der transgenen Pflanzen zur Verfligung gestanden.

Anders stellt sich eine Transformation mit A. rhizogenes dar. Bei der Ubertragung der
DNA von A. rhizogenes wird ein Teil des sogenannten R;-Plasmids lbertragen, das in der
infizierten Zelle schon nach ca. 10 Tagen das Wachstum von feinen Wurzeln hervorruft
(s. Abbildung 23). Diese Wurzeln werden auf Grund ihrer stark verzweigten Oberflache
Hairy roots (HRs) genannt. Desweiteren wird die T-DNA des binaren Pflanzenvektors mit
der darin integrierten Fremd-DNA {ibertragen. Die transgenen Wurzeln enthalten daher
neben dem urspringlichen pflanzlichen Genom auch die T-DNA des root inducing (R;)-
Plasmids von A. rhizogenes mit den rol-Genen und die Fremd-DNA des bindren Pflanzen-
vektors. Diese Wurzeln, die direkt aus der infizierten Stelle wachsen, kénnen nach einigen
Tagen vom Blatt abgetrennt werden. Sie wachsen schnell und erzeugen so in kurzer Zeit
grofRe Mengen an Wurzelmaterial, was auch zur Produktion biogener Arzneistoffe genutzt

wird (Guillon et al., 2006; Hu und Du, 2006).

Gerade fur S. vernalis als Vertreter der Asteraceae stellt die Transformation mit A. rhizo-
genes eine besonders effiziente Transformations-Methode dar. Die HSS wurde in allen
bisher untersuchten Vertretern der Asteraceae (S. vernalis, Eupatorium cannabinum und
J. vulgaris) in den Wurzeln lokalisiert (Moll et al., 2002; Anke et al., 2004; Niemdiller,
2007). Desweiteren ist seit langem bekannt, dass Wurzelorgankulturen von Pflanzen aus
der Familie der Asteraceae ohne weitere Zusatzstoffe wie zum Beispiel Pflanzenhormone
PAs bilden (Hartmann und Toppel, 1987; Hartmann et al., 1988; Hartmann, 1994). Mit der
Transformation mit A. rhizogenes entfiel somit die langwierige, schwierige und teure Pha-
se der Regeneration der transgenen Kalli zu Pflanzen, die bei Transformation mit A. tume-

faciens notwendig ist.
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Die Transformation mittels A. rhizogenes wurde am VTT Technical Research Centre Fin-
land, Espoo, durchgefiihrt. Das verwendete Protokoll war fiir die Transformation von
N. tabacum optimiert (Hakkinen et al., 2007). Aus diesem Grund wurde es fir die Ver-
wendung von S. vernalis zunachst angepasst. Im Gegensatz zu N. tabacum besitzt S. ver-
nalis einen rosettigen Wuchs und ca. 3 bis 5 cm lange, fiederspaltige Blatter mit einem
schmalen Blattstiel. Die Beobachtung, dass Infektionen des oberen Blattstiels sehr effi-
zient sind, ist in vielen Arbeitsgruppen gemacht worden (Metz et al., 1995; Vanhala et al.,
1995; Li et al., 2008; Sriskandarajah et al., 2008; Wang et al., 2008). Beim urspriinglichen
Protokoll wurden die mit Agrobacterium infizierten Blatter auf Medium-Platten gelegt. Da
die Senecio-Blatter jedoch einen sehr schmalen Bereich zwischen Blattstiel und Blattrand
aufweisen, breiteten sich die Agrobakterien vom Blattstiel schnell auf die Medium-Platten
aus, was innerhalb kiirzester Zeit zu einem Uberwachsen der Agrobakterien iiber das Blatt
fiihrte. Dieses Uberwachsen 16st nicht nur ein Welken des Blattes aus, sondern kann auch
zu Mehrfach-Infektionen und damit zu Mehrfach-Integrationen der Klonierungskassette
in die infizierte Zelle fihren. Mehrfach-Integrationen flihren zu vielen unkalkulierbaren
Effekten, die in Kapitel 4.2.3 noch diskutiert werden. Aus diesem Grund wurden bei spa-
teren Infektionen die untersten 1,5 cm des Blattstiels nicht infiziert und die Blatter nach
der Infektion in Kasten mit Medium gesteckt. Auf diese Weise blieb das Medium agrobak-
terienfrei, was zu einer erhéhten Vitalitat der Blatter nach der Infektion und damit zu ei-

nem schnelleren HR-Wachstum fiihrte.

Es wurde beobachtet, dass die Wurzelbildung bei Arabidopsis-Keimlingen auf Medien mit
einem Nitratgehalt von tUber 50 mM deutlich verlangsamt ist (Zhang et al., 1999). Das fiir
die Kultivierung der HRs zunachst verwendete MSOH-Medium besitzt einen Nitrat-Gehalt
von ca. 80 mM (Murashige und Skoog, 1962). Als festgestellt wurde, dass die entstande-
nen HRs sehr langsam wuchsen, wurde deshalb zu einem nitratdrmeren Medium, Gam-
borgB5mod, gewechselt (Gamborg et al., 1968). Dieses Medium enthalt nur ca. 25 mM
Gesamtnitrate, was sich in einem deutlich schnelleren Wurzelwachstum bemerkbar
machte. Desweiteren wird dieses Medium mit Gelrite®, einem hochgereinigten, natirli-
chen Heteropolysaccharid hergestellt. Gelrite® hat den Vorteil, dass es klar polymerisiert
und damit Bakterienkolonien und feine Wurzeln auf den Medien-Platten leicht sichtbar

sind.
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Abbildung 23: Mit A. rhizogenes infizierte Blatter reagieren auf die Infektion mit Bildung von
HRs. A: S. vernalis-Blatter mit beginnendem HR-Wachstum; B: S. vernalis-Blatt mit fortgeschrit-
tenem HR-Wachstum, C: Tabak-Blatt mit beginnendem HR-Wachstum, D: Tabak-Blatter mit
fortgeschrittenem HR-Wachstum.

Abbildung 24: Kultivierung der infizierten Senecio-Blitter. A: S. vernalis-Blatter, die auf einer
MSOH-Medium-Platte kultiviert wurden, B: S. vernalis-Blatter, die im Kunststoffkasten mit
GamborgB5mod-Medium kultiviert wurden.
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3.6.2.1 Etablierung der Transformationsmethode mittels GUS-Tests

Um die Methode der Transformation von S. vernalis mit A. rhizogenes zu etablieren, wur-
den zunéachst Senecio- und Tabak-Pflanzen mit Agrobakterien infiziert, die ein GUS-
Konstrukt enthielten. Das GUS-Konstrukt wurde vom VTT zur Verfligung gestellt. Die Klo-

nierungskassette dieses Konstrukts ist in Abbildung 25 schematisch skizziert.

i W G |

LB HygR T35S  attB2 gus attB1 p35s  prolD egfper T35S RB

Abbildung 25: Schema des GUS-Konstrukts. LB: Left-Border, HygR: Hygromycin-Resistenz-Gen, t35S: 35S-
Terminator, attB1/2: Rekombinationsstellen, gus: B-Glucuronidase-Gen, p35s: 35S-Promotor, prolD: ro/D-
Promotor, egfper: Gen fir das enhanced green fluorescent protein endoplasmatic reticulum-targeting, RB:
Right-Border.

Das GUS-Konstrukt besteht aus einem B-Glucuronidase-Gen (Novel und Novel, 1973), das
zwischen die attB-Rekombinationsstellen des Uberexpressions-Vektor pH7WG2D,1 klo-
niert wurde. Es ist vom Aufbau mit den Konstrukten zur Uberexpression von SVAO1 und
SVAO3 in S. vernalis und N. tabacum identisch (s. Abbildung 21, Kapitel 3.6.1.2). Das B-
Glucuronidase-Gen steht unter der Kontrolle des konstitutiven 35S-Promotors. Desweite-
ren wird eine Hygromycin-Resistenz an die erfolgreich transformierten Pflanzen ibermit-
telt. Eine optische Kontrolle des Transformationserfolges ist durch einen Nachweis der
Expression des EGFPs unter UV-Licht moglich. Das dafiir notige egfp-Gen steht unter der
Kontrolle des konstitutiven ro/D-Promotors, der bereits in Kapitel 3.6.1.2 vorgestellt wur-

de. Begrenzt wird die Klonierungskassette durch die Left-Border und die Right-Border.

Die aus der Transformation mit A. rhizogenes mit dem GUS-Konstrukt hervorgegangenen
HR-Klone wurden mittels PCR (s.Kapitel 3.6.3.2) auf die Anwesenheit des agrobakterien-
eigenen rolB-Gens, die Integration der Fremd-DNA Uber die attB-Rekombinationsstellen
und die Abwesenheit persistenter Agrobakterien tiber das virD1-Gen untersucht. Von sie-
ben untersuchten Senencio-GUS-Uberexpressions-Klonen, wies einer das ro/B-Gen und
die Fremd-DNA auf. Acht der neun getesteten Tabak-GUS-Uberexpressions-Klone wiesen
ebenfalls diese beiden Gene auf. Diese neun Klone wurden anschlieRend dem in Kapitel
2.11.4 beschriebenen GUS-Test unterzogen. Bei diesem Test hydrolysiert die in den trans-
formierten HRs heterolog exprimierte B-Glucuronidase X-Gluc, ein glykosiliertes Glucu-

ronsaure-Derivat. Das freiwerdende 5-Brom-4-chlor-indoxyl oxidiert mit dem Luftsauer-

91



92

stoff zu einem blauen Indigo-Farbstoff. Alle der neun im GUS-Test untersuchten Klone
wiesen nach einer Inkubation von 16 h bei 37°C eine intensive Blau-Farbung auf. Die Ab-
bildung 26 zeigt die getestete Senecio-GUS-Uberexpressions-HR und eine der Tabak-GUS-
Uberexpressions-HRs nach Beendigung der Inkubation. Als Negativkontrollen wurden eine
Tabak-Kontroll-HR und eine Senecio-Kontroll-HR in gleicher Weise behandelt. Diese Pro-
ben waren nach Beendigung des GUS-Tests unverdndert weiR. Das Ergebnis zeigt, dass
alle untersuchten Wurzelproben das GUS-Konstrukt in ihr Genom integriert haben und es

dort transkribiert und translatiert wird.

Die GUS-Uberexpression in S. vernalis fiihrte zu auffallend knorpeligen, wenig verzweig-
ten und sehr langsam wachsenden Wurzelklonen, wie auch diejenige, die in Abbildung 26
A zu sehen ist. In N. tabacum wurde diese Beobachtung nicht gemacht. Dieses Phdnomen
wurde bereits in der Vergangenheit bei der Transformation anderer Pflanzenarten be-

obachtet (miindlich Gbermittelte Ergebnisse von Dr. Heiko Rischer).

Abbildung 26: Ergebnisse des GUS-Tests. GUS-Uberexpressions-HRs von Senecio vernalis (A) und Nicotiana
tabacum (B) nach 16 h Inkubation bei 37°C in GUS-Puffer (s. Tabelle 31, Kapitel 2.11.4).

Mit dieser optimierten und mittels GUS-Test verifizierten Transformations-Methode wur-

den innerhalb von gut zwei Monaten 552 HR-Klone erzeugt, wie aus Abbildung 27 er-
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sichtlich ist. Von jeder Kultur (Konstrukt in Versuchspflanzen oder nichttransformierter
A. rhizogenes in Versuchspflanzen) wurden zwischen 27 und 80 HR-Klone (jede HR, die

durch ein einzelnes Transformationsereignis entstanden ist) erzeugt.

Zur besseren Handhabung des Untersuchungsmaterials wurden Klone mit sehr lang-
samem Wachstum aussortiert, da diese fiur die folgenden PA- und Expressions-Analysen
nicht im festgesetzten Zeitrahmen gentigend Wurzelmaterial geliefert hdtten. Nach der
Elimination von Transportver-lusten zwischen Helsinki und Kiel standen insgesamt 266

HR-Klone zur Verfugung. Diese Klone wurden in Kiel auf Integration der Konstrukte unter-

sucht.
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Abbildung 27: Ubersicht iiber die Anzahl der erzeugten Hairy Root-Klone. pDE19: RNAi-Konstrukt zur Her-
abregulation der Expression von svaol, pDE20: RNAi-Konstrukt zur Herabregulation der Expression von
svao2; pDE21: RNAi-Konstrukt zur Herabregulation der Expression von svao3; pDE22: Uberexpressions-
Konstrukt zur Uberexpression von SVAO1; pDE24: Uberexpressions-Konstrukt zur Uberexpression von
SVAO3; GUS-Konstrukt: Konstrukt zur Uberexpression von GUS; A. rhizogenes ohne Konstrukt: zur Erzeu-
gung von Kontroll-HRs (s. auch Tabelle 53, Kapitel 7.2).

3.6.3 Allgemeine Analysen der transgenen Hairy Root-Klone

3.6.3.1 Selektion auf Antibiotika-Empfindlichkeit
Als erster Schritt zur Uberpriifung der HR-Klone auf Integration der Konstrukte sollten

diese zunachst auf ihre Antibiotika-Empfindlichkeit getestet werden. Solche Klone, die
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kein Konstrukt in ihr Genom integriert hatten, sollten auf Medium mit Zusatz von Kana-
mycin bzw. Hygromycin B nicht tberleben. Die Kanamycin-Resistenz wird wahrend der
Transformation durch das in die Transformationskassette integrierte Neomycin-
Phosphotransferase Il (npt/l)-Gen vermittelt. Bei nicht-resistenten Pflanzen wirkt das
Aminoglykosid-Antibiotikum toxisch. Die Hygromycin-Resistenz wird durch das Hygromy-
cin-Phosphotransferase (hpt)-Gen vermittelt. Ebenso wie Kanamycin ist Hygromycin in die
Klasse der Aminoglykoside einzuordnen. Beide Antibiotika interagieren in Pflanzen ver-
mutlich mit der 30S- und 50S-Untereinheit der Ribosomen in den Plastiden und beein-

trachtigen so die Proteinbiosynthese (Weide et al., 1989; Nap et al., 1992).

Um die Konzentration der Antibiotika zu ermitteln, die notig ist, um einen HR-Klon ohne
Konstrukt (Kontroll-HR) abzutéten, wurde zunachst ein Vortest gemacht. Dazu wurden ein
Senecio-Kontroll-HR-Klon und ein Tabak-Kontroll-HR-Klon zum einen auf antibiotikafreies
Gamborg B5mod-Medium gesetzt und zum anderen auf Gamborg B5mod-Medium mit

folgenden Antibiotika-Konzentrationen:
Kanamycin: 25/50/100/200 mg/I
Hygromycin B: 12,5/25/50 mg/|

Die HR-Klone wurden acht Tage unter den ublichen Bedingungen wachsen gelassen und
anschlieBend ausgewertet. Schon bei einer Hygromycin B-Konzentration von 12,5 mg/I
Medium wuchsen nur solche Tabak- und Senecio-HR-Klone, die ein Uberexpressions-
Konstrukt integriert hatten. Klone ohne Konstrukt (Kontroll-HRs) starben innerhalb der
acht Tagen ab (s. Abbildung 28). Sehr viel unempfindlicher zeigte sich S. vernalis gegen
Kanamycin. Selbst bei einer Konzentration von 200 ml/I Medium starben die Kontroll-HRs
nicht ab. Sie veradnderten jedoch ihr Wachstum: Bei Kanamycin-Konzentrationen bis
100 mg/l wuchsen die Kontroll-HRs in das Medium hinein. Bei 200 mg/l Kanamycin wuch-
sen diese nur oberflachlich auf den Medium-Platten. Dies wurde anschlieRend als ein Se-
lektionskriterium bei den RNAi-Klonen verwendet. Die N. tabacum-Kulturen lieRen sich
ebenfalls sehr gut mit Hygromycin B selektieren. Kontroll-HR-Klone starben nach einigen
Tagen auf hygromycinhaltigem Medium (12,5 mg/1) ab. Kanamycinresistente Tabak-Klone
wurden nicht erzeugt, da die Kanamycin-Resistenz nur in den RNAi-Konstrukten integriert

war.
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Eine dhnliche Beobachtung wie fir S. vernalis wurde bereits fur J. vulgaris-Pflanzen in
Sterilkultur gemacht. Diese wuchsen auch bei der hochsten getesteten Kanamycin-
Konzentration von 100 mg/l im Medium (Abd Elhady, 2006). Eine noch extremere natrli-
che Resistenz gegen Kanamycin zeigt die Zuckerriibe (Beta vulgaris). Nach einer Agrobac-
terium-Transformation wurden die transgenen Sprosse mit Kanamycin in einer Konzentra-
tion von 400 mg/| selektiert. Nur 5 % der Zuckerriibensprosse, die auf diesem Medium

Uberlebt hatten, trugen die T-DNA und waren somit transgen (Hinchee et al., 1994).

Abbildung 28: Vortest auf Antibiotika-Empfindlichkeit. Kontroll-HR-Klon von S. vernalis nach acht Tagen
Kultivierung auf GamborgB5mod-Platten mit Hygromycin B in unterschiedlichen Konzentrationen:
a: 12,5 mg/l; b: 25 mg/l; ¢: 50 mg/I; d: ohne Antibiotikum.

Auf Grund der Ergebnisse dieses Vortests wurde anschlieend ein kleines Stiick jedes

RNAi-HR-Klons auf Platten mit GamborgB5mod-Medium mit 200 mg/l Kanamycin umge-

setzt. Ein weiteres Stlick wurde zum Vergleich auf eine Platte ohne Antibiotikum gesetzt.
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Ebenso wurde auch mit den Uberexpressions-Klonen verfahren, die jedoch auf Platten
mit Hygromycin B (12,5 mg/I) gesetzt wurden. Alle Klone wurden zwei Wochen lang unter

iblichen Bedingungen (s. Kapitel 2.2.3) kultiviert und anschlieBend ausgewertet.

Abbildung 29 zeigt die Ergebnisse dieser Auswertung: 45 % der untersuchten SVAO1-
RNAi-Klone waren gegen Kanamycin resistent. Die Kultur, in die SVAO2-Expression herun-
terreguliert werden sollte, war zu 52 % kanamycinresistent. Bei der SVAO3-RNAi-Kultur
zeigten 29 % aller untersuchten Klone eine Kanamycin-Restistenz. Die drei Kulturen zur
Uberexpression von SVAO1, SVAO3 und GUS in S. vernalis zeigten alle einen Anteil von
ca. 38 % an Klonen, die gegen Hygromycin B resistent waren. Die Tabak-HR-Kulturen wie-
sen die héchsten Anteile an resistenten Klonen auf: Die Kultur zur Uberexpression von
SVAO1 hatte einen Anteil von 81 % resistenten Klonen. Bei der Uberexpression von
SVAO3 in Tabak waren 73 % der untersuchten Klone hygromycinresistent. Den héchsten
Anteil an antibiotikaresistenten Klonen erreichte die Tabak-Kultur, in der das gus-Gen

Uberexprimiert wurde mit 93 %.
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Abbildung 29: Anteil der antibiotikaresistenten Hairy Root-Klone. pDE19: RNAi-Konstrukt zur Herabregula-
tion der Expression von svaol; pDE20: RNAi-Konstrukt zur Herabregulation der Expression von svao2;
pDE21: RNAi-Konstrukt zur Herabregulation der Expression von svao3; pDE22: Uberexpressions-Konstrukt
zur Uberexpression von SVAO1; pDE24: Uberexpressions-Konstrukt zur Uberexpression von SVAO3; GUS-
Konstrukt: Konstrukt zur Uberexpression von GUS (s. auch Tabelle 53, Kapitel 7.2).
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3.6.3.2 Untersuchungen der genomischen DNA

Als eine weitere Uberpriifung der HR-Klone auf Transgenitit wurden alle Klone, die eine
Resistenz gegen den Selektionsmarker aufzuweisen schienen, mittels PCR auf die Integra-
tion des ro/B-Gens und der Fremd-DNA zwischen den attB-Rekombinationsstellen unter-
sucht. Mit der PCR auf die attB-Rekombinationsstellen wurde indirekt die integrierte
Fremd-DNA nachgewiesen, die im Zuge der Rekombination zwischen die beiden im bina-
ren Pflanzenvektor vorhandenen attB-Rekombinationsstellen eingebaut wurde. Die PCR
auf die Rekombinationsstellen anstatt auf die Fremd-DNA selbst hatte den groRen Vorteil,
dass flr alle PCRs das gleiche Primerpaar verwendet werden konnte. Dies vereinfachte
die Handhabung der groRen Probenmenge enorm. Uber die GréRe der entstandenen
PCR-Produkte konnte dariiber geurteilt werden, ob die SVAOs auch vollstdndig integriert
worden waren. Diese Kontrolle ist sinnvoll, da beim Einschleusen der T-DNA in die Pflan-
zenzelle die DNA zum Teil durch wirtszelleigene Nukleasen degradiert wird. Diese unvoll-
standige Fremd-DNA wird als truncated T-DNA, ,gestutzte T-DNA“, bezeichnet (Tzfira et
al., 2004).

Die agrobakterieneigenen rol-Gene sind hingegen in der T-DNA des R;-Plasmids lokalisiert.
Sie scheinen durch Interaktionen mit dem pflanzlichen Hormonhaushalt fir das Wach-
stum der HRs und deren Phanotyp verantwortlich zu sein (Veena und Taylor, 2007). Im
A. rhizogenes des Stammes LBA9402, der fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuche verwendet wurde, wurden vier rol-Gene (rolA, rolB, rolC und rolD) nachgewie-
sen. Mit einer PCR wurde die Anwesenheit eines dieser Gene, des ro/B-Gens, in der ge-
nomischen DNA aller antibiotikaresistenten Klone Uberprift. Die Anwesenheit des ro/B-

Gens stellt eine Uberpriifung auf die Integration der T-DNA des Ri-Plasmids dar.

Die PCR zur Amplifikation des ro/B-Gens wurde mit den in Tabelle 43 aufgefiihrten Pri-
mern nach Standard-Protokoll (s. Kapitel 2.6.7.1) durchgefiihrt. Das spezifische 423 bp-
lange Fragment konnte mit Hilfe der AccuTag™-DNA-Polymerase amplifiziert werden. Die

Primer-Sequenzen wurden der Literatur entnommen (Alpizar et al., 2006).
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Tabelle 43: Primer auf eine Teilsequenz des ro/B-Gens nach (Alpizar et al., 2006)

verwendete Annealing-

Name Sequenz Temperatur
DErolB3for 5'- GCTCTTGCAGTGCTAGATTT -3' sa°C
DErolB3rev 5'- GAAGGTGCAAGCTACCTCTC -3'

In der zweiten PCR, die mit der genomischen DNA aller zu analysierenden HR-Klone
durchgefiihrt wurde, wurde die zwischen den attB1- und attB2-Rekombinationsstellen
liegende Fremd-DNA amplifiziert. Die Primer sind in Tabelle 44 angegeben und wurden in
einer Standard-PCR (s. Kapitel 2.6.7.1) eingesetzt, die ebenfalls mit AccuTag™-DNA-
Polymerase zu einem Amplifikat fiihrte. Je nach Fremd-DNA variierte die GroRBe des Amp-
lifikates. Bei der Amplifikation der RNAi-Sequenzbereiche der drei DAOs wurden Amplifi-
kate in der GroRe von etwa 550 bp erwartet. Die Amplifikation der Uberexpressions-
Konstrukte mit Hilfe des Primerpaars DEattBfor/rev erzielte Amplifikate mit einer GroRe
von etwa 2150 bp und die der GUS-Konstrukte Amplifikate mit einer GroRe von etwa

750 bp.

Tabelle 44: Primer zur Amplifikation der Fremd-DNA zwischen den attB-Rekombinationsstellen. DEattBfor
liegt auf der attB1-Rekombinationsstelle, DEattBrev liegt auf der attB2-Rekombinationsstelle (s. Abbildung
20 und Abbildung 21, Kapitel 3.6.1).

verwendete Annealing-

Name Sequenz Temperatur
DEattBfor 5'- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC -3' 60°C
DEattBrev 5'- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG -3'

Die Auswertung der PCRs auf die Fremd-DNA zwischen den attB-Rekombinationsstellen
und auf das ro/B-Gen ist in Abbildung 30 zusammengefasst. Die Senecio-Uberexpressions-
Klone zeigten stark divergierende Ergebnisse: Wiahrend die Kulturen zur Uberexpression
von SVAO1 und SVAO3 zu 75 %, bzw. 80 % beide Gene aufwiesen, wurde wie bereits in
Kapitel 3.6.2.1 erwihnt bei der Uberexpression des GUS-Konstrukts nur ein Klon identifi-
ziert, der beide Gene aufwies. Bei den Tabak-Kulturen zur Uberexpression von SVAO1
wurden in 78 % aller untersuchten antibiotikaresistenten Klone die Fremd-DNA uber die
attB-Rekombinationsstellen und das ro/B-Gen nachgewiesen, bei den Kulturen zur Uber-
expression von SVAO3 sogar in 100 % der untersuchten antibiotikaresistenten Klone. An-
ders als bei der GUS-Uberexpression in S. vernalis wiesen jedoch die Tabak-GUS-Kulturen
eine hohe Transformationseffizienz auf: In 89 % aller untersuchten Klone wurden die

Fremd-DNA Uber die attB-Rekombinationsstellen und das ro/B-Gen nachgewiesen.
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Fasst man die RNAi-Ergebnisse zusammen, dann ist zu sehen, dass durchschnittlich 78 %
der kanamycinresistenten RNAi-Klone beide Gene aufwiesen. Vergleicht man diese Er-
gebnisse mit denen der Uberexpressions-Klone, bei denen im Durchschnitt bei 73 % aller
hygromycinresistenten Klone beide Gene nachgewiesen werden konnten, so stellt sich die

Selektion mit Hilfe von Kanamycin fir S. vernalis als ebenso effizient dar.

20

Anzahl der Hairy Root-Kulturen

Gesamtanzahlan analysierten HR-Kulturen

# HR-Kulturen mitro/B-Gen
HR-Kulturen mit Fremdgen zwischen den attB-Rekombinationsstellen

Abbildung 30: Analyse der genomischen DNA der Hairy Root-Klone. pDE19: RNAi-Konstrukt zur Herabregu-
lation der Expression von svaol; pDE20: RNAi-Konstrukt zur Herabregulation der Expression von svao2;
pDE21: RNAi-Konstrukt zur Herabregulation der Expression von svao3; pDE22: Uberexpressions-Konstrukt
zur Uberexpression von SVAO1; pDE24: Uberexpressions-Konstrukt zur Uberexpression von SVAO3; GUS-
Konstrukt: Konstrukt zur Uberexpression von GUS (s. auch Tabelle 53, Kapitel 7.2).

Die dritte PCR, die mit der genomischen DNA aller Proben durchgefiihrt wurde, war die
PCR auf das 444 bp groRe virD1-Gen (Mankin et al., 2007). Das virD1-Gen wurde bei einer

Standard-PCR mit AccuTag™-DNA-Polymerase (s. Kapitel 2.6.7.1) und mit dem Primerpaar
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DEvirDfor/rev (s. Tabelle 45) amplifiziert. Die beiden Primer liegen auf dem Start- bzw.

Stopp-Kodon des proteinkodierenden Sequenzbereiches.

Die virulenten (vir) Gene liegen ebenso wie die rol-Gene auf dem Ri-Plasmid, jedoch nicht
in der bei der Infektion Ubertragenen T-DNA, sondern in einem DNA-Bereich, der nicht
auf die Pflanzenzelle Ubertragen wird. Die vir-Gene kodieren unter anderem fiir die Pro-
teine VirD1 und VirD2. Zusammen agieren diese beiden Enzyme als Restriktionsenzyme,
die basengenau den Teil der T-DNA als Einzelstrang aus dem Ri-Plasmid schneiden (Scheif-
fele et al., 1995). Dieser Strang wird dann zusammen mit weiteren Vir-Proteinen Uber ein
Tunnelprotein, das ebenfalls aus zwei Vir-Proteinen geformt ist, in die Zelle der Wirts-

pflanze geschleust (Christie und Vogel, 2000).

Mit der PCR auf das virD1-Gen wurde {iberprift, ob die genomische DNA des untersuch-
ten Klons frei von Verunreinigung durch persistierende Agrobakterien ist. Solche Verun-
reinigungen koénnen zu falsch-positiven Ergebnissen bei den PCRs auf die attB-

Rekombinationsstellen und das ro/B-Gen fihren.

Es ist natdrlich fraglich, ob eine PCR mit negativem Ergebnis (kein Amplifikat nachweisbar)
als ein Nachweis fiir die Abwesenheit von agrobakterieneigener DNA gewertet werden
darf. Die PCR ist eine sensible Reaktion, die schnell durch Stérungen unterbrochen wird.
Solche Storungen kénnen somit ein falsch-negatives Ergebnis und damit Agrobakterien-
Freiheit vortdauschen. Es war daher besonders wichtig, diese PCR soweit zu optimieren,
dass sie moglichst nicht mehr stérungsanfallig war. Durchgefiihrt wurden daher alle PCRs
mit der hocheffizienten und vor allem fiir genomische Proben geeigneten AccuTag™LA-
DNA-Polymerase. Desweiteren wurden zunéachst einige Kontrollen eingefiihrt. Die erste
Kontrolle bestand aus einer Probe genomischer DNA von einem HR-Klon, der sich bei
ersten Probeldufen als mit Agrobakterien verunreinigt herausstellte. Diese Probe wurde
bei allen weiteren PCRs als eine Positivkontrolle mitgefiihrt. Eine weitere Kontrolle stellte
eine DNA-Praparation einer Agrobakterien-Suspension dar, die auch bei noch nicht opti-
malen PCR-Bedingungen das Amplifikat des virD1-Gens aufwies. Als eine Negativkontrolle
diente ein Ansatz, in dem statt genomischer DNA Wasser eingesetzt wurde. Dieser Ansatz
stellte sicher, dass positive Ergebnisse der virD1-PCRs nicht auf eventuelle Verunreinigun-

gen des PCR-Ansatzes durch Agrobakterien-DNA zurtickzufiihren waren.
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Das Ergebnis dieser PCRs zeigte, dass nach ca. drei Monaten der Kultivierung der HRs fast
alle Klone frei von nachweisbaren Agrobakterien waren. Die Einzelfdlle, in denen das
virD1-Gen in der PCR nachgewiesen wurde, wurden diese Klone drei- bis viermal umge-
setzt und dann erneut getestet. In dieser zweiten Runde wurde in keiner der Proben mehr

virD1 nachgewiesen. Alle Negativkontrollen fielen negativ aus.

Tabelle 45: Primer auf virD1. Bei DEvirDfor markiert der unterstrichene Bereich das Start-Kodon, bei DE-
virDrev markiert der unterstrichene Bereich das Stopp-Kodon; die fett gedruckten Bereiche markieren den
proteinkodierenden Sequenzbereich.

verwendete Annealing-

Name Sequenz Temperatur
DEvirDfor 5'- ATGTCGCAAGGACGTAAGCCCA -3 57°C
DEvirDrev 5'- GGAGTCTTTICAGCATGGAGCAA -3'

Der Nachweis auf Anwesenheit der Fremd-DNA Uber die attB-Rekombinationsstellen und
des ro/B-Gens und auf Abwesenheit persistierender Agrobakterien Uber das virD1-Gen
mittels PCR diente vor allem zur Auswahl der Klone, die im Anschluss auf die Alkaloide hin
untersucht werden sollten. Bis auf wenige Ausnahmen wurden nur solche Klone hin-
sichtlich ihres Alkaloid-Profils analysiert, die sowohl das Insert zwischen den attB-
Rekombinationsstellen, als auch das ro/B-Gen aufwiesen. Die Ausnahmen stellten einige
Klone dar, die trotz Abwesenheit des ro/B-Gens weiter untersucht wurden. Dies wurde
gemacht, um Uber eventuelle Veranderungen der Alkaloide dieser HR-Klone neue Er-
kenntnisse Gber auf die Auswirkungen von RolB in S. vernalis und N. tabacum zu erhalten.
In den weiteren Analysen wurden jedoch keine Auffalligkeiten dieser HR-Klone beobach-

tet.

Die Ergebnisse des Tests auf Antibiotika-Resistenz und der Analyse der genomischen DNA

jedes einzelnen Klons befinden sich im Anhang (s. Kapitel 7.3).

3.6.4 Analyse der transgenen Hairy Root-Klone auf veridnderten Alkaloid-
Gehalt

3.6.4.1 Analyse der Pyrrolizidin-Alkaloide mittels Gaschromatographie
Von allen Senecio-HR-Klonen, die bei der Analyse der genomischen DNA (s. Kapitel
3.6.3.2) das ro/B-Gen und die Fremd-DNA zwischen den attB-Rekombinationsstellen auf-
wiesen, wurden die Klone in Flissigmedium angezogen (s. Kapitel 2.2.3). Diese Anzucht-

methode hat den Vorteil, dass die Wurzeln leicht zu ernten sind. Desweiteren wird bei
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einer solchen Kulturfiihrung eine groBere Ausbeute an Pflanzenmaterial erzielt als bei
Kultivierung auf Medium-Platten. Es wurde darauf geachtet, dass die Anzucht aller HR-
Klone unter gleichen Bedingungen, wie z. B. Anzuchtdauer, Masse an Ausgangsmaterial
zum Animpfen der Flussigkultur und GréRe der Anzuchtkolben, erfolgte. Dies schien wich-
tig, damit in einem so komplexen System spatere Schwankungen im PA-Gehalt nicht auf

ungleichférmige Kulturbedingungen zuriickgefiihrt werden kénnten.

Nach der Ernte des Pflanzenmaterials wurde dieses wie in Kapitel 2.11.5.1 beschrieben
gefrierge-trocknet und zerkleinert. Die Extraktion der PAs wurde wie in Kapitel 2.11.5.2
beschrieben durchgefiihrt. Zunachst wurde mit 0,1 g gefriergetrocknetem Pflanzenmate-
rial gearbeitet. Um mehrere unabhéngige Extraktionen jeder Probe durchfiihren zu kon-
nen, wurde die Extraktion jedoch auf 0,025 g Pflanzenmaterial pro Probe optimiert. Die

PA-Extrakte wurden mittels Gaschromatographie (GC, s. Kapitel 2.11.6) analysiert.

3.6.4.1.1  Etablierung der PA-Analytik und Ergebnisse der Kontroll-HR-Klone

Flr die Herstellung von Tabak-HR-Kulturen wurde ausschlieBlich N. tabacum der Linie Bx
verwendet. Sie stellt eine Klonkultur dar, deren Transformation erprobt ist. In Sterilkultur
wird diese Kultur vegetativ vermehrt, wodurch genetisch vollig identische Pflanzenklone
entstehen. Anders war hingegen die Situation bei S. vernalis. Da die Mdglichkeit besteht,
dass unterschiedliche Pflanzenklone eine unterschiedlich hohe Transformationseffizienz
aufweisen (mundlich Gbermittelte Ergebnisse von PD Dr. Elisabeth Ful) wurden moglichst
viele unterschiedliche Pflanzenklone fir die Transformationen verwendet. Aus diesem
Grund wurden 27 unterschiedliche Senecio-Klone eingesetzt. Vierundzwanzig dieser Klone
entstanden durch Oberflachensterilisation von Samen und anschlieRender Aufzucht der
Pflanzen unter sterilen Bedingungen (durchgefiihrt von Mitarbeitern des VTTs vor Beginn
des Gastaufenthalts). In den Tabellen in Kapitel 7.3 des Anhangs wurden diese Klone
durch die Nummerierung ,VTT1-24“ im kompletten Kulturnamen gekennzeichnet. Drei
weitere Klonkulturen (,Dn“, ,Mn“ und ,A“) waren bereits in unserer Arbeitsgruppe
etabliert. Desweiteren wurde auch mit Senecio-Pflanzen gearbeitet, die unter unsterilen
Bedingungen im Gewachshaus angezogen worden waren. Diese wurden durchgéngig mit
,VTTx“ bezeichnet, da eine Unterscheidung verschiedener Pflanzenklone in dieser Ver-

suchsphase nicht durchgefiihrt wurde.
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Wie schon in Kapitel 3.6 beschrieben, wurden sowohl S. vernalis, als auch N. tabacum
unter anderem mit Agrobakterien infiziert, denen zuvor keine Fremd-DNA eintransfor-
miert worden war. Im Folgenden werden diese Klone zur sprachlichen Vereinfachung
,Kontroll-HR-Klone” genannt. Die sechs Kontroll-HR-Klone SW-1 bis SW-6 von S. vernalis
entstammen unterschiedlichen Pflanzenklonen. Wahrend SW-1 bis SW-4 von infizierten
Senecio-Pflanzen aus dem Gewdachshaus abstammen, stammt SW-5 von der sterilen Klon-

kultur VTT9 und SW-6 von der ebenfalls sterilen Klonkultur VTT16 ab.

Zunéachst wurden die GC-Chromatogramme dieser sechs Kontroll-HR-Klone qualitativ ana-
lysiert. Diese Messungen wurden aus zweierlei Griinden durchgefiihrt. Zum einen wurden
anhand der Ergebnisse dieser ersten Messungen die PA-Extraktion (s. Kapitel 2.11.5.2)
und die GC-Analyse (s. Kapitel 2.11.6) optimiert. Bei dieser Optimierung zeigte sich, dass
unterschiedlich grofRe verwendete Glasbecher und Magnetriihrer bei der Reduktion mit
Zinkstaub zu deutlichen Schwankungen im PA-Chromatogramm fiihrten. Erklaren lasst
sich dieses Phdanomen vermutlich damit, dass der Zinkstaub in verschiedenen Bechern
und mit unterschiedlichen Magnetriihrern wadhrend der fiinfstiindigen Reduktion unter-
schiedlich gut in Suspension gehalten werden kann, was zu einer unterschiedlich effizien-
ten Reduktion der PA-N-Oxide zu tertidren PAs fihrt. Da bei der GC nur die tertidren PAs
erfasst werden, kann es dadurch zu einer nicht quantitativen Erfassung der PAs kommen.
Desweiteren wurde untersucht, ob ein zwischen pH 9 und 11 schwankender pH-Wert vor
der Bindung des wassrigen Losungsmittels an Extrelut® NT zu Veranderungen im gas-
chromatographischen PA-Chromatogramm fiihrt, was nicht der Fall war. Dariber hinaus
musste das organische Losungsmittel, in dem die PAs nach Entzug des wassrigen L6-
sungsmittels aufgenommen wurden, optimiert werden. Bei der Verwendung von Di-
chlormethan in der héchsten erhéltlichen Reinheitsstufe ,flr die Analyse” wurden etliche
unbekannte Substanzen im GC-Chromatogramm detektiert. Aus diesem Grund wurde das
Losungsmittel vor Gebrauch bei 40°C ohne Vakuum in einem Rotationsverdampfer destil-
liert. Damit wurde ein GroRteil der unbekannten Substanzen aus dem Chromatogramm

eliminiert.

Gekoppelt an den Gaschromatographen standen zwei unterschiedliche Detektoren zur
Verfligung. Zum einen wurde ein Flammenionisationsdetektor (FID) verwendet. Dieser

hat den Vorteil, dass alle organischen Verbindungen erfasst werden. Nachteilig ist jedoch
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die geringere Empfindlichkeit im Gegensatz zum zweiten zur Verfliigung stehenden Detek-
tor. Bei diesem Detektor handelt es sich um einen flammenthermoionischen Detektor
(FTD), der nur phosphor- und stickstoffhaltige Molekile detektiert. Auf Grund der groRe-
ren Empfindlichkeit fiir PAs und Spezifitdt wurden alle Messungen mit dem FTD detek-

tiert.

Wahrend dieser ersten PA-Extraktionen und GC-Analysen wurde auch die optimale Kon-
zentration des internen Standards Heliotrin ermittelt. Eingesetzt wurde der interne Stan-
dard zur relativen Quantifizierung der Gesamt-PAs. Heliotrin wurde ausgewahlt, da es sich
um ein kaufliches PA handelt, dass natlrlicherweise in Heliotropium indicum (Boragina-
cea) vorkommt, nicht aber in der Untersuchungspflanze S. vernalis. Desweiteren erscheint
Heliotrin im gaschromatographischen Chromatogramm zwar in zeitlicher Nahe der natir-
licherweise vorkommenden PAs, Gberlagert aber kein Signal derer. Mit 62,5 ng Heliotrin
pro 25 mg Wurzelmaterial (Trockengewicht) wurde ein deutliches, gut auswertbares Sig-

nal bei der Gaschromatographie erzielt.

Neben der Methodenoptimierung war die Extraktion und PA-Analyse der Kontroll-HR-
Klone notwendig, da die Ergebnisse der gaschromatographischen Analysen der RNAi- und
Uberexpressions-Klone mit denen der Kontroll-HRs verglichen werden sollten. Die Ergeb-
nisse der Kontroll-HR-Klone lieferten somit einen Bezugswert fir die Auswertung der

RNAi- und Uberexpressions-Klone.

Die Peaks im GC-Chromatogramm der Kontroll-HR-Klone (s. Abbildung 31) wurden zu-
nachst Gber den Retentionsindex den Standard-PAs von S. vernalis zugeordnet (Witte et
al., 1993). Spater folgte eine Verifizierung dieser Zuordnung mit Hilfen der als Referenz-
substanzen zur Verfligung stehenden PAs Senecivernin, Senecionin und Senkirkin, die
unter denselben Bedingungen mittels GC analysiert wurden. Die GC-Chromatogramme
der Messungen dieser Referenzsubstanzen sind in Abbildung 33 dargestellt. AuBerdem
wurden zwei Extrakte von Kontroll-HR-Klonen von Dr. Till Beuerle (Institut fiir Pharmazeu-
tische Biologie, Technische Universitat Brauschweig) mit Hilfe von massenspektroskopi-
scher Gaschromatographie (GC-MS) untersucht. Da die Methode der GC-MS fir die PA-
Analytik in diesem Institut sehr gut etabliert ist, steht eine Datenbank mit einer groRen
Anzahl an MS-Daten fiir PAs zur Verfligung. Ein Ausschnitt eines GC-MS-Chromatogramms
ist in Abbildung 32 zu sehen.
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Neben den identifizierten PAs wurden noch einige nichtidentifizierte Substanzen im GC-
Chromatogramm detektiert. Die GC-MS-Analyse gab Aufschluss dariiber, dass es sich bei
zwei dieser Substanzen entweder um noch nicht identifizierte PAs oder um Artefakte, die
durch die hohen Temperaturen bei der GC entstanden sein kénnten, handelt. Da dies
nicht festgestellt werden konnte, wurden diese beiden Peaks nicht in die Berechnung der
Gesamt-PAs einbezogen. Neben diesen beiden Peaks wurden zwei weitere unbekannte
Substanzen im GC-Chromatogramm detektiert, bei denen es sich laut GC-MS nicht um
PAs handelt. Eine dieser Substanzen tauchte nicht im GC-MS-Chromatogramm auf. Dies
lasst die Vermutung zu, dass es sich um eine Substanz handelt, die zwar im Losungsmittel
fir die herkdmmliche GC, nicht aber in dem hochreinen Losungsmittel fiir die GC-MS vor-
handen ist. Im GC-MS-Chromatogramm ist hingegen ein Phthalat-Peak zu sehen, der in
CG-Chromatogramm der Abbildung 31 nicht zu sehen ist, in anderen aber detektiert wur-
de. Phthalat ist ein Weichmacher, der Bestandteil von vielen Kunststoffprodukten ist.
Nach der Verwendung von Kunststoff-Pipettenspitzen oder anderen Einmal-
Kunststoffartikeln wahrend der Extraktionsprozedur kann Phthalat im GC-

Chromatogramm detektiert werden.
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Abbildung 31: Ausschnitt eines GC-Chromatogramm eines Kontroll-HR-Extraktes. Peak
dard Heliotrin, Peak 2: unbekanntes PA, Peak 3: Senecivernin, Peak 4: Senecionin, Peak 5:
Peak 6: Integerrimin, Peak 7 + 8: unbekannte Substanzen, Peak 9: Senkirkin; die Zahlen an

die Retentionszeiten an.

1: interner Stan-
unbekanntes PA,
den Peaks geben

Gesamtinonenstrom [lonen]

27,33

27,18

—— 8,11

= 29,91

- =
S
- |
1/ - ;—ﬁ S .
1

v/

2
24.00 26.00

3

45

o (427,73

7
28.00

O | e T S s 19,67

8

[

o
30.00

Retentionszeit [min]

Abbildung 32: Ausschnitt eines GC-MS-Spektrum eines Kontroll-HR-Klons. 1: interner Standard Heliotrin,
2: unbekannte Substanz, 3: unbekanntes PA, 4: Senecivernin, 5: Senecionin, 6: unbekanntes PA, 7: Integer-
rimin, 8: unbekannte Substanz, 9: Senkirkin, 10: Phthalat; die Zahlen an den Peaks geben die Retentionszei-

ten an.
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Abbildung 33: Ausschnitte von GC-Chromatogrammen der Referenz-Substanzen. A: Senecivernin, B: Sene-
cionin, C: Senkirkin; die Zahlen an den Peaks geben die Retentionszeiten an.

Die quantitative Auswertung der Chromatogramme erfolgte iber den internen Standard
Heliotrin. Jedem Ansatz mit 25 mg Wurzelmaterial (Trockengewicht) wurden 62,6 ng He-
liotrin bei der Extraktion mit 0,1 N H,SO,4 zugesetzt. Zur relativen Quantifizierung der Ge-
samt-PAs wurden die Peak-Flachen von Senecivernin, Senecionin, Integerrimin und Sen-

kirkin addiert und zu der Flache des Heliotrin-Peaks ins Verhaltnis gesetzt. Zur Ermittlung
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eines Mittelwertes der Gesamt-PAs/internen Standard aller sechs untersuchten Kontroll-
HR-Klone (SW1 - SW6) wurde jede Kultur dreimal extrahiert, vermessen und der Mittel-
wert der Gesamt-PA/interner Standard berechnet. Diese Quotienten sind in Abbildung 34
dargestellt. Sie schwanken zwischen 0,59 bei SW-3 und 1,45 bei SW-4. Diese Schwankun-
gen im PA-Gehalt sind vermutlich auf die unterschiedlichen S. vernalis-Klone zurlickzufiih-
ren, die fur die Herstellung der Kontroll-HR-Klone verwendet wurden und werden in Kapi-
tel 4.2.3 diskutiert. Anschliefend wurde von diesen Mittelwerten aller sechs Klone der
Durchschnitt gebildet. Dieser Durchschnitt stellt also den Mittelwert der Gesamt-PAs aller
Kontroll-HR-Klone im Verhdltnis zum internen Standard dar und wird im Folgenden ver-
einfacht , Mittelwert” genannt. Der Mittelwert betragt 0,94. Mit diesem Mittelwert wur-
den in den Kapiteln 3.6.4.1.2 und 3.6.4.1.3 die Ergebnisse der GC-Analysen aller RNAi- und

Uberexpressions-Klone verglichen.

Alle Werte der Auswertung der GC-Messungen sind im Anhang in Kapitel 7.4 zu finden.
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Abbildung 34: Gesamt-PA-Gehalt der Kontroll-HR-Klone. Die Balken geben den Mittelwert der drei Mes-
sungen eines jeden Klons an. Die Fehlerindikatoren Gber den Balken zeigen den minimalen bzw. maximalen
Wert bei Messungen dieses Klons an.

Zum besseren Verstandnis wird noch einmal hervorgehoben, dass alle HRs, die aus der
Transformation einer Versuchspflanze durch A. rhizogenes mit demselben DNA-Konstrukt
oder durch A. rhizogenes ohne Fremd-DNA hervorgegangen sind, im Folgenden als eine
,Kultur” bezeichnet werden. Die Kulturen tragen die Kiirzel SD1, SD2 und SD3 fir die
RNAi-Kulturen von SVAO1, SVAO2 und SVAO3 und S1 und S3 fiir die Uberexpressions-
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Kulturen von SVAO1 und SVAO3. Jedes Individuum dieser Kultur ist aus einem unabhangi-
gen Transformationsereignis entstanden und wird im Folgenden als ,Klon“ bezeichnet.
Der Name eines jeden Klons setzt sich aus dem Kulturnamen und einer durchlaufenden
Nummer zusammen. So wird beispielsweise der dritte RNAi-Klon zur Herabregulation von

der Expression von SVAO1 ,SD1-3“ genannt.

3.6.4.1.2  Vergleich der PA-Gehalte der RNAi-Klone

Von den nun folgenden Ergebnissen der RNAI-, aber auch der Uberexpressions-Kulturen
in Kapitel 3.6.4.1.3 wurde kein Mittelwert pro Kultur gebildet, da sich jeder einzelne Klon
aus einem unabhdngigen Transformations-Ereignis ableitet, in dem sowohl die Fremd-
DNA des bindren Pflanzenvektors, als auch die T-DNA des R;-Plasmids in unterschiedliche
Bereiche des Wirtsgenoms integriert wurden. Aus diesem Grund sind die jeweiligen Klone
einer Kultur genetisch unterschiedlich und lassen sich nicht direkt miteinander verglei-
chen. Ein Vergleich wird jeweils nur zwischen einem RNAi- oder Uberexpressions-Klon

und dem Mittelwert der Kontroll-HR-Klone gezogen.

Zunachst wurden von allen RNAi-Klonen die PAs nur einmal extrahiert (s. Kapitel 2.11.5.2)
und gaschromatographisch untersucht (s. Kapitel 2.11.6). AnschlieBend wurden von jeder
RNAi-Kultur (SD1, SD2 und SD3) drei Klone ausgewahlt, deren PA-Gehalt durch zwei wei-
tere Messungen bestatigt wurde. In der SVAO2-RNAi-Kultur wurden finf Klone dreifach-
bestimmt. In der Abbildung 35 wurden alle Ergebnisse, die durch Einfach-Bestimmungen
erhoben wurden, hell unterlegt. Die Werte, die durch Dreifach-Bestimmung ermittelt

wurden, wurden dunkel unterlegt.
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Abbildung 35: Gesamt-PA-Gehalt aller RNAi-Klone im Vergleich zum Kontroll-HR-Mittelwert. Die Balken
geben den Mittelwert aller Messungen eines Klons an. Die Fehlerindikatoren tUber den Balken zeigen den
minimalen bzw. maximalen Wert bei Messungen dieses Klons an.

Bei den Klonen zur Herabregulation von svaol wies SD1-5 mit 0,42 Gesamt-PA/interner
Standard den niedrigsten PA-Gehalt auf. Im Vergleich zum Kontroll-HR-Mittelwert ist das
eine Reduktion des PA-Gehalts um 44,9 %. Die Kultur SD1-7 wies hingegen den hdchsten
PA-Gehalt auf: Es wurde ein Quotient von 1,39 Gesamt-PA/interner Standard errechnet,
was eine Steigerung um 48,0 % Gesamt-PA im Vergleich zum Kontroll-HR-Mittelwert ist.
Alle weiteren Klone schwankten zwischen diesen beiden Werten. Im Allgemeinen ist zu
erkennen, dass die Klone der SVAO1-RNAi-Kultur sich beim Gesamt-PA-Gehalt nicht we-

sentlich von dem der Kontroll-HRs und deren Schwankungen unterscheiden.

Bei den SVAO2-RNAi-Klonen fiel der Klon SD2-11 durch einen sehr hohen PA-Gehalt auf.
Mit einem Quotienten von 2,22 Gesamt-PA/interner Standard enthielt dieser Klon 2,4 Mal
so viel Gesamt-PAs wie der Kontroll-HR-Mittelwert. Den geringsten PA-Gehalt wies der
Klon SD2-12 mit einem Quotienten von 0,38 Gesamt-PA/interner Standard auf, was eine

Reduktion an Gesamt-PAs um 59,8 % im Vergleich zum Kontroll-HR-Mittelwert darstellte.
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Bei den SVAO3-RNAi-Klonen SD3-1, SD3-2 und SD3-3 lagen die Quotienten Gesamt-
PA/interner Standard zwischen 0,43 und 0,61, woraus sich eine Reduktion der Gesamt-
PAs auf 46,1 % bis 65,4 % errechnete. Einen gréReren Anteil an Gesamt-PAs im Gegensatz
zu den Kontroll-HRs enthielten hingegen die Klone SD3-4 und SD3-5. Wahrend SD3-4
59,3 % mehr PAs als die Kontroll-HRs produzierte, lag der Quotient Gesamt-PA/interner
Standard bei SD3-5 sogar bei 3,41. Dieser Klon enthielt somit 363,2 % Gesamt-PAs im
Vergleich zu den Kontroll-HRs und ist damit von allen untersuchten transgenen Klonen
derjenige mit dem hochsten Anteil an Gesamt-PAs. Dies ist ein durchaus unerwartetes
Ergebnis, da in den RNAi-Kulturen ein gleichbleibender oder reduzierter PA-Gehalt im

Gegensatz zu den Kontroll-HRs, nicht jedoch eine Steigerung erwartet wurde.

Wie Abbildung 35 zeigt, gab es in allen Kulturen einige Klone, die deutlich weniger PAs als
die Kontroll-HRs synthetisiert haben. Diese Klone kamen jedoch nicht gehauft in einer
Kultur vor, so dass sich fir keine der Kulturen eine eindeutige Tendenz der Herabregulati-

on der PA-Biosynthese feststellen lasst.

3.6.4.1.3  Vergleich der PA-Gehalte der Uberexpressions-Klone

Bei den Klonen zur Uberexpression von SVAO1 in S. vernalis zeigten die Klone S1-2, S1-3
und S1-5 sehr dhnliche Ergebnisse bei der Bestimmung der Gesamt-PAs (s. Abbildung 36).
In allen drei Klonen lieRen sich nur ca. 55 % PAs im Vergleich zu den Kontroll-HRs nach-
weisen. Im Gegensatz dazu wurde bei den Klonen S1-6, S1-7 und S1-8 ein hdherer PA-
Gehalt als in den Kontroll-HRs gemessen. Der Klon S1-6 produzierte ca. %4 mehr Gesamt-
PAs als die Kontroll-HRs. In den Klonen S1-7 und S1-8 wurde der hochste Gehalt an Ge-
samt-PAs der Kultur gemessen. S1-7 enthielt 214,3 % Gesamt-PAs im Vergleich zu den
Kontroll-HRs, wahrend S1-8 mit 230,7 % an Gesamt-PAs im Vergleich zu den Kontroll-HRs

den héchsten Anteil an Gesamt-PAs aller Uberexpressions-Klone aufwies.
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Abbildung 36: Gesamt-PA-Gehalt aller Uberexpressions-Klone im Vergleich zum Kontroll-HR-Mittelwert.
Die Balken geben den Mittelwert aller Messungen eines Klons an. Die Fehlerindikatoren tber den Balken
zeigen den minimalen bzw. maximalen Wert bei Messungen dieses Klons an.

Wie in Abbildung 36 zu sehen ist, schwankten die Quotienten Gesamt-PA/interner Stan-
dard bei allen Klonen zur Uberexpression von SVAO3 ebenfalls recht stark. Tendenziell
wurde jedoch ein kleinerer PA-Gehalt im Vergleich zu den Kontroll-HRs erzielt als in allen
anderen RNAi- und Uberexpressions-Klonen. Das extremste Beispiel fiir diese Tendenz
stellte der Klon S3-5 dar. Dieser wies einen Quotienten Gesamt-PA/interner von 0,09 auf
und enthielt somit nur 9,9 % des Gesamt-PA-Gehalts der Kontroll-HRs. Damit war S3-5 der
Klon mit dem niedrigsten PA-Gehalt von allen RNAi- und Uberexpressions-Klonen. Mogli-
cherweise ldsst sich dieses Phdanomen mit einer Cosuppression eines an der PA-
Biosynthese beteiligten Enzyms durch die SVAO3-Uberexpression erkldren. Auf diesen
Diskussionsansatz wird in Kapitel 4.2.3 noch ndher eingegangen. Der einzige Klon der
Uberexpressions-Kultur von SVAO3, der mehr Gesamt-PAs produzierte als die Kontroll-
HRs, war hingegen der Klon $3-6. S3-6 enthielt mit einem Quotienten Gesamt-PA/interner

Standard von 1,31 in etwa 40 % mehr Gesamt-PAs als die Kontroll-HRs im Durchschnitt.
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Insgesamt lasst sich feststellen, dass bei den Uberexpressions-Kulturen keine der beiden
Kulturen eindeutig mehr PAs synthetisierte als die Kontroll-HRs. Es ist jedoch auffallig,
dass die Uberexpressions-Kultur von SVAO3 tendenziell diejenige von allen transgenen
Kulturen war, deren Klone den niedrigsten PA-Gehalt aufwiesen. Auf die Moglichkeit ei-
ner Cosuppression eines an der PA-Biosynthese beteiligten Enzyms durch Uberexpression

von SVAO3 wird in Kapitel 4.2.3 der Diskussion ndher eingegangen.

3.6.4.2 Analyse der Diaminoxidase-Transkriptmengen in den Senecio-HR-
Klonen mittels RT-PCR

Um die svao-Transkriptmengen in den RNAi- und Senecio-Uberexpressions-Klonen zu
Uberpriufen, wurden semiquantitative RT-PCRs durchgefiihrt, wie sie in Kapitel 2.6.7.2.3
beschrieben wurden. Zunachst wurden diese PCRs mit denselben Primern durchgefiihrt,
die zur Klonierung der RNAi- und Uberexpressions-Konstrukte verwendet wurden (s. Ta-
belle 41 und Tabelle 42). Flur eine semiquantitative RT-PCR ist es wichtig, die optimale
Zyklenanzahl zu ermitteln. Bei dieser Zyklenanzahl sollte sich die DNA-Vermehrung durch
die PCR in der exponentiellen Phase befinden. Ist diese Zyklenanzahl lberschritten,
nimmt die Geschwindigkeit der DNA-Vermehrung bei den unterschiedlichen Proben der
Amplifikation abhadngig vom Amplifikat durch den Verbrauch eines oder mehrerer PCR-
Bestandteile unterschiedlich schnell ab. In dieser Phase ist es nicht mehr moglich, aus der
Intensitat der Banden des PCR-Produktes auf die eingesetzte Templatemenge und damit
auf die zu bestimmende Transkriptmenge der Probe zuriick zu schlieen. Ermittelt wurde
diese optimale Zyklenanzahl durch PCRs mit den jeweiligen Primerpaaren, in denen nach
dem 20., 23., 26., 29., 32. und 35. Zyklus ein Aliquot entnommen wurde und mittels Aga-
rosegel-Elektrophorese untersucht wurde. Fiir die anschlieRenden RT-PCRs wurde die
Zyklenanzahl gewahlt, bei der im Agarosegel zum einen eine deutliche Bande zu sehen
war, andererseits diese noch nicht die grofSte Intensitdt erreicht hatte. Diese optimale
Zyklenanzahl ist in den Primer-Tabellen (s. Tabelle 46 bis Tabelle 49) fiir alle Primerpaare

aufgelistet.

Ebenso wichtig flr eine semiquantitative RT-PCR ist auch die Amplifikation eines konstitu-
tiv exprimierten Kontroll-Gens. Dieses Kontroll-Gen wird in jeder Probe amplifiziert und
soll sicherstellen, dass in jeder Probe die gleiche Menge an cDNA eingesetzt wurde. Dies

ist wichtig, da zwar die Menge an Gesamt-RNA nach der Isolation photometrisch ermittelt
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wurde, die reverse Transkription in cDNA jedoch nicht auf Vollstandigkeit Gberprift wer-
den kann. Werden also bei der Amplifikation des Kontroll-Gens unterschiedlich intensive
Banden erzielt, so lassen sich die Ergebnisse der RT-PCRs der Proben nicht direkt verglei-
chen. Als Kontroll-Gene werden normalerweise sogenannte Housekeeping-Gene verwen-
det, wie z. B. Actin, B2-Microglobulin oder Glucose-6-phosphatdehydrogenase. Diese Ge-
ne des Primarstoffwechsels werden konstitutiv exprimiert. Da diese Gene fir S. vernalis
noch nicht identifiziert wurden, wurde die Desoxyhypusin-Synthase (DHS; Ober und
Hartmann, 1999a) als Kontroll-Gen verwendet. Die DHS ist ebenfalls ein Enzym des Pri-
marstoffwechsels, dessen Funktion fiir die Pflanze noch nicht vollstandig geklart ist. Si-
cher ist, dass die DHS bei der Aktivierung des eukaryontischen Initationsfaktors 5A (elF5A)
eine wichtige Rolle spielt. Die Primersequenzen und die ermittelte optimale Zyklenanzahl

fur dieses Gen befinden sich in Tabelle 48.

Tabelle 46: Primer 1 fiir die semiquantitative RT-PCRs der RNAi-Klone. Durchgehend unterstrichene Berei-

Rekombinationsstellen; fett gedruckte Bereiche markieren SVAO-Sequenzbereiche. Das Primerpaar
DERNAi1for/rev wurde in der Amplifikation des RNAi-SVAO1-Sequenzbereiches eingesetzt. Das Primerpaar
DERNAi2for/rev diente zur Amplifikation des RNAi-SVAO2-Sequenzbereiches und das Primerpaar
DERNAi3for/rev wurde zur Amplifikation des RNAi-SVAO3-Sequenzbereiches eingesetzt.

verwendete
X Zyklen-
Name Sequenz Annealing-
anzahl
Temperatur
) 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACAATTTAT-
DERNAi1for ;
TCAAGAGAGTTAG -3 501°C 30
DERNAILrev 5'-GGGACCACTTTGTACAA TGGGTCTATAGCCCT- ’
ATGCAGGTCATAC -3'
. 5'- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTGACAAG-
DERNAi2for ATATCGAGTATC -3'
. 5'- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAAATAC- 50,1%C 32
DERNAi2rev ATGTGTAGCCGATACAAG -3'
] 5'- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACACATTT-
DERNAi3for CCTAGTGAGTTAC -3'
_ 5'- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACCGACAT- >2,2°C 37
DERNAi3rev CAACTGGAGTCAC -3'
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Tabelle 47: Primer 2 fiir die semiquantitative RT-PCRs der Uberexpressions-Klone. Durchgehend unterstri-
die attB2-Rekombinationsstellen; fett gedruckte Bereiche markieren SVAO-Sequenzbereiche; doppelt un-
terstrichene Bereiche markieren Start-oder Stopp-Kodons. Das Primerpaar Overex1for/Overex1+2rev
wurde zur Amplifikation der SVAO1-Transkripte eingesetzt. Das Primerpaar Overex3for/rev wurde zur Am-
plifikation der SVAO3-Transkripte eingesetzt.

verwendete
) Zyklen-
Name Sequenz Annealing
anzahl
Temperatur

5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGAACA-
Overex1for TTGGATGTGCCACC-3'

5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTACTAGAG 55°C 32

Overex1+2rev  TGCGGCCGCATAAGA-3'

5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGAACA-
TTGGATGTGCCACC-3'

Overex3for

5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGGAT- 5 28

Overex3rev GCAAGAAATCTCATC-3'

Tabelle 48: Primer fiir semiquantitativen RT-PCRs auf die cDNA des Kontroll-Gens dhs. Im Primer DE-
DHSfor markiert der unterstrichene Bereich das Start-Kodon. Im Primer DE-DHSrev markiert der unterstri-
chene Bereich das Stopp-Kodon. Die fett gedruckten Bereiche markieren den proteinkodierenden Se-
quenzbereich.

verwendete
. Zyklen-
Name Sequenz Annealing-
anzahl
Temperatur
DE-DHSfor 5'-CCTTTAAACAAGAATGGAAGAATCTATG -3' s5°C 32
DE-DHSrev 5'-CGTGTATCAGGAACTCGGC -3'

Flr die semiquantitativen RT-PCRs wurde zundchst von allen Proben Gesamt-RNA isoliert
(s. Kapitel 2.6.2). Dafur wurde ein Aliquot desselben HR-Materials verwendet, das auch
fur die PA-Analysen eingesetzt wurde (s. Kapitel 3.6.4.1), um die Ergebnisse beider Unter-
suchungen direkt korrelieren zu kénnen. Die Konzentration der gewonnenen Gesamt-RNA
wurde UV-photometrisch ermittelt (s. Kapitel 2.6.6). Zur Analyse der RNA-Qualitat wurde
je 1 ug RNA jeder Probe auf einem denaturierenden Formaldehyd-MOPS-Gel analysiert
(s. Abbildung 37). Es ist zu sehen, dass die Intensitat der Banden leicht variiert. Ebenfalls
je 1 pg dieser RNA wurde anschlieRend in cDNA umgeschrieben (s. Kapitel 2.6.4), nach-
dem eventuelle Verunreinigungen durch genomische DNA abgebaut worden waren
(s. Kapitel 2.6.3). Die so gewonnene cDNA wurde in den folgenden semiquantitativen RT-
PCRs eingesetzt. Nach Durchfiihrung aller PCRs wurde ein Aliquot jedes PCR-Produktes
auf einem gemeinsamen Agarosegel analysiert, um die Intensitdten der Banden besser
vergleichen zu koénnen. In den folgenden Abbildungen (Abbildung 38 bis Abbildung 41)

werden auf Grund der besseren Anschaulichkeit nur Ausschnitte dieses Gels gezeigt.
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Kontroll-HR-Kulturen RNAi-Kulturen Uberexpressions-Kulturen
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SW-1 SW-2  SW-3 SW-4 SW-4 SW-5 SW-6 SD1-1 SD1-5 SD1-7 SD2-1 SD2-3 SD2-10 SD2-11SD2-12 SD3-2 SD3-3 SD3-5 S1-2 s1-7 $1-8 S35 S$3-6 S3-10

Abbildung 37: Formaldehyd-MOPS-Gel aller RNA-Proben fiir die semiquantitativen RT-PCRs. Aufgetragen
wurde je Probe 1 ug Gesamt-RNA. Die Proben wurden 60 min bei 2,8 V/cm Elektrodenabstand aufgetrennt
(s. auch Kapitel 2.6.12.1).

Abbildung 38 zeigt das Ergebnis der semiquantitativen RT-PCRs von allen RNAi-Klonen mit
den Primern aus Tabelle 46. Das Primerpaar DERNAilfor/rev wurde zur Amplifikation der
Transkripte der svaol eingesetzt. Die Transkripte der svao2 wurden mit dem Primerpaar
DERNAi2for/rev amplifiziert und das Primerpaar DERNAi3for/rev diente zur Amplifikation

der Transkripte der svao3.

In der oberen Zeile befinden sich die Banden der PCRs auf die Transkripte der svaol,
svao2 und svao3; in der unteren Zeile wurden die PCR-Produkte der PCRs der jeweiligen
Proben auf die Transkripte des Kontroll-Gens dhs aufgetragen. Zunachst ist zu sehen, dass
die Banden der PCRs auf das Kontroll-Gen nicht in allen Proben gleich stark sind. Somit
lassen sich nicht alle Proben untereinander vergleichen, sondern nur solche, bei denen
die Banden der cDNA-Transkripte des Kontroll-Gens etwa gleich stark sind. Méglich ist,
dass nicht exakt die gleiche Menge an RNA in jeder Probe eingesetzt wurde, wofiir auch
das Formaldehyd-MOPS-Gel (s. Abbildung 37) spricht. Desweiteren ist es auch maoglich,
dass die cDNA-Synthese oder die DNA-Amplifikation wahrend der PCR nicht in allen Pro-
ben gleich effizient verlaufen ist. Die gleichen semiquantitativen RT-PCRs wurden auch
mit allen sechs Kontroll-HR-Klonen (SW-1 bis SW-6) durchgefiihrt und sind in Abbildung
39 zu sehen. Hier ist auffallig, dass bei der Amplifikation des Kontroll-Gens in der Probe
SW-1 kein Amplifikat nachgewiesen wurde, wahrend die Ansatze der Amplifikation der
Transkripte der svao2 und der svao3 je ein Amplifikat aufweisen. Der Ausfall dieser Bande
lasst sich nur mit einem Ausfall der PCR erklaren. Da jedoch noch fuinf weitere Proben von
Kontroll-HR-Klonen fiir einen Vergleich mit den RNAi- und Uberexpression-Klonen zur
Verfligung standen, wurde die PCR dieser Probe nicht weiter optimiert. Um eine Aussage
Uber die Reduktion der Transkriptmenge der RNAi-Klone (s. Abbildung 38) zu treffen,
wurden diese mit den Kontroll-HR-PCRs (s. Abbildung 39) verglichen.
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SVAO1-RNAi-Kultur SVAO2-RNAi-Kultur SVAO3-RNAi-Kultur
sD1-2  SD1-5 SD1-7  SD2-1 SD2-3 SD2-10  SD2-11 SD2-12  SD3-2 SD3-3 SD3-5

PCR auf cDNA

vonsvaol/2/3 '

PCR auf cDNA - 3 — ——
von dhs

Abbildung 38: Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs der RNAi-Klone. In der oberen Zeile sind alle
Proben der RNAi-Klone aufgezeigt. Bei der Kultur zur Herabregulation der Expression von svaol wurden
PCRs mit allen Klonen auf die Transkripte der svaol mit dem Primerpaar DERNAi1for/rev durchgefihrt. Bei
der Kultur zur Herabregulation der Expression von svao2 wurden PCRs mit allen Klonen auf die Transkripte
von svao2 mit dem Primerpaar DERNAi2for/rev durchgefiihrt und bei der Kultur zur Herabregulation der
Expression von svao3 wurden PCRs mit allen Klonen auf die Transkripte der svao3 mit dem Primerpaar
DERNAi3for/rev durchgefiihrt. Die untere Zeile zeigt die Ergebnisse der PCR mit dem Primerpaar DE-
DHSfor/rev auf die Transkripte des Kontroll-Gens dhs mit allen RNAi-Klon-Proben.

SW-1 SW-2  SW-3 SW-4 SW-5  SW-6

PCR auf cDNA

_— - -
von svaol
PCR auf cDNA

- — —_— -
von svao2
PCR auf cDNA el - =
von svao3
PCR auf cDNA .

- - o

von dhs

Abbildung 39: Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs der Kontroll-HR-Klone mit den RNAi-Primern.
Die Proben der Kontroll-HR-Klone (SW-1 bis SW-6) wurden mit dem Primerpaar DERNAilfor/rev auf Trans-
kripte von svaol (1. Zeile), mit dem Primerpaar DERNAi2for/rev auf Transkripte von svao2 (2. Zeile), mit
dem Primerpaar DERNAi3for/rev auf Transkripte von svao3 (3. Zeile) und mit dem Primerpaar DE-
DHSfor/rev auf Transkripte der dhs untersucht (4. Zeile).

Vergleicht man zunachst die Klone zur Herabregulation der Expression von svaol unter
Berucksichtigung der Ergebnisse der PCRs auf die Transkripte der dhs, so stellt man fest,
dass alle drei Klone SVAO1 gleich stark zu exprimieren scheinen. Die gleiche PCR mit den
Kontroll-HR-Klonen zeigt hingegen recht unterschiedlich starke Banden, was sich jedoch

bei einem Blick auf die DHS-PCRs mit einer unterschiedlichen Menge an cDNA erklaren

lasst. Vergleicht man die SVAO1-Banden von SW-2 oder SW-3 mit SD1-2, SD1-5 und
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SD1-7, ist sichtbar, dass bei den SVAO1-RNAi-Klonen keine Reduktion der cDNA-

Transkriptmenge von svaol im Gegensatz zu den Kontroll-HRs nachweisbar ist.

Auch bei den SVAO2-RNAi-Klonen zeigt die PCR mit DHS-spezifischen Primern, dass die
Ausgangsmengen an cDNA unterschiedlich zu sein scheinen oder die PCRs unterschiedlich
quantitativ verlaufen sind. Die Probe SD2-3 zeigt weder bei der PCR auf Transkripte der
dhs, noch bei der auf die Transkripte der svao2 eine Bande. Das spricht fur eine komplett
gescheiterte cDNA-Synthese. Bei allen anderen Proben ist ebenfalls eine positive Relation
zwischen der PCR auf die Transkripte der dhs und auf die der Transkripte der svao2 zu
sehen. Damit sind die Schwankungen in der Intensitdt der Banden der PCR auf die Trans-
kripte der svao2 nicht auf eine unterschiedlich herabregulierte SVAO2-Expression zu be-
ziehen. Auch der Vergleich aller SVAO2-RNAi-Proben mit den Kontroll-HR-Proben zeigt

keine deutlichen Unterschiede in der Transkriptmenge.

Dieselbe Aussage lasst sich auch auf die Ergebnisse der PCRs mit SVAO3-spezifischen Pri-
mern Ubertragen. Auch hier schwankt die Intensitat der Banden der cDNA-Amplifikation
von svao3 im gleichen Mal3e wie die der cDNA-Amplifikation der dhs. Auch ein Vergleich
mit den Kontroll-HR-Proben zeigt, dass sich die cDNA-Transkriptmengen der svao3 zwi-

schen RNAi- und Kontroll-HR-Klonen nicht deutlich unterscheiden.

Zusammenfassend lassen sich zwei Aussagen treffen: Zum einen scheint die korrekte
Quantifizierung der cDNA nicht in allen Proben gelungen zu sein, da die Intensitat der
Banden nach Amplifikation von cDNA-Transkripten der dhs zum Teil stark schwankt. Zum
anderen lassen sich auch in den Proben, in denen die cDNA-Quantifizierung gelungen zu
sein scheint, keine deutlichen Unterschiede in den Transkriptmengen von svaol, svao2
und svao3 zwischen RNAi-Klonen (zum Beispiel SD1-5 und SD3-5) und Kontroll-HR-Klonen
(zum Beispiel SW-5 und SW-6) feststellen.

Abbildung 40 und Abbildung 41 sind analog zu Abbildung 38 und Abbildung 39 aufgebaut.
Abbildung 40 zeigt in der oberen Zeile die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs der
Uberexpressions-Klone mit den Primern aus Tabelle 47, die untere Zeile zeigt Ergebnisse

der PCRs mit denselben Proben auf die Transkripte der dhs.

Die Expression der svaol-Transkripte scheint in etwa in allen drei Uberexpressions-Klonen

gleich stark zu sein. Dies ist in sofern erstaunlich, da die PCR auf das Kontroll-Gen unter-
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schiedlich starke Banden aufweist und bei der Kultur S1-2 sogar ganz ausgefallen ist. Mog-
lich ist jedoch auch ein Pipettierfehler in dieser Probe. Ein Vergleich der Proben der PCRs
mit den SVAO1-Uberexpressions-Primern zeigt, dass die Expression von SVAO1 in den

Uberexpressions- und Kontroll-HR-Klonen gleichmiRig zu sein scheint.

Dasselbe Ergebnis zeigt sich bei den Uberexpressions-Klonen von SVAO3. In allen drei
Proben scheint die Expression in etwa gleichstark zu sein. Zudem zeigt auch die PCR mit
den SVAO3-spezifischen Uberexpressions-Primern mit den Kontroll-HR-Klonen sehr

gleichférmige Banden.

SVAO1-Uberexpressions-Kultur SVAO3-Uberexpressions-Kultur

s1-2 s1-7 s1-8 $3-5 $3-6 $3-10
PCR auf cDNA — —

— e -
von svaol/3
PCR auf cDNA —
von dhs —

Abbildung 40: Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs der Senecio-Uberexpressions-Kulturen. In der
oberen Zeile sind die Ergebnisse der PCRs der Uberexpressions-Kulturen auf die Transkripte von svaol und
svao3 dargestellt. Die PCRs zum Nachweis der Transkripte von svaol wurden mit dem Primerpaar
Overex1for/Overex1+2rev durchgefiihrt. Die PCRs zum Nachweis der Transkripte von svao3 wurden mit
dem Primerpaar Overex3for/rev durchgefiihrt. In der unteren Zeile sind die Ergebnisse der PCR auf die
Transkripte der dhs mit dem Primerpaar DE-DHSfor/rev dargestellt.

SW-1 SW-2 SW-3 SW-4 SW-5 SW-6
PCR auf cDNA _— -
von svaol

PCR auf cDNA — — — : —
von svao3

PCR auf cDNA - —

von dhs

Abbildung 41: Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs der Kontroll-HR-Klone mit den Uberexpressions-
Primern. Die Proben der Kontroll-HR-Klone (SW-1 bis SW-6) wurden mit dem Primerpaar
Overex1for/Overex1+2rev auf Transkripte von svaol (1. Zeile), mit dem Primerpaar Overex3for/rev auf
Transkripte von svao3 (2. Zeile) und mit dem Primerpaar DE-DHSfor/rev auf Transkripte der dhs untersucht
(3. Zeile).

119



120

Die Ergebnisse der RT-PCRs der Uberexpressions- und Kontroll-HR-Klone fiihrten dazu,
dass auch die SVAO1- und SVAO3-RNAi-Klone mit den Uberexpressions-Primern gegen die
beiden Sequenzen Uberprift wurden, um zu testen, ob sich die Transkriptmenge in den
RNAi-Klonen verdndert hatte. Das Ergebnis bei beiden Kulturen war, dass alle Banden
gleich stark waren. Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den RNAi-, Uberexpres-
sions- und Kontroll-HR-Klonen. Diese Gleichformigkeit fihrte zu der Vermutung, dass die
verwendeten Primer eventuell nicht spezifisch flir die untersuchten Sequenzen waren.
Daher wurden fir alle drei DAO-Sequenzen neue Primer entworfen, die in Tabelle 49 be-
schrieben sind. Es wurde versucht, diese Primer auf moglichst fiir jede Sequenz typische
Bereiche zu legen, um eine hohe Spezifitdt zu erreichen. Alle drei Bereiche befinden sich
in den proteinkodierenden Bereichen der Sequenzen. In der cDNA-Sequenz, die fir
SVAO1 kodiert, ist dies ein 343 bp langer Bereich. Bei der cDNA-Sequenz, die fiir SVAO2
kodiert, hat der amplifizierte Bereich eine GroRe von 629 bp und bei der SVAO3-
kodierenden cDNA-Sequenz ist dieser 358 bp grofR. Zunachst wurden die Primer auf ihre
Spezifitat untersucht. Dazu wurde eine PCR durchgefiihrt, in der jedes der drei Primer-
paare in drei Ansatzen mit Konstrukten von den drei DAO-cDNA-Sequenzen eingesetzt
wurde. Als Positivkontrolle fiir das Primerpaar DESVAO1RTfor/rev (= Primerpaar 1) wurde
das Konstrukt pDE25 (s. Tabelle 53, Kapitel 7.2) verwendet, fir das Primerpaar
DESVAO2RTfor/rev (= Primerpaar 2) wurde ein Konstrukt aus SVAO2-kodierender cDNA in
pET28a (Denker, 2008) und fur das Primerpaar DESVAO3RTfor/rev (= Primerpaar3) wurde
pDE27 (s. Tabelle 53, Kapitel 7.2) verwendet. Das Ergebnis dieser PCR mit neun Proben ist
in Abbildung 42 zu sehen.
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Tabelle 49: Primer 3 fiir semiquantitative RT-PCRs. Die Primerpaare DESVAO1RTfor/rev (= Primerpaar 1),
DESVAO2RTfor/rev (= Primerpaar 2) und DESVAO3RTfor/rev (= Primerpaar 3) wurde in den Amplifikationen
der Transkripte von svao1/2/3 eingesetzt.

verwendete
. Zyklen-
Name Sequenz Annealing-
anzahl
Temperatur
DESVAO1RTfor 5'-AGTATGACCTGCATAGGGCTATAGGGGTC-3'
DESVAOLRTrev 5 GGGTTTTTCTGAATGTGGGTTACTAGTGG-3' 61°C 29
DESVAO2RTfor 5'-GTTATCGGCTACACATGTATTGTACTCGC-3' sgec 3
DESVAO2RTrev 5'-CAGTTGTGAAAGAGTTAGAGCGTTCAAC-3'
DESVAO3RTfor 5'-TATAGATATTGGAGTTGTGACTCCAGTTGATGTCGG-3' 64 5°C 3
DESVAO3RTrev 5'-GCAGCCTTCGGTAACGGGATGTTCTTC-3' ’
Primerpaar 1 Primerpaar 2 Primerpaar 3

M1  pDE25 SVAO2-K. pDE27 pDE25 SVAO2-K. pDE27  pDE25 SVAO2-K. pDE27 M2

300 bp -

N 4000

soll: 343 bp - - = 629bp - = - 358 bp

Abbildung 42: PCR zum Test der Primer-Spezifitit. Primerpaar 1. DESVAO1RTfor/rev amplifiziert einen 343
bp groRen Sequenzbereich, Primerpaar 2: DESVAO2RTfor/rev amplifiziert einen 629 bp groRen Sequenzbe-
reich, Primerpaar 3: DESVAO3RTfor/rev amplifiziert einen 358 bp groRen Sequenzbereich, M1: DNA-Marker
100 bp (Invitrogen), M2: DNA-Marker Fast Ruler Middle Range (Fermentas); SVAO2-K.: SVAO2-Konstrukt
(Denker, 2008)

Die beiden PCRs mit den Primerpaaren 1 und 2 zeigten deutlich, dass diese spezifisch
waren. In der PCR mit Primerpaar 1 zeigte nur der Ansatz ein Amplifikat, in dem die Posi-
tivkontroll-DNA enthalten (pDE25) war. Sequenzbereiche der anderen Konstrukte wurden
nicht vervielfaltigt. Ebenso zeigte bei der PCR mit dem Primerpaar 2 nur der Ansatz ein
Amplifikat, in dem das SVAO2-Konstrukt (Denker, 2008) als Positivkontroll-DNA enthalten
war. Das dritte Primerpaar schien hingegen in Ansatz 1 in geringem AusmaR an pDE25 zu
binden, am SVAO2-Konstrukt jedoch nicht. Die DNA der Positivkontrolle pDE27 wurde
erwartungsgemal deutlich amplifiziert. Bei der Auswertung der folgenden semiquantita-
tiven RT-PCRs muss daher bertcksichtigt werden, dass bei den PCRs mit dem 3. Primer-

paar in geringem MaRe auch Transkripte von svaol miterfasst wurden.

Mit diesen drei Primerpaaren wurden alle RNAi-, Uberexpressions- und Kontroll-HR-Klone
Uberpruft. Die Ergebnisse sind in Abbildung 43 bis Abbildung 45 dargestellt. Auch diese

Ergebnisse mussen wieder unter Berlicksichtigung der PCRs auf das cDNA-Transkript des



122

Kontroll-Gen dhs gewertet werden, deren Ergebnisse sich unter den Proben auf die

Transkripte von svaol, svao2 und svao3 befinden.

Wie in Abbildung 43 zu sehen ist, zeigten die PCRs mit dem Primerpaar 1 auf die Trans-
kripte von svaol dhnliche Ergebnisse, wie sie bereits mit den Klonierungsprimern erzielt
worden sind. Es ist deutlich zu sehen, dass die RNAi-Klone auf keinen Fall weniger cDNA-
Transkript von svao1 als die Kontroll-HRs und sogar die Uberexpressions-Klone aufwiesen.
Auch in dieser PCR wird deutlich, dass bei der Probe S1-2 ein Fehler in der cDNA-Synthese
vorliegen muss, da weder die Transkripte der dhs noch die der svaol amplifiziert wurden.
Festzustellen ist auBerdem, dass im Kontroll-HR-Klon SW-1 kein cDNA-Transkript der dhs,
dafiir aber welches der svaol amplifiziert wurde. Dies konnte an einer ausgefallen PCR
liegen. Wie schon erwahnt wurden alle Proben zwar auf einem Agarosegel analysiert, die
zu vergleichenden Proben aber zwecks gréRerer Ubersichtlichkeit in den folgenden Abbil-
dungen untereinander gestellt. Aus diesem Grund sind alle PCRs der Kontroll-HR-Klone

auf die Transkripte der dhs identisch.

Uberexpressions-
RNAi-Kultur Kultur Kontroll-HR-Kultur

SD1-2 SD1-5 SD1-7 S1-2 S1-7 S1-8 SW-1 SW-2 SW-3 SW-4 SW-5 SW-6

PCR auf cDNA
von svaol

PCR auf cDNA
von dhs

Abbildung 43: Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs mit dem Primerpaar 1. Die obere Zeile zeigt die
Ergebnisse der semiquantiativen RT-PCRs mit dem Primerpaar, das Transkripte des svaol-Gens spezifisch
amplifiziert. Untersucht wurden alle SVAO1-RNAi-Klone, alle SVAO1-Uberexpressions-Klone und die
Kontroll-HR-Klone. Die untere Zeile zeigt die Ergebnisse der Amplifikation der Transkripte der dhs in allen
oben genannten Klonen.

Die groRten Unterschiede zu den RT-PCRs mit den alten Primern sind in der PCR mit Pri-
merpaar 2 zu erkennen. AuBer in Klon SD2-12 wurde in keiner der RNAi-Klone ein cDNA-
Transkript von svao2 nachgewiesen. Vergleicht man jedoch die Banden der Amplifikation
des cDNA-Transkripts der dhs, so sind alle Banden deutlich schwacher als die der Probe
SD2-12. Mdoglich ist deshalb, dass die Konzentration der gesamten cDNA in den Proben
SD2-1, SD2-10 und SD2-11 so gering ist, dass die cDNA-Transkriptmengen des svao2-Gens

in diesen Proben durch die PCR nicht in einen detektierbaren Bereich amplifiziert wurden.
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Das Ausbleiben der Signale ist somit nicht unbedingt auf eine starke Herabregulation der
SVAO2-Expression zurtickzufiihren. In Probe SD2-3 wurde weder cDNA-Transkript der dhs
noch solches von svao2 amplifiziert. In diesem Fall scheint die cDNA-Synthese komplett

gescheitert zu sein.

RNAi-Kultur Kontroll-HR-Kultur

SD2-1 SD2-3 SD2-10 SD2-11 SD2-12 SW-1SW-2 SW-3 SW-4 SW-5 SW-6

PCR auf cDNA
von svao2 -

PCR auf cDNA — v
von dhs

Abbildung 44: Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs mit Primerpaar 2. Die obere Zeile zeigt die Er-
gebnisse der semiquantitativen RT-PCRs mit dem Primerpaar, das Transkripte des svao2-Gens spezifisch
amplifiziert. Untersucht wurden alle SVAO2-RNAi-Klone und die Kontroll-HR-Klone. Die untere Zeile zeigt
die Ergebnisse der Amplifikation der Transkripte der dhs in allen oben genannten Klonen.

Ebenfalls dhnlich wie bei den RT-PCRs mit den Klonierungsprimern ist auch die PCR mit
den neuen Primern auf die Transkripte von svao3 ausgefallen. Sie zeigt wieder sehr
gleichmaRig intensive Amplifikationsprodukte in allen Proben trotz starker Schwankungen
in der Intensitdt der Banden der Transkripte der dhs. Da der Spezifitdtstest gezeigt hat,
dass Transkripte der svaol in geringem MafRe durch Primerpaar 3 amplifiziert werden, ist
es moglich, dass hier die Transkripte der in allen Senecio-HR-Klonen natirlicherweise vor-

kommenden svaol nachgewiesen wurden.

Uberexpressions-
RNAi-Kultur Kultur Kontroll-HR-Kultur

SD3-2 SD3-3 SD3-5 S3-5 S3-6 S3-10 SW-1 SW-2 SW-3 SW-4 SW-5 SW-6

PCR auf cDNA
von svao3

PCR auf cDNA
von dhs

Abbildung 45: Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs mit Primerpaar 3. Die obere Zeile zeigt die Er-
gebnisse der semiquantiativen RT-PCRs mit dem Primerpaar, das Transkripte des svao3-Gens spezifisch
amplifiziert. Untersucht wurden alle SVAO3-RNAi-Klone, alle SVAO3-Uberexpressions-Kulturen und die
Kontroll-HR-Klone. Die untere Zeile zeigt die Ergebnisse der Amplifikation der Transkripte der dhs in allen
oben genannten Klonen.
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Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs legen die Vermutung nah, dass weder das
Herunterregulieren der SVAO-Expression in den RNAi-Versuchen, noch das Hochregulie-
ren dieser in den Uberexpressions-Versuchen funktioniert hat. Die cDNA-
Transkriptmengen der svao-Gene schienen weder im Vergleich mit denen der Kontroll-
HRs, noch mit denen der Uberexpressions-Klone deutlich verringert zu sein. Auffillig war-
en auch die Schwankungen, die die Transkripte des Kontroll-Gens aufwiesen. Maglich ist,
dass unterschiedlich viel RNA fiir die einzelnen Proben eingesetzt wurde. Das Formalde-
hyd-MOPS-Gel (s. Abbildung 37) zeigt leichte Schwankungen in den RNA-Konzentrationen
aller Proben. Desweiteren ist es auch moglich, dass die cDNA-Synthese nicht in allen Pro-
ben gleich effizient verlaufen ist. Dieser Faktor ldsst sich nur anhand des Kontroll-Gens
Uberprufen. Dieses Kontroll-Gen sollte konstitutiv exprimiert sein, d.h. keinerlei Regulati-
on unterliegen. Fir S. vernalis liegen bisher keine Informationen dariiber vor, dass die dhs
reguliert wird (Anke et al., 2004; Reimann et al., 2004). Aus diesem Grund wurde davon
ausgegangen, dass die dhs ein konstitutiv exprimiertes Gen ist und sich daher als Kontroll-
Gen fir die semiquantitativen RT-PCRs eignet. In Arabidopsis thaliana wurde hingegen
gezeigt, dass die dhs in seneszenten Bldttern und unter Trockenstress hochreguliert ist
(Wang et al., 2001; Thompson et al., 2004). Tomatenpflanzen, in denen die Expression der
DHS konstitutiv herunter reguliert wurde, zeigten eine verzogerte Fruchtreife (Wang et
al., 2005a). Man koénnte daher vermuten, dass die dhs auch in den Senecio-HR-Kulturen in
Zusammenhang mit Seneszenz reguliert wird. Trotz der Bemihungen, alle HRs unter glei-
chen Bedingungen (gleiche Anzuchtzeit, gleiche Ausgangsmenge an Wurzelmaterial fir
die Anzucht, gleiche Menge an Medium, gleiche Anzuchttemperatur) anzuziehen, befan-
den sich diese zum Zeitpunkt der RNA-Gewinnung in unterschiedlichen Stadien der Alte-
rung, da die verschiedenen Klone sehr unterschiedlich schnell wuchsen. Es ist daher nicht
auszuschlieBen, dass die DHS in den unterschiedlichen Klonen aus diesem Grund ver-

schieden stark exprimiert und somit als Kontroll-Gen unginstig war.

Geht man davon aus, dass die Ergebnisse der RT-PCRs trotzdem auswertbar sind, dann
zeigen diese, dass weder das Herunterregulieren der SVAO-Expression in den RNAi-
Versuchen, noch das Hochregulieren dieser in den Uberexpressions-Versuchen erfolgreich
war. Vergleiche der Ergebnisse der RT-PCRs und der PA-Analysen bestatigen diese Vermu-

tung. Beispielsweise zeigte die SVAO3-RNAi-Probe SD3-5, die mit der 3,5 fachen Menge
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an Gesamt-PAs im Vergleich zu den Kontroll-HRs einen besonders hohen PA-Gehalt auf-
wies, weder eine auffdllig erhéhte, noch verringerte Menge an cDNA-Transkript von
svao3. Ebenso zeigte auch die SVAO3-Uberexpressions-Probe S3-5, die nur etwa 10 % der
Menge an Gesamt-PAs im Vergleich zu den Kontroll-HRs produzierte, keine erhdhte
Transkriptmenge von svao3. Diese beiden Beispiele zeigen deutlich, dass es keine Korrela-
tion zwischen den PA-Gehalten und den svao-Transkriptmengen gibt. Die Schwankungen
in den PA-Gehalten sind damit nicht durch die Effekte des RNAi-Mechanismuses oder der
Uberexpression von SVAO1 oder SVAO3 hervorgerufen worden. Mégliche Ursachen fiir

diese Schwankungen werden in Kapitel 4.2.3 ausfiihrlicher diskutiert.

3.6.4.3 Analyse der egfp-Transkription mittels PCR

Nachdem die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCRs (s. Kapitel 3.6.4.2) die Vermutung
nahe gelegt haben, dass weder der RNAi-Mechanismus, noch der der Uberexpression zu
den Schwankungen im PA-Gehalt der Senecio-HR-Klone gefiihrt hatte, sollte festgestellt
werden, ob die Transformationskassette in den genetisch veranderten HRs (iberhaupt
transkribiert wurde. Da alle RNAi- und Uberexpressions-Konstrukte (s. Abbildung 20 und
Abbildung 21 in Kapitel 3.6.1) in ihrer Transformationskassette ein egfp-Gen unter der
Kontrolle eines konstitutiven Promotors integriert haben, bot sich als Expressions-
Kontrolle eine Untersuchung der transgenen Klone unter UV-Licht an. Exprimiertes EGFP
kann im UV-Licht durch seine griine Fluoreszenz identifiziert werden. Christian Sievert aus
unserer Arbeitsgruppe fiihrte daher freundlicherweise Vorversuche durch, in denen er
einige HRs von RNAi- und Uberexpressions-Klonen, sowie Kontroll-HRs unter UV-Licht
mikroskopierte. In diesen Tests zeigte S. vernalis eine starke Eigenfluoreszenz, die eine
Erkennung eines eventuell exprimierten EGFPs schwer mdglich machte. Aus diesem
Grund wurde eine PCR auf Transkripte des egfp-Gens mit der cDNA aller RNAi- und Uber-
expressions-Klone durchgefuhrt. Dazu wurden Primer entworfen, die in einer PCR den
kompletten 799 bp langen proteinkodierenden Bereich der Transkripte des egfp-Gens
amplizifieren, das Signalpeptid des EGFPs zum endoplasmatischen Retikulum allerdings
aussparen, da dieses nur in den Uberexpressions-Konstrukten vorkommt. Bis auf dieses
Signalpeptid sind die Sequenzen des egfp-Gens und des egfper-Gens identisch. Diese Pri-

mer sind in Tabelle 50 aufgefiihrt.
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Tabelle 50: Primer fiir PCRs auf die Transkripte des egfp-Gens

verwendete Zyklen-
Name Sequenz Annealing- anzahl
Temperatur
DE-egfpFOR 5'-CTTACAGCTCGTCCTTCTTGT-3' s3°C 27
DE-egfpREV 5'-ATGGTGAAGACTAATCTTTTTCTC-3'

M1 SD1-2 SD1-5 SD1-7 SD2-1 SD2-3 SD2-10 SD2-11 SD2-12 SD3-1 SD3-2 SD3-3 SD3-5 SW-1 +

850 bp

Abbildung 46: Ergebnisse der PCR auf Transkripte des egfp-Gens. Gezeigt sind die Ergebnisse der PCRs aller
RNAi-Klone, eines Kontroll-HR-Klons (SW-1), einer Positivkontrolle (+) und einer Negativkontrolle (-). Als
DNA fur die Positivkontrolle diente der Vektor pH7WG2D,1 (s. Kapitel 7.1). In der Negativkontrolle wurde
Wasser statt cDNA eingesetzt. M1: DNA-Marker Fast Ruler Middle Range (Fermentas).

Die PCR auf das cDNA-Transkript des egfp-Gens wurden mit allen untersuchten RNAi- und
Uberexpressions-Klonen durchgefiihrt. Wie in Abbildung 46 zu sehen ist, wurden Trans-
kripte des egfp-Gens in den RNAi-Klonen SD1-7, SD2-3, SD3-2 und schwach in SD1-2, SD3-
3 und SD3-5 nachgewiesen. Im Kontroll-HR-Klon SW-1 wurde erwartungsgemall kein
EGFP exprimiert. Auffallend ist, dass in keinem der Uberexpressions-Klone (nicht darge-
stellt) cDNA-Transkript des egfp-Gens mittels PCR nachgewiesen werden konnte. Ver-
gleicht man den Aufbau der RNAi- und Uberexpressionskassette (s. Abbildung 20 und Ab-
bildung 21), so ist festzustellen, dass die Rekombinationsstellen und damit die Fremd-
DNA in beiden Konstrukten unter der Kontrolle eines konstitutiven 35S-Promotors steht.
Das egfp-Gen steht im RNAi-Konstrukt ebenfalls unter der Kontrolle eines 355-Promotors,
das des Uberexpressions-Konstrukts hingegen unter der eines ebenfalls konstitutiven
rolD-Promotors. Dieser Promotor entstammt dem R;-Plasmid von A. rhizogenes und regu-
liert dort die Expression der rol-Gene (Goddijn et al., 1993). Moglicherweise hat das Ein-
bringen des ro/D-Promotors in die HRs durch das Uberexpressions-Konstrukt zusatzlich zu
einer Kopie, die durch die agrobakterieneigenen rol-Gene und deren Promotoren in das
Genom der HRs integriert worden ist, zu einer Cosuppression und damit zum Herunterre-
gulieren der ro/D-Promotoren in S. vernalis gefiihrt. Das wiirde erkldaren, warum nur EGFP

in den RNAi-Klonen exprimiert wurde.
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Die Ergebnisse zeigen also, dass zumindest das egfp-Gen der RNAi-Klone unter der Kon-
trolle des 35S-Promotors zum Teil transkribiert wurde, wahrend das egfper-Gen der
Uberexpressions-Klone in S. vernalis unter der Kontrolle des ro/B-Promotors scheinbar
nicht transkribiert wurde. Eine Aussage lber die Transkription der SVAO-kodierenden
Fremd-DNA kann allerdings nicht gemacht werden, da diese in allen Konstrukten unter
der Kontrolle eigener Promotoren stand, die keinen Einfluss auf die egfp-Transkription

hatten.

3.6.5 Analyse der transgenen Nicotiana tabacum-HR-Klone

Ebenso wie die Senecio-HR-Klone wurden auch alle Tabak-HR-Klone zuerst auf ihre Anti-
biotika-Empfindlichkeit (s. Kapitel 3.6.3.1) untersucht. Von allen HR-Klonen, die hygromy-
cinresistent waren, wurde genomische DNA isoliert (s. Kapitel 2.6.1) und diese mittels PCR
(s. 2.11.1) auf Integration des rolB-Gens, der Fremd-DNA zwischen den attB-
Rekombinationsstellen und auf eventuelle Verunreinigungen durch persistierende Agro-

bakterien tGber das virD1-Gen untersucht.

Um zu Uberprifen, ob die svaol- und svao3-Gene in den Tabak-HR-Klonen exprimiert
wurden, wurden einige ausgewahlte Klone mittels RT-PCR auf Transkripte von svaol und

svao3 untersucht.

Solche Tabak-HR-Klone, die sowohl das ro/B-Gen als auch die SVAO-kodierende Fremd-
DNA aufwiesen, wurden am VTT auf ein mogliches verandertes Nikotin-Alkaloid-Spektrum
untersucht (s. Kapitel 3.6.5.2). Wie bereits in Kapitel 3.6 erwahnt, sollte Gber eine mog-
liche Veranderung des Nikotin-Alkaloid-Spektrums auf weitere Eigenschaften und Funk-
tionen der heterolog exprimierten SVAOs geschlossen werden. Da Homospermidin als
Ausgangsstoff der PA-Biosynthese und mogliches Substrat der gesuchten DAO in geringen
Mengen auch in Tabak vorkommt (Ober et al., 2003a), wéare es darlber hinaus maglich,
dass bei der heterologen Expression einer an der PA-Biosynthese beteiligten DAO eine

PA-Vorstufe im transgenen Tabak gebildet wird.

3.6.5.1 Analyse der Diaminoxidase-Transkripte in einigen Tabak-HR-
Klonen

Zur Uberpriifung der Expression der Fremd-DNA einiger transgener Tabak-Klone wurden

sechs ausgewdhlte Tabak-HR-Klone auf Transkripte von svaol und svao3 untersucht. Dazu
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wurde von zwei SVAO1-Uberexpressions-Klonen, zwei SVAO3-Uberexpressions-Klonen
und zwei Kontroll-HR-Klonen Gesamt-RNA isoliert (s. Kapitel 2.6.2), eventuelle Verunrei-
nigungen genomischer DNA mittels DNase abgebaut (s. Kapitel 2.6.3) und die RNA in
cDNA umgeschrieben (s. Kapitel 2.6.4). Mit dieser cDNA wurden PCRs mit den in Tabelle
49 aufgefiihrten Primern durchgefiihrt. Mit dem Primerpaar DESVAO1RTfor/rev wurde
versucht, in den beiden SVAO1-HR-Uberexpressions-Klonen und den beiden Kontroll-HR-
Klonen Transkripte der fremdexprimierten SVAO1 nachzuweisen. Mit der cDNA der bei-
den SVAO3-HR-Uberexpressions-Klonen und zweier Kontroll-HR-Klonen wurden PCRs mit
dem Primerpaar DESVAO3RTfor/rev auf Transkripte der fremdexprimierten SVAO3 durch-
gefihrt.

M1 -1 12 TW-1 TW-2

-> L —

Abbildung 47: Ergebnisse “der RT-PCR auf Transkripte von svaol in Tabak-HR-Klonen. Gezeigt sind die
Ergebnisse zweier SVAO1-Uberexpressions-Klone (1-1 und 1-2) und zweier Kontroll-HR-Klone (TW-1 und
TW-2). Erwartet wurde ein 343 bp groRes DNA-Fragment. M1: DNA-Marker 100 bp (Invitrogen), Pfeil zeigt
auf 300 bp-Fragment.

Wie Abbildung 47 zeigt, wurde cDNA-Transkript der fremdexprimierten SVAO1 im Tabak-
Klon 1-1 nachgewiesen, im Klon 1-2 nicht. Das heiRt, dass die Fremdgen-Expression in
Tabak zumindest teilweise zu funktionieren scheint. Da auch diese beiden Kulturen durch
PCR-Kontrolle auf Transkripte des virD1-Gens tUberpriift wurden (s. Kapitel 3.6.3.2), ist ein
falsch-positives Ergebnis durch mogliche Verunreinigung durch persistierende Agrobakte-
rien nicht wahrscheinlich. In den Kontroll-HR-Klonen TW-1 und TW-2 wurde erwartungs-
gemaR kein Transkript fremdexprimierter SVAO1 nachgewiesen. Damit wurde gezeigt,
dass die verwendeten Primer an kein in Tabak vorkommendes Transkipt unspezifisch bin-
den. In den untersuchten SVAO3-HR-Uberexpressions-Klonen wurde kein Transkript
fremdexprimierter SVAO3 nachgewiesen (nicht dargestellt). Die Ergebnisse dieser RT-
PCRs werden in Kapitel 3.6.5.2 in Zusammenhang mit der Analyse der Nikotin-Alkaloide

diskutiert.
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3.6.5.2 Analyse der Alkaloide mittels tH-NMR

Alle untersuchten Tabak-HR-Klone, die bei der Untersuchung der genomischen DNA mit-
tels PCR (s. Kapitel 3.6.3.2) sowohl das ro/B-Gen, also auch die Fremd-DNA zwischen den
attB-Rekombinationsstellen aufwiesen, wurden am VTT Technical Research Centre Fin-
land, Espoo, vier Wochen lang in Flissigkultur angezogen (s. Kapitel 2.2.3). Nach der Ernte
wurden die Alkaloide nach Hakkinen et al. isoliert (Hakkinen et al., 2004) und von Petri
Lackman mittels Wasserstoff-Isotopen-Kernspinresonanz-Spektroskopie (*H-NMR) analy-
siert. Ein Vergleich der 'H-NMR-Spektren der Uberexpression-Klone und der Kontroll-HR-
Klone zeigte keine Unterschiede in den Alkaloid-Spektren der Proben, auch nicht der Pro-
be 1-1, die eine heterologe Expression der SVAO1 gezeigt hatte (s. Kapitel 3.6.5.1). Abbil-
dung 48 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt des *H-NMR-Spektrums einer Messung eines
SVAO1-Uberexpressions-HR-Klons, iberlagert mit dem Spektrum eines SVAO3-
Uberexpressions-HR-Klons und dem eines Kontroll-HR-Klons. Gezeigt ist der Ausschnitt
von 6 bis 9,5 ppm. In diesem Bereich liegen Signale von etlichen aromatischen Verbin-
dungen wie beispielsweise Nikotin, Anatabin und Chlorogensaure. Es ist deutlich zu se-
hen, dass dieser Ausschnitt des Spektrums der drei Proben fast identisch ist. Auch im rest-
lichen Spektrum gab es keine auffdlligen Unterschiede zwischen den drei Proben. Die
Uberlagerung der Spektren aller untersuchten Proben zeigte, dass die heterologe Expres-
sion von der Fremd-DNA in N. tabacum zu keiner Veranderung im Alkaloid-Spektrum ge-

fuhrt hat.
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Abbildung 48: 'H-NMR-Spektrum dreier Tabak-HR-Klone. Dargestellt ist das "H-NMR-Spektren eines
SVAO1-Uberxpressions- Klons (rot), das eines SVAO3-Uberexpressions-Klons (griin) und das eines Kontroll-
HR-Klons (schwarz) im Bereich von 9,5 bis 6 ppm.

Ein moglicher Grund, warum die Fremd-DNA-transkribierenden Klone wie 1-1 keine keine
Veranderungen im Gegensatz zu Kontroll-HRs im Alkaloid-Spektrum aufweisen kdnnte
sein, dass die Fremd-DNA zwar in das Tabak-Genom integriert worden ist, jedoch spater
durch Punkt-Mutation verandert wurde. Flhrt so eine Punkt-Mutation der Fremd-DNA zu
einer Leserahmen-Verschiebung, so ist zwar ein Nachweis des Transkriptes der Fremd-
DNA mittels PCR moglich, die Translation der cDNA kann jedoch zu einem durch Trans-
kriptionsabbruch unvollstdndigen Protein fiihren. Desweiteren ware eine durch Mutation

verdnderte Aminosdurensequenz moglich, die zu einem inaktiven Enzym fliihren kdnnte.

Far wahrscheinlicher wird jedoch die Hypothese gehalten, dass in Tabak-HR-Klonen wie
dem Klon 1-1 zwar SVAO1 exprimiert wird, die Auswirkungen der Enzymaktivitat aus un-
terschiedlichen Griinden jedoch nicht im Alkaloid-Spektrum sichtbar sind. Einer der Griin-
de kdnnte sein, dass SVAO1 zwar exprimiert, aber auf Grund nichtoptimaler Bedingungen
im transgenen Klon nicht aktiv ist oder in solchen Zellbereichen vorliegt, in denen kein
Substrat zur Umsetzung zur Verfligung steht. Moglich ist auch, dass SVAO1 zwar aktiv ist,
jedoch zur Umsetzung von Produkten beitragt, die durch die Alkaloid-Extraktion mit an-
schlieRender *H-NMR nicht erfasst werden. Beispielsweise kénnte durch SVAO1 eine Um-

setzung im Primarstoffwechsel katalysiert werden, wie zum Beispiel die Umsetzung von
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Putrescin zu 4-Aminobutanal (s. Kapitel 4.1, Abbildung 4). Eine weitere Mdoglichkeit, war-
um keine Anderungen im Alkaloid-Spektrum zu sehen sind, kénnte darin liegen, dass die
aktiv exprimierte SVAO1 in den Tabak-HR-Klonen die Aufgabe einer tabakeigenen DAO,
zum Beispiel der N-Methylputrescinoxidase (Katoh et al., 2007), Gbernimmt und damit die
Synthese von Nikotin-Alkaloiden katalysiert. In diesem Fall ware ebenfalls keine qualitati-
ve, sondern hdchstens eine quantitative Anderung der Nikotin-Alkaloide im NMR-
Spektrums zu erwarten. Eine quantitative Anderung durch eine erhéhte Nikotin-Synthese
wdre jedoch nur dann zu erwarten, wenn die N-Methylputrescinoxidase eine Art
»Flaschenhals” in der Nikotin-Synthese darstellen wiirde und die Verfligbarkeit der Pro-
dukte der Katalyse des Enzyms damit die Geschwindigkeit der Nikotin-Synthese limitieren

wiirden. Dazu liegen jedoch bislang keine Ergebnisse vor.
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4 Diskussion

Das Gleichgewicht zwischen pflanzenfressenden Tieren und Pflanzen wurde unter ande-
rem ermoglicht, indem Pflanzen im Laufe der Evolution mit Hilfe ihres Sekundarstoff-
wechsels verschiedene FraRgifte entwickelten. Zu diesen gehdéren neben Tanninen, Ter-
penoiden und Glucosinolaten auch die Pyrrolizidin-Alkaloide (PAs). Der Mechanismus, der
zur Verteidigung der PA-haltigen Pflanzen fiihrt ist seit langerer Zeit bekannt (Cheeke,
1988). Hingegen liegen die unterschiedlichen Enzyme, die an der PA-Biosynthese beteiligt
sind, noch weitgehend im Dunklen. In unserer Arbeitsgruppe wurden deshalb in den letz-
ten Jahren zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt, um einzelne Enzyme der Synthese

zu identifizieren und diese vor dem Hintergrund der Evolution zu beleuchten.

Wie bereits in Kapitel 1.3 beschrieben, gibt es zahlreiche Hinweise, dass im Rahmen der
PA-Biosynthese eine Diaminoxidase (DAO) die Umsetzung von Homospermidin zu einer
Vorstufe der Necinbase, dem ,Metabolit x“ katalysiert (Frélich et al., 2007). Dieser Meta-
bolit wird durch weitere, noch nicht aufgeklarte Syntheseschritte zur Necinbase umge-
setzt. Um diese DAO zu identifiziern, wurden PCRs mit degenerierten Primern mit der
c¢DNA von Eupatorium cannabinum und Senecio vernalis durchgefiihrt (Denker, 2008).
Dabei wurden in E. cannabinum eine und in S. vernalis drei diaminoxidasedhnliche Se-
quenzen gefunden. Diese Senecio-DAOs wurden SVAO1, SVAO2 und SVAO3 genannt. Zwei
der drei Sequenzen wurden von Denker bereits in unterschiedlichen Systemen heterolog
exprimiert. Diese Versuche brachten jedoch keinen Aufschluss tiber eine mogliche Beteili-
gung der DAOs an der PA-Biosynthese. Die vorliegende Arbeit hatte deshalb das Ziel, wei-
tere Informationen Uber die Funktionen der drei DAOs zu ermitteln. Dazu wurde zundchst
versucht, SVAO3, die noch nicht heterolog exprimiert wurde, in E. coli zu exprimieren.
AnschlieRend wurde versucht, mit unterschiedlichen Methoden die Expressionsorte der
drei DAOs in S. vernalis zu ermitteln. SchlieRlich wurden RNAi- und Uberexpressions-

Studien mit S. vernalis und Nicotiana tabacum durchgefiihrt.

4.1 Die SVAO3-Familie und deren heterologe Expression

Nach der Identifikation der drei SVAO-cDNAs aus S. vernalis wurden SVAO1 und SVAO2 in
E. coli und der Hefe Pichia pastoris heterolog exprimiert (Denker, 2008). Die Expressions-

ansdtze in der Hefe Pichia pastoris zeigten keine Expression und in E. coli fihrten sie zu
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unléslichem Protein, sogenannten Inclusion Bodies (I1B). Es wurde versucht, diese 1B durch
unterschiedliche Methoden in ein Iosliches, aktives Enzym zu Uberfihren. Einer dieser
Methoden war die Coexpression mit Chaperonen, die schon zuvor als Problemldsung bei
IBs aus heterolog exprimierten Diaminoxidasen beschrieben wurde (Jung et al., 2003;
Molnar et al., 2003). Die Coexpressionen von SVAO1 und SVAO2 mit dem Chaperon DnaK
und den Co-Chaperonen Dnal und GrpE (Plasmid pRDKJG) fiihrte zu I6slichem, aber inak-
tivem Protein.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun auch die dritte Sequenz, SVAO3, exprimiert werden,
um dieses Protein biochemisch zu charakterisieren und daraus Rickschlisse ziehen zu
koénnen, ob es sich bei der SVAO3 um eine an der PA-Biosynthese beteiligte DAO handelt.
cDNA der SVAO3 wurde dazu in den Vektor pET28a kloniert und zunéchst ohne Chapero-
ne in E. coli exprimiert. Die schwache Expression fihrte zu unldslichem Protein in Form
von IBs. Auch eine Coexpressionen mit zwei unterschiedlichen Chaperonen fiihrte ledig-
lich zu unl&slichem Protein.

Denker (2008) hatte im Laufe der Arbeiten festgestellt, dass es sich bei der dritten identi-
fizierten Sequenz, SVAO3, um eine Gen-Familie handelt. Demnach exprimiert S. vernalis in
den unterschiedlichen Pflanzenorganen (Blatt und Wurzel) mindestens drei Mitglieder
dieser Familie. Diese stimmen zu 98,0 %, bzw. 99,8 % mit der zuerst aus dem Blatt identi-

fizierten SVAO3 Uberein.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bei folgenden Untersuchungen noch zwei

weitere Vertreter dieser SVAO3-Familie identifiziert:

e Bei der Klonierung fur die heterologe Expression von SVAO3 in E. coli wurde eine
SVAO3-cDNA-Sequenz gefunden und kloniert. Diese Sequenz stimmt zu 99,3 % auf
Aminosdureebene mit der SVAO3-Sequenz Uberein, die von Denker als SVAO3 de-

finiert wurde.

e Der zweite neue Vertreter dieser Familie wurde bei der Klonierung der SVAO3 fir
die Uberexpression in den Versuchspflanzen S. vernalis und N. tabacum identifi-
ziert. Diese Sequenz stimmt auf Aminosaureebene zu 99,1 % mit der von Denker

als SVAO3 definierten Sequenz lberein.
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Das Phdanomen der Multigen-Familie bei einer Diaminoxidase wurde bereits in unter-
schiedlichen Pflanzen beschrieben. Bei der Identifizierung einer N-Methyl-
putrescinoxidase in N. tabacum wurde eine kleine Multigen-Familie mit zurzeit finf be-
kannten Mitgliedern gefunden (Heim und Jelesko, 2004). N-Methylputrescinoxidasen ka-
talysieren die Umsetzung von N-Methylputrescin zu 1-Methylaminobutanal; eine Reakti-
on, die vermutlich analog zu der Umsetzung von Homospermidin in der PA-Biosynthese
verlduft. Zwei dieser Mitglieder wurden bereits sequenziert und weisen eine Uberein-
stimmung auf Aminosdureebene von 98,6 % auf. Eine weitere kleine Multigen-Familie von
Diaminoxidasen wurde bereits 1996 in Pisum sativum vermutet, aber nicht weiter unter-

sucht (Angelini et al., 1996).

4.2  Alternative Strategien zur Untersuchung der SVAO-Funktionen

Die Expressionen und die anschlieRenden Charakterisierungen der drei DAOs aus S. verna-
lis fihrten nicht zur Beantwortung der Frage, ob eine der DAOs an der PA-Biosynthese
beteiligt ist. Aus diesem Grund wurde nach alternativen Methoden zur Beantwortung
dieser Frage gesucht. Dabei sollten zundchst die Expressionsorte der drei DAOs lokalisiert

werden, um Uber diese Riickschliisse auf die Funktion der Enzyme zu ziehen.

4.2.1 Lokalisierung der HSS in Jacobaea vulgaris zur Etablierung der in situ-
Hybridisierung

In unserer Arbeitsgruppe wurde die Lage der Homospermidin-Synthase (HSS), Eingangs-
enzym der PA-Biosynthese, in unterschiedlichen PA-haltigen Pflanzen mittels Immunolo-
kalisation identifiziert. Wahrend die HSS beispielsweise in S. vernalis, E. cannabinum und
Jacobaea vulgaris in den Wurzeln lokalisiert wurde (Moll et al., 2002; Anke et al., 2004;
Niemdiller, 2007), zeigte Phalaenopsis spec. die Expression der HSS sowohl in den Luft-
wurzelspitzen als auch in jungen Bliutenknospen (Anke et al., 2008). Heliotropium indicum,
ein subtropischer Vertreter der Familie der Boraginaceen, exprimiert die HSS hingegen
ausschlieBlich in den Zellen der unteren Epidermis des Blattes und der unteren Epidermis

junger Sprossachsen (Niemdiller, 2007).

Anders als in den genannten Studien erscheint die Methode der Immunolokalisation fiir
die Lokalisierung von SVAO1, SVAO2 und SVAO3 aus folgenden Griinden nicht geeignet zu

sein:
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e Zum einen war es nicht moglich, die drei DAOs als |6sliches Protein zu exprimieren.
Ein I6sliches, aufgereinigtes Protein ist jedoch Voraussetzung fir die Herstellung
von hochspezifischen, polyklonalen Antikérpern, wie sie fir die Immuno-Studien
in der Vergangenheit verwendet worden waren. Wird ein Protein in Form eines IBs
fir die Herstellung der Antikorper verwendet, so fihrt dies auf Grund der un-

physiologischen Faltung des Antigens oft zu Antikérpern mit geringer Antigenitat.

e Dazu kommt, dass die drei SVAOs eine hohe Identitat auf Nukleinsdureebene auf-
weisen (s. Tabelle 51). Bei den Lokalisationsversuchen der HSS neben der zu ca.
74 % identischen DHS in Heliotropium indicum und Cynoglossum officinale zeigte
Niemdller, dass es zu Kreuzreaktivitdten der Antikorper kam (Niemdller, 2007).
Damit ist eine Unterscheidung von SVAO1 und SVAO2 mit Hilfe der Immunolokali-
sation schwierig. Da sich SVAO3 etwas starker von den beiden anderen SVAOs un-
terscheidet, ware eventuell eine Markierung von SVAO3 mittels polyklonaler Anti-

korper moglich gewesen.

Tabelle 51: Identitdt der drei SVAOs aus S. vernalis auf Nukleinsdureebene modifiziert nach Denker (2008).

SVAO1 SVAO2 SVAO3
SVAO1 - 75,8 % 59,5 %
SVAO2 75,8 % - 62,1 %
SVAO3 59,5 % 62,1% -

Um die Probleme der Kreuzreaktivitdt durch die hohe Identitat der drei SVAO-cDNA-
Sequenzen zu umgehen, wurde die Methode der in situ-Hybridisierung verwendet. Da
diese Methode nicht in der Arbeitsgruppe etabliert war, wurde sie zunachst angewandt,
um die mRNA eines Enzyms zu lokalisieren, das bereits durch Immunolokalisierung nach-
gewiesen wurde. Ausgewahlt wurde die HSS aus J. vulgaris, die schon in jungen Wurzeln
in spezifischen Zellen des Rindenparenchyms lokalisierte wurde (Niemdiller, 2007). Andere
Arbeiten zeigten, dass haufig der Lokalisationsort der mRNA und des Proteins zusammen-
fallen (St-Pierre et al., 1999; Suzuki et al., 1999; Mu et al., 2009). Dies erscheint sinnvoll,
da mRNA Ublicherweise am Expressionsort durch Transkription der DNA des Zellkerns
synthetisiert wird und nach der Translation am Ribosom von endogenen RNasen abge-
baut wird. Eine Ausnahme bildet eine Beobachtung bei Papaver somniferium (Bird et al.,

2003). Wahrend die mRNA von drei an der Benzylisochinolin-Alkaloidsynthese beteiligten
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Enzymen in den Geleitzellen der Siebréhren lokalisiert wurde, detektierte man die dazu
gehdrigen Proteine in den Siebréhren. Begriindet wird diese raumliche Trennung damit,
dass Siebrohren weder Zellkerne noch Ribosomen besitzen. Proteine missen daher in der
Geleitzelle synthetisiert und dann in die Siebréhre transportiert werden. Wie dieser
Transport ablduft, ist bisher ungeklart. Da jedoch die spezialisierten Zellen des Rindenpa-
renchyms in J. vulgaris, in denen die HSS lokalisiert wurde, Zellen mit einer funktions-
fahigen Proteinbiosynthese sind, konnte eine Colokalisation von mRNA der HSS und vom
HSS-Protein erwartet werden. Abbildung 49 bestdtigt diese Annahme. Mit beiden Lokali-
sationsmethoden wurden dieselben Zellbereiche markiert. Diese Zellen befinden sich im
Rindenparenchym und der Endodermis auRerhalb des Perizykels gegeniiber dem Phloem.
Hartmann und Mitarbeiter zeigten mit Hilfe des , Girtel-Versuchs”, dass der Transport
von PAs aus der Wurzel, dem Syntheseort, in die oberirdischen Pflanzenorgane in Senecio
vulgaris Gberwiegend Uber das Phloem verlduft (Hartmann et al., 1989). Daher ist es na-
heliegend, dass die Biosynthese der PAs in solchen Gewebebereichen stattfindet, die an

das Phloem angrenzen.

Niemtiller (2007)

Abbildung 49: Lokalisationen der HSS in J. vulgaris. A: Bild der in situ-Hybridierung, B: Bild der Immunolo-
kalisation; EX: Exodermis, PH: Phloem, RP: Rindenparenchym, XY: Xylem, Pfeile weisen auf die jeweiligen
Markierungen.

Mit der Detektion der HSS ist das erste Enzym der PA-Biosynthese in diesen phloemnahen
Zellen lokalisiert worden. Um zu wissen, ob die vollstandige PA-Biosynthese in diesen Zel-
len stattfindet, wéare es wichtig, weitere Enzyme dieser Biosynthese nachzuweisen. Dieser
Ansatz wurde bei der Markierung der mRNA der SVAOs in S. vernalis verfolgt, der in Kapi-

tel 4.2.2 beschrieben und diskutiert wird.
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Um auch in der besser zu handhabenden Versuchspflanze (s. Kapitel 4.2.2) J. vulgaris

mogliche Diaminoxidasen mittels in situ-Hybridisierung lokalisieren zu kénnen, wurde mit

degenerierten Primern nach Diaminoxidasen mit moglicher Beteiligung an der PA-

Biosynthese gesucht (s. Kapitel 3.5). Bei diesen Versuchen wurde keine diaminoxidase-

dhnliche Sequenz gefunden. Dies kdnnte mehrere mogliche Ursachen haben:

Die RNA, die zur Durchfiihrung der PCRs verwendet wurde, wurde im Oktober
2005 aus einer Sterilpflanze isoliert. In der Vergangenheit wurde schon haufiger
beobachtet, dass die PA-Biosynthese jahreszeitlichen Schwankungen unterliegt. So
lieR sich die HSS in E. cannabinum zur Bliitezeit der Pflanze sehr gut nachweisen.
Schon bei der Fruchtbildung konnte die HSS nicht mehr mittels Immunolokalisati-
on nachgewiesen werden (Anke et al., 2004). Fir J. vulgaris wurden solche extre-
men Regulationen der PA-Biosynthese bisher noch nicht beschrieben. Es ist jedoch
vorstellbar, dass die Enzyme der PA-Biosynthese und damit auch eine daran betei-
ligte Diaminoxidase zum Zeitpunkt der RNA-Isolierung nicht exprimiert wurden
und daher auch keine RNA dieser Enzyme nachweisbar war. Die verwendete cDNA
wurde nicht auf Transkripte der HSS untersucht. Mit solch einem Test konnte die-

ses Problem in Zukunft umgangen werden.

Ein weiteres Problem bei den PCRs mit degenerierten Primern kann am Alignment
liegen, auf dessen Grundlage die Primer konstruiert wurden. Wie in Kapitel 3.5 be-
schrieben, wurde das Alignment mit DAO-cDNA-Sequenzen von S. vernalis, E. can-
nabinum, Arabidopsis thaliana, Brassica juncea, Pisum sativum, Lens culinaris und
Cicer arietinum erstellt. Es wurde versucht, die Primer auf solche Sequenzbereiche
zu legen, die moglichst hoch konserviert sind. Im Zweifelsfall wurden jedoch die
Sequenzen von solchen Arten starker bewertet, die ebenso wie die Versuchspflan-
ze der Familie der Asteraceae angehdren. Dazu gehoren die drei Sequenzen aus
S. vernalis und die aus E. cannabinum. Im Oktober 2005 wurde die Versuchspflan-
ze J. vulgaris unter dem Namen Senecio jacobaea noch in die Gattung Senecio ein-
geordnet, so dass eine enge Verwandtschaft mit S. vernalis vermutet wurde.
Neuere Ergebnisse zeigen allerdings, dass J. vulgaris nicht in diese Gattung, son-

dern in die Gattung der Jacobaea einzuordnen ist (Pelser et al., 2006). Damit wird
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nun auch im Pflanzennamen deutlich, dass J. vulgaris weniger eng mit S. vernalis
verwandt ist als andere zur Gattung Senecio gehérende Arten. Moglicherweise

wurde die Gewichtung beim Primerbau zu stark auf die Senecio-Sequenzen gelegt.

4.2.2 Lokalisierung der drei Diaminoxidasen in Senecio vernalis

Von Immunolokalisationsstudien in den Wurzeln von S. vernalis (Moll et al., 2002) war
bekannt, dass die HSS — ebenso wie in J. vulgaris — in klar abgegrenzten Zellen des Rin-
denparenchyms und der Endodermis exprimiert wird. Sucht man nach einer DAO, die den
nachsten Schritt der PA-Biosynthese nach der HSS katalysiert, so liegt die Vermutung na-
he, dass diese im selben oder angrenzenden Gewebe wie die HSS exprimiert wird. Unter-
stiitzt wird diese Vermutung dadurch, dass es bisher keine Hinweise auf einen interzellu-
laren Transport von PA-Metaboliten und —Produkten in den Wurzeln unterschiedlicher
Senecio-Arten gibt (Toppel et al., 1987; Moll, 2002). Dass Enzyme einer Biosynthese rdum-
lich nahe beieinander liegen kénnen, wurde im Falle zweier Tabak-Alkaloid-Biosynthese-
Enzyme sehr eindrucksvoll gezeigt (Heim und Jelesko, 2004): Bei der Isolierung einer DAO
aus Tabak (McLauchlan et al., 1993) wurde ein zweites Enzym der Nikotin-Synthese mit-
isoliert. Es handelte sich um eine S-Adenosylhomocysteinsynthase, die vermutlich in ei-
nem Multi-Enzym-Komplex mit der Tabak-DAO vorliegt. Es sind jedoch auch Félle be-
schrieben, in denen die unterschiedlichen Enzyme eines Biosyntheseweges in unter-
schiedlichen Geweben lokalisiert wurden, wie beispielsweise die Enzyme der Monoter-
pen-Indol-Alkaloid-Synthese in Catharantus roseus, die in mindestens vier unterschiedli-

chen Geweben detektiert wurden (St-Pierre et al., 1999; Burlat et al., 2004).

Um den organspezifischen Expressionsort der drei SVAOs aus S. vernalis zu bestimmen,
wurden zunachst RT-PCRs (s. Kapitel 3.2) und Northern-Blots mit RNA-Praparationen aus
Wourzel, Spross und Blatt durchgefiihrt. Diese wiesen die mRNA des svao3-Gens in allen
Pflanzenorganen nach. mRNA-Transkripte des svao2-Gens wurden nur mittels RT-PCR und
nicht im Northern-Blot nachgewiesen. Dies lasst sich mit der hoheren Empfindlichkeit der
RT-PCR erklaren. Aufmerksam machte jedoch das durch beide Methoden bestatigte Er-
gebnis, dass das svaol-Gen nur in der Wurzel transkribiert wurde. Zusammen mit den
Ergebnissen der Lokalisation der HSS in der Wurzel und den Uberlegungen iiber einen
gemeinsamen Expressionsort der Enzyme der PA-Biosynthese, wurde SVAO1 zum ,hoff-

nungsvollsten Kandidaten” fir eine DAO mit Beteiligung an der PA-Biosynthese.



Diskussion

Weitere Hinweise auf zelluldrer Ebene sollte die Lokalisation der SVAOs in der Wurzel von
S. vernalis durch in situ-Hybridisierung liefern. Zunachst wurden pro Schnitt nur die zwei
Sonden fiir jeweils eine Sequenz eingesetzt. Dabei konnten keine Signale detektiert wer-
den. Erst bei der Kombination von den Sonden gegen mRNA-Transkripte von svaol und
svao3 wurden Markierungen sichtbar (s. Abbildung 50). Diese liegen in Zellen des Rinden-
parenchyms auBerhalb des Perizykels gegeniiber dem Phloem. Es handelt sich um die-
selben Gewebebereiche, in denen Moll et al. die HSS lokalisierte (Moll et al., 2002). Da
diese Markierung nicht mit den Sonden fir nur eine Sequenz erzielt werden konnte, ist so
allerdings nicht eindeutig zu bestimmen, ob mRNA-Transkripte des svaol-Gens oder des

svao3-Gens in denselben Zellen wie die HSS zu finden sind.

A % ; Moll (2002)

Abbildung 50: Lokalisationen der SVAOs und der HSS in S. vernalis. A: Lokalisation der SVAO1 und/oder
SVAO3 auf mRNA-Ebene, B: Lokalisation der HSS auf Proteinebene; Pc: Perizykel, Ph: Phloem, XY: Xylem,
Pfeile weisen auf die jeweiligen Markierungen.

Zusammenfassend konnen aus den Lokalisierungen der mRNA-Transkripte der svao-Gene

folgende Schliisse gezogen werden:

e Die mRNA des svao2-Gens wurde nur in oberirdischen Organen von S. vernalis ge-
funden. SVAO2 scheint deshalb nicht an der PA-Biosynthese beteiligt zu sein. Da
auch Wurzelorgankulturen von S. vernalis PAs synthetisieren, missen alle Biosyn-
theseenzyme auch in der Wurzel vorkommen. Maoglicherweise handelt es sich bei
SVAO2 um ein Enzym des Primarstoffwechsels mit spezieller Funktion in oberirdi-
schen Pflanzenteilen. Ein dhnliches Beispiel einer Polyaminoxidase (PAO), die nur

in oberirdischen Pflanzenteilen exprimiert wird, wurde im Maiskeimling beobach-
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tet: Licht fahrt hier zu einer hohen Auxin-Konzentration, die wiederum die Expres-
sion einer PAO anregt. Diese PAO setzt sekundadre Aminogruppen von Polyaminen
um, wobei Wasserstoffperoxid frei wird. Wasserstoffperoxid wird in vielen Pflan-
zen in einen Zusammenhang mit einer Lignifizierung und Zellwandverstarkung ge-
bracht, die dem wachsenden Keimling Stabilitat verleiht (Laurenzi et al., 1999; Co-

na et al., 2003; Liszkay et al., 2004).

mRNA-Transkripte des svao3-Gens wurden mit allen drei Lokalisationsmethoden
in der ganzen Pflanze nachgewiesen. Maglich ist, dass es sich bei SVAO3 um eine
DAO handelt, die die oxidative Desaminierung unterschiedlicher Substrate in allen
Pflanzenorganen katalysiert. Dafiir spricht, dass es sich wie schon in Kapitel 4.1
beschrieben bei svao3 offensichtlich um eine kleine Gen-Familie handelt, die alle
zu etwa 98 bis 99 % identisch sind (Denker, 2008). Diese Vielfalt auf Sequenzebene
kann Variationen im Protein bedingen, was zu Unterschieden in der Affinitdt zu
moglichen Substraten fiihren kann. Damit kénnte SVAO3 verschiedene Substrate
umsetzen. Bei der DAO, die Homospermidin umsetzt, handelt es sich aber vermut-
lich um ein hochspezialisiertes Enzym, das sich eventuell aus einer DAO des Pri-
marstoffwechsels entwickelt hat. Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, wird eine
solche Entstehung durch Genduplikation und Funktionsanderung auch fur die HSS,
dem Eingangsenzym der PA-Biosynthese, postuliert (Ober und Hartmann, 1999a).
Ein weiteres Beispiel einer solchen Funktionsdanderung nach einer Genduplikation
ist aus Tabak bekannt. Die N-Methyltransferase und die Spermidin-Synthase besit-

zen vermutlich ein gemeinsames Vorfahren-Gen (Hashimoto et al., 1998).

Die mRNA des svaol-Gens wurde sowohl mit dem Northern-Blot, als auch mit der
RT-PCR ausschlieRlich in der Wurzel detektiert, was sie zum , hoffnungsvollsten
Kandidaten” unter den drei SVAOs machte. Es darf jedoch auch nicht aufRer Acht
gelassen werden, dass es noch andere Stoffwechselreaktionen mit méglicher Be-
teiligung einer DAO gibt, die ausschlieBlich in den Wurzeln einer Pflanze stattfin-
den, wie zum Beispiel die Mobilisierung von chemisch gebundenen Nahrstoffvor-
raten durch Ausscheidung von Sdure und Chelat-Bildnern. Bei der in situ-

Hybridisierung konnte nur durch eine Kombination von Sonden gegen mRNA des
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svaol-Gens und des svao3-Gens ein Signal erzeugt werden, das sich im gleichen
Gewebebereich wie die HSS befand. Hieraus konnte man schlieRen, dass es sich
bei der gesuchten PA-spezifischen DAO zwar um keine der drei bereits identifizier-
ten SVAOs handelt, diese jedoch méglicherweise eine strukturelle Ahnlichkeit mit
SVAO1 und SVAO3 besitzt. Moglicherweise handelt es sich bei der gesuchten DAO
um eine ,,Mischform®, deren Nukleinsduresequenz den Sequenzen von svaol- und
svao3-Transkripten besonders dhnelt. Dann wdren Sonden beider Sequenzen

notwendig, um ein deutliches Signal bei der Hybridisierung zu erzeugen.

Sowohl die heterologen Expressionen als auch die verschiedenen Lokalisationen der
mRNA der drei svao-Gene brachten also keine eindeutige Aussage dartiber, ob eine der

drei vorliegenden SVAOs aus S. vernalis an der PA-Biosynthese beteiligt ist.

Tabelle 52: Zusammenfassung der Lokalisierungen der SVAOs. n. u.: nicht untersucht, ++: starkes Signal
nachgewiesen, +: mittleres Signal nachgewiesen, -: kein Signal nachgewiesen, Abkiirzung: in situ-Hyb.: in
situ-Hybridisierung.

SVAO1 SVAO2 SVAO3
Pflanzen- | in situ- | Northern- in situ- | Northern- in situ- | Northern- RT-
RT-PCR RT-PCR
organ Hyb. Blot ¢ Hyb. Blot ¢ Hyb. Blot PCR
Blatt n.u. - - n.u. - + n. u. +
Spross n.u. - - n. u. - + n.u. ++
Wurzel ++ + + - - R - T+

Die Ergebnisse, die in Tabelle 52 zusammengefasst sind, lassen erkennen, dass zur Ge-
winnung weiterer Informationen lber die untersuchten Enzyme eine neue Strategie ent-
wickelt werden musste, die andere Methoden einbeziehen sollte. Deshalb wurden die in
Kapitel 3.5 beschriebenen Pflanzentransformationen eingesetzt und im Folgenden disku-

tiert.

4.2.3 Einfluss der Agrobakterien-vermittelten Transformation der Versuchs-
pflanzen in Bezug auf die Pyrrolizidin-Alkaloide

Agrobakterien sind dafiir bekannt, DNA auf Hefe und andere Pilze und sogar menschliche
Zellen zu Ubertragen (Piers et al., 1996; de Groot et al., 1998; Kelly und Kado, 2002; Kunik
et al,, 2001). In den meisten Fillen werden sie jedoch dazu genutzt, um Fremd-DNA in
Pflanzen einzuschleusen. Verwendet werden dazu Uberwiegend die beiden Stamme
Agrobacterium tumefaciens und Agrobacterium rhizogenes. Bei infizierten Pflanzen ruft

A. rhizogenes starkes Wurzelwachstum mit auffillig stark behaarten, stark verzweigten,
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feinen Wurzeln hervor, die als root-mat (,Wurzel-Matte”) bezeichnet werden. In der Na-
tur werden nur einige Pflanzenspezies durch A. rhizogenes infiziert, wie z. B. der Apfel, die
Karotte und die Gurke (Riker et al., 1959; Davioud et al., 1988; Weller et al., 2005). Unter
Laborbedingungen lassen sich hingegen Uber 450 Spezies mittels A. rhizogenes transfor-
mieren (Tepfer, 1984). Bei der Transformation Ubertragt A. rhizogenes einen Teil eines
agrobakterieneigenen Plasmids (transferred DNA, T-DNA), das root-inducing (R;)-Plasmid
genannt wird (s. Abbildung 51). Die T-DNA wird durch einen noch nicht vollstandig auf-
geklarten Mechanismus ins pflanzliche Genom eingebaut (Tzfira et al., 2004).

Region fur Opin-

Katabolismus Replikationsursprung

Region furkon- vir-Region
jugativen Transfer

Y
Left Border Right Border
T-DNAmit  Tz-DNA mit
t rol-Genen Auxin-Genen J

{

T-DNA

Abbildung 51: Schematische Darstellung eines R-Plasmids von A. rhizogenes des Stammes LBA9402 modi-
fiziert nach Veena und Taylor (2007).

Flr die Transformationen im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die beiden bindren
Pflanzenvektoren pK7GWIWG2D(I1),0 und pH7WG2D,1 verwendet. Sie basieren auf dem
Grundgerist eines verhéaltnismaRig kleinen bindren Vektors (Karimi et al., 2002), so dass
sie im Labor gut handhabbar sind. Nach Integration der Fremd-DNA in die T-DNA der Vek-
toren werden diese in A. rhizogenes transformiert. Bei einer Infektion wird die T-DNA des
bindren Vektors vermutlich durch das Genprodukt der vir-Gene des agrobakterieneigenen
Ri-Plasmides ins Wirtsgenom der Versuchspflanze integriert. Zusatzlich wird auch die T-

DNA des Ri-Plasmids Ubertragen und integriert.
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Die Methode der Transformation mit A. rhizogenes wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit verwendet, um die Rolle der drei identifizierten SVAOs aus S. vernalis in planta zu

untersuchen.

Um die RNAI- und Uberexpressions-Klone von S. vernalis beziiglich der quantitativen Ver-
anderungen bewerten zu kdnnen, wurden zundchst PAs aus HR-Klonen isoliert, die mit
A. rhizogenes ohne einen bindren Pflanzenvektor mit Fremd-DNA transformiert worden

waren. Diese Klone werden im Folgenden als ,,Kontroll-HR-Klone“ bezeichnet.

Die ersten gaschromatischen Analysen dieser PAs aus Kontroll-HR-Klonen zeigten, dass
die bereits fur S. vernalis beschriebenen PAs (Toppel et al., 1987) Senecionin, Integerri-
min, Seneciovernin und Senkirkin im Chromatogramm zu finden waren (s. Kapitel
3.6.4.1.1), wahrend die PAs Seneciphyllin und Retrorsin nur in so geringen Mengen detek-
tiert wurden, dass eine qualitative Auswertung ungenau schien. Die Identitat der zunachst
Uber den Retentionsindex identifizierten PAs wurde anschlieBend mittels GC-MS besta-

tigt.

Nachdem einige Optimierungen des Protokolls durchgefiihrt worden waren, waren die
Schwankungen der bestimmten PA-Gehalte fir die vier PAs Senecionin, Integerrimin, Se-
neciovernin und Senkirkin innerhalb unterschiedlicher Extraktionen und Analysen eines
HR-Klons gering. Es zeigte sich jedoch, dass der prozentuale Anteil eines jeden PAs am
Gesamt-PA-Gehalt von Klon zu Klon recht stark schwankte. Der Gesamt-PA-Gehalt defi-
niert sich durch die Summe der PA-Gehalter von Senecionin, Integerrimin, Seneciovernin
und Senkirkin in Prozent und wird fiir die folgenden Berechnungen 100 % gleichgesetzt.
Die Beobachtung der schwankenden Anteile der einzelnen PAs am Gesamt-PA-Gehalt
wurde bereits bei der Untersuchung von sieben S. vernalis-Freilandpflanzen gemacht (von
Borstel et al., 1989). Hier variierte der prozentuale Anteil von Senecionin am Gesamt-PA-
Gehalt beispielsweise um 33 %. Die Untersuchungen der Kontroll-HR-Klone zeigten zwar
auch groRere Schwankungen im prozentualen Senecionin-Anteil am Gesamt-PA-Gehalt
(14 %), jedoch nicht so stark wie bei den Freilandversuchen beobachtet worden war. Die-
se Differenzen lassen sich damit erkldren, dass bei den Freilandpflanzen die dulReren Be-
dingungen nicht so gleichférmig wie bei der Anzucht der HR-Klone gewesen sein kénnen.
Dass sich diese dauBeren Bedingungen stark auf die prozentuale PA-Anteile am Gesamt-

PA-Gehalt auswirken, wurde auch am Beispiel von J. vulgaris gezeigt. Es wurde fest-
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gestellt, dass verschiedene J. vulgaris-Klone unterschiedlich stark auf Umwelteinflisse
reagieren (Hagen, 2003). Eine weitere Reaktion ist die Erhohung des PA-Gehalts unter

starker Sonneneinstrahlung (van der Meijden et al., 1985).

Diese Ergebnisse zeigen jedoch die Notwendigkeit, sich bei der Bewertung der Ergebnisse
der RNAi- und Uberexpressions-HR-Klone auf den Vergleich des Gesamt-PA-Gehalts der
unterschiedlichen Klone zu beschrédnken, da dieser bei standardisierten Kulturbedingun-
gen weniger Schwankungen unterliegt. Zudem war eine weitere Differenzierung der pro-
zentualen PA-Anteile am Gesamt-PA-Gehalt fiir die Beantwortung der Fragestellung nicht

notwendig.

Eine weitere interessante Beobachtung wurde beim Vergleich der prozentualen PA-
Anteile mit der Literatur gemacht. In S. vernalis wurden die prozentualen Anteile jedes
PAs am Gesamt-PA-Gehalt getrennt in Blite, Wurzelorgankultur (WOK), Pflanzenwurzel
und Blatt gemessen (Toppel et al., 1987). Der Vergleich dieser Ergebnisse mit denen der
Kontroll-HR-Klone ist in Abbildung 52 dargestellt. Fiir beide Untersuchungen wurde das-
selbe Extraktions-Protokoll und dieselbe GC-Analyse mit sehr dhnlichen Gerateeinstellun-

gen (Hartmann und Toppel, 1987) verwendet.

Prozentualer PA-Anteil in unterschiedlichen
S. vernalis-Organen
100% -

Anteilan Gesamt-PA-
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60% -
®ntegerrimin

50% - _—
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o |
40% M Senecivernin

Prozentualer PA-Anteil

30% * Retrorsin und Seneciphyllin
wurden nicht einberechnet, da

20% - ) .
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Abbildung 52: Vergleich der prozentualen PA-Anteile in unterschiedlichen S. vernalis-Organen. Verglichen
werden die prozentualen PA-Anteile an Retrorsin, Seneciphyllin, Senkirkin, Integerrimin, Seneciovernin und
Senecionin in Hairy Root-Klonen (HR, Teil dieser Arbeit), sowie in Bliten, Wurzelorgankulturen (WOK), Wur-
zel und Blatt von S. vernalis (Toppel et al., 1987).
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Vergleicht man die Ergebnisse der Kontroll-HRs zun&chst mit denen der WOK und der
Pflanzenwurzel, so stellt man fest, dass die von Toppel et al. untersuchten Wurzelorgane
Senkirkin mit 85 %, bzw. 69 % als Haupt-PA aufweisen, wahrend bei den HRs Senecionin
mit 78 % den groRten Anteil einnimmt. Senecionin befindet sich in den von Toppel et al.
(1987) untersuchten Organen nur in einem Anteil von 7 % in der WOK und 13 % in der
Pflanzenwurzel; Senkirkin wurde in den HR-Klonen nur in einem Anteil von 7 % nachge-
wiesen. Das Blatt zeigt ein dhnliches Verteilungsspektrum wie die Pflanzenwurzel, wah-
rend die Blute eine PA-Verteilung zeigt, die der Verteilung der HRs am dhnlichsten ist.
Diese weist einen Senecionin-Gehalt von 50 % auf. Senecionin stellt somit in den Bliten

und den HR-Klonen das Haupt-PA dar.

Moglicherweise ist der hohe Gehalt an Senecionin und Integerrimin in den HRs auf die
Eigenschaft der HRs zuriickzufiihren, sehr schnell zu wachsen und damit einen grofRen
Anteil an jungem Gewebe aufzuweisen. In den Wurzeln von J. vulgaris wurde die Be-
obachtung gemacht, dass Wurzelspitzen, also junge Wurzelteile, einen hohen Anteil an
,primdren PAs“ (Senecionin-N-Oxid, Integerrimin-N-Oxid) besitzen (s. Abbildung 53). Die-
se primdren PAs stellen bei der PA-Biosynthese die Grundstruktur dar. Erst nach einigen
Wochen wird diese in Folge von weiteren Transformationsreaktionen zu ,sekundaren
PAs“ wie Seneciphyllin-N-Oxid umgewandelt (Hartmann, 1994). Daher liegt die Vermu-
tung nahe, dass in den HRs auf Grund der kurzen Anzuchtzeit von 28 Tagen diese Trans-

formationen der PAs noch nicht stattgefunden haben.
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Wurzelspitzen Ganze Wurzel
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Abbildung 53: Metabolisches Verhalten der PAs in WOKs von J. vulgaris mod. nach Hartmann (1994).

Diese Ergebnisse zeigen, dass HRs ein vollig neues System darstellen, das nicht direkt mit
dem einer intakten Pflanze oder einer herkdmmlichen WOK verglichen werden kann.
Mogliche Erklarungen hierfir liefern die Integration der agrobakterieneigenen rol-Gene
(s. Abbildung 51), die nach neusten Erkenntnissen besonders in den Sekundarstoffwech-
sel eingreifen (Bulgakov, 2008). Wahrend die Expression des ro/B-Gens generell die Pro-
duktion von Sekundarstoffen anregen soll (Kiselev et al., 2007; Shkryl et al., 2008), wurde
gezeigt, dass eine rolC-Expression positiv mit der Synthese von unterschiedlichen Alkaloi-
den korreliert. Nachgewiesen wurde dieser Zusammenhang unter anderem am Beispiel
von Tropan-Alkaloiden in Atropa belladonna (Bonhomme et al., 2000), Indol-Alkaloiden in
Catharantus roseus (Palazon et al., 1998b) und Nikotin in N. tabacum (Palazon et al.,
1998a). Interessanterweise wurde bei der Analyse von HR-Klonen aus J. vulgaris eine an-
dere Beobachtung gemacht: Diese zeigten weder in Qualitadt, noch in Quantitat signifikant
unterschiedliche PA-Spektren im Vergleich zur herkbmmlichen WOK (Hartmann, 1994),
wobei moglich ist, dass in dieser Untersuchung — anders als im Vergleich in Abbildung 52 -

WOK und HR vom gleichen Pflanzenklon abstammen.
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Abbildung 35 und Abbildung 36 zeigen die Ergebnisse der gaschromatographischen Ana-
lysen der RNAi- und Uberexpressions-Klone. Statt einer Tendenz zur Ab- oder Zunahme
zeigen die Klone aller RNAi-Kulturen und die der Uberexpressions-Kultur von SVAO3 star-
ke Schwankungen im Gesamt-PA-Gehalt. Solche Schwankungen in Kulturen transgener
Pflanzen sind normal, da jeder Klon aus einem einzelnen Transformationsereignis hervor-
gegangen ist. Wie bei allen bislang etablierten Transformations-Methoden ist auch die
Integration von Fremd-DNA ins pflanzliche Genom durch A. rhizogenes ungerichtet. Aus
diesem Grunde entsteht bei jeder Transformation ein einzigartiger Klon, der sich gene-
tisch von anderen der gleichen Kultur unterscheidet. Die festgestellten Schwankungen im
PA-Gehalt, aber auch im Phéanotyp der HR-Klone kénnen unterschiedliche Griinde haben,

die in folgende Gruppen kategorisiert wurden (Deng et al., 2008):

1. Positionseffekt: Je nachdem, an welcher Stelle die Fremd-DNA im Wirtsgenom
integriert wird, kann sie in starker oder schwacher transkribierten Genombe-
reichen liegen. In starker transkribierten Bereichen kann der Effekt der Fremd-
DNA sehr groR sein, wahrend dieselbe Fremd-DNA in schwach abgelesenen Be-

reichen des Genoms nahezu effektlos ist.

2. Rekombinationseffekt: Durch Rekombinations- und Reparaturmechanismen
erkennt der Wirtsorganismus die Fremd-DNA und legt diese durch Deletion,
Duplikation, Methylierung oder Translokation still. Um die Wahrscheinlichkeit
des Eingreifens des Reparaturmechanismus” gleich zu halten, sollte daher bei
Klonen, die verglichen werden, die Zeitspanne von der Infektion bis zur Analy-
se in etwa gleich groR sein.

3. Insertionseffekt: Wird die Fremd-DNA in den Leserahmen eines endogenen
Gens integriert, wird die Nukleotid-Sequenz dieses Gens unterbrochen und das
Gen kann nicht mehr transkribiert und translatiert werden oder die Translation
flhrt zu einem Nonsense-Protein. Das kann zu gravierenden Modifikationen im
Stoffwechsel der Wirtspflanze fliihren — abhdngig davon, was fir ein Gen auf
diese Weise ausgeschaltet wurde. Wird das Fremdgen in eine regulative Do-
maéane eingebaut, wird diese vermutlich ausgeschaltet oder so verandert, dass

dies ebenfalls Auswirkungen auf den Stoffwechsel haben kann.
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4. Induktiver Effekt: Die Integration einer kompletten Transformationskassette in
das Wirtsgenom kann dazu flhren, dass ein Promotor der Transformationskas-
sette vor solche Gene gebaut wird, die normalerweise gar nicht oder nur
schwach abgelesen werden. Das kann zur starken Expression von ublicherwei-
se schwach exprimierten Genen fiihren. Desweiteren ist es moglich, dass das
Genprodukt der Fremd-DNA als Induktor oder Inhibitor z. B. im Sekundarstoff-
wechsel wirkt und damit gravierende Anderungen in diesem Stoffwechsel auf-

treten.

Keine der Uberexpressions-Kulturen zeigte einen starken Anstieg des PA-Gehalts in allen
Klonen. Bei einem starken Anstieg des PA-Gehalts in den Senecio-HR-Klonen in einer Kul-
tur kdnnte vermutet werden, dass eine DAO mit Beteiligung an der PA-Biosynthese in
dieser Kultur liberexprimiert worden ware. Dieses Ergebnis ist allerdings nur zu erwarten,
wenn das Produkt der Umsetzung der DAO einen Engpass in der PA-Biosynthese darstellt
und damit eine Konzentrationssteigerung dieses Produktes zu einer erhohten PA-
Syntheserate fihren wiirde. Ob die gesuchte DAO so einen ,Flaschenhals” in der PA-
Biosynthese darstellt, ist bisher noch nicht bekannt. Moglicherweise ware es auch not-
wendig, mehrere Enzyme der PA-Biosynthese lberzuexprimieren, um einen deutlichen
Anstieg im PA-Gehalt der transgenen HRs zu registrieren. Dies zeigte jedenfalls ein Ver-
such in Hyoscyamus niger (Solanaceae). Ebenso wie die PAs gehen auch die Tropan-
Alkaloide in Hyoscyamus niger aus dem Polyamin-Stoffwechsel hervor. So setzt eine Put-
rescin-N-Methyltransferase (PMT) Putrescin zu N-Methylputrescin um, das anschlieRend
als N-Methyl-pyrrolinium in die Tropan-Alkaloid-Biosynthese eingeht. Am Ende dieser
Tropan-Alkaloid-Synthese wird Scopolamin aus der Vorstufe Hyoscyamin gebildet. Kataly-
siert wird dieser Schritt durch die Hyoscyamin-6B-Hydroxylase (H6H; Hashimoto und Ya-
mada, 1986). Um den Gehalt an Scopolamin in der Pflanze zu erhéhen, wurden sowohl
PMT, als auch H6H in HRs von Hyoscyamus niger Gberexprimiert. Es zeigte sich, dass sol-
che Wurzeln, die nur die H6H Gberexprimierten, nur etwa die Halfte an Scopolamin syn-
thetisierten, wie die HRs, die beiden Gene Uberexprimierten (Zhang et al., 2004). Dieser

Versucht zeigt, dass zur Erhéhung des Scopolamin-Gehalts der Ausgangsmetabolit aus



Diskussion

dem Priméarstoffwechsel durch Uberexpression in die Tropan-Alkaloid-Synthese ,ge-

drangt” werden musste.

Die einzige Kultur, die eine Tendenz zu einem verringerten Gehalt an Gesamt-PAs zeigte,
ist die Kultur der Uberexpression von SVAO3. Dieses Ergebnis l4sst sich eventuell durch
das Phanomen der Cosuppression erkldaren. Dieses Phdanomen wurde zuerst von Napoli et
al. beobachtet. Sie versuchten die rosa Blutenfarbe von Petunien durch Integration einer
zusatzlichen Kopie der Dihydroflavonol-Reduktase, einem Enzym, das maligeblich an der
Bliiten-Farbstoffsynthese beteiligt ist, ins Genom der Petunie zu verstdrken. Statt der er-
warteten Farbvertiefung zeigten viele der transformierten Petunien hellere oder weil3e
Bluten (Napoli et al., 1990). Weitere Arbeiten zeigten einige Jahre spater, dass die Gene
nicht nur auf der Ebene der Transkription abgeschaltet wurden, sondern dass zusatzlich
die von ihnen produzierte mRNA in den Zellen schnell abgebaut wurde — ein Vorgang, der
Post-Transcriptional Gene Silencing (PTGS) genannt wurde (van Blokland et al., 1994).
Ausgeldst wird PTGS grundsatzlich durch doppelstrangige RNA (dsRNA). Die dsRNA wird
vom Dicer-Enzym registriert und in 21 bis 23 bp groRe Fragmente (small interfering RNA,
siRNA) abgebaut, die den RNAinterference-(RNAi)-Mechanismus starten. Die siRNAs wer-
den an einen RNA-induced silencing complex (RISC) gebunden, der mRNAs mit Sequenz-
dhnlichkeit zu den siRNAs registriert und diese und dhnliche mRNA degradiert. Urspriing-
lich ist dies ein Mechanismus, mit dem Pflanzen auf genetisches Material von Pflanzen-
viren reagieren, bei dem es sich meistens um dsRNA handelt (Qi und Hannon, 2005). Die-
se dsRNA kann durch unterschiedliche Gen-Konstellationen entstehen. Zum einen ist es
moglich, dass bei der Transformation mehrere Kopien des Fremdgens ins Wirtsgenom
integriert werden. Bei unterschiedlicher Orientierung kann die mRNA nach dem Ablesen
im Bereich der Fremd-DNA zu einer Haarnadelstruktur hybridisieren, die doppelstrangige
RNA enthalt. Desweiteren wird solch eine dsRNA auch gebildet, wenn ein Gen durch ge-
gensatzlich orientierte RNA-Promotoren flankiert ist und daher von beiden Seiten abgele-

sen wird. Diese beiden RNA-Stréange hybridisieren ebenfalls zu dsRNA (Carthew, 2001).

Méglicherweise wurde die PA-Biosynthese in den Klonen der SVAO3-Uberexpressions-
Kultur durch Cosuppression herunter reguliert. Trafe diese Vermutung zu, wirde dies
auch die schwachen oder fehlenden Banden der semiquantitativen RT-PCRs erklaren, die

mit den SVAO3-Uberexpressions-Klonen durchgefiihrt wurden. Wiirde die mRNA des
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liberexprimierten svao3-Gens durch das Phanomen der Cosuppression abgebaut werden,

so wdre diese auch nicht mehr in Gbermafligem Umfang mittels RT-PCR detektierbar.

Um ein Gen durch Cosuppression herunter zu regulieren ist es nicht notwendig, dass die
Uiberexprimierte mRNA mit dem Zielgen identisch ist. Ein Bereich hoher Sequenzidentitat
reicht bereits aus, um das Zielgen auszuschalten. Diese Beobachtung wurde auch ge-
macht, als Erdbeeren mit dem Gen fir eine Stilben-Synthase transformiert wurden (Han-
hineva et al., 2009). Die Stilben-Synthase katalysiert die Biosynthese von Resveratrol, das
fir seine antioxidative Wirkung im Rotwein bekannt geworden ist. Eng verwandt mit der
Stilben-Synthase ist die Chalkon-Synthase. Viele von beiden Enzymen katalysierte Reak-
tionsmechanismen sind gleich; auf Aminosaureebene sind beide Enyme zu 70 % identisch.
Statt des erwarteten Resveratrols stieg der Gehalt an Flavonolen in den transformierten
Erdbeeren. Daraus wurde gefolgert, dass die Chalkon-Synthase in einer Cosuppression

ausgeschaltet wurde, da diese Flavonole umsetzt.

Daher liegt die Vermutung nahe, dass mit der Uberexpression von SVAO3 ein dhnliches
Gen mit Beteiligung an der PA-Biosynthese herunter reguliert wurde. Moglicherweise
handelt es sich dabei um die gesuchte Diaminoxidase. Die Ergebnisse der in situ-
Hybridisierung unterstitzen diese Vermutung. Die Markierung in den Zellen, in denen
auch die HSS als Enzym der PA-Biosynthese lokalisiert wurde, wurde mit Sonden erhalten,
die unter anderem mit der mRNA des svao3-Gens hybridisieren. Dass diese Markierung
jedoch nur mit dem Zusatz der Sonde auf svaol-mRNA erzeugt werden konnte, spricht fiir
die Tatsache, dass die gesuchte DAO mit SVAO1 und SVAO3 Ahnlichkeiten auf Sequenz-
ebene aufweist. Die strukturelle Ahnlichkeit von SVAO1 mit der gesuchten DAO wurde
durch die Uberexpressions-Versuche jedoch nicht bestatigt. In diesem Falle wiren auch in

der SVAO1-Uberexpressions-Kultur deutlich erniedrigte PA-Gehalte zu erwarten gewesen.

Auch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Pflanzentransformationen zeigen, dass
Eingriffe in metabolische Systeme, Transport- und Akkumulationsprozesse in Zellen auf
Grund des noch fehlendem Verstandnisses dieser Systeme zu unerwarteten Ergebnissen

fuhren kann (Winkel, 2004; Dixon, 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine DAO mit Beteiligung an der PA-Biosynthese identi-
fiziert werden. Die vorliegenden Daten haben aber dazu beigetragen, neue Informationen

liber SVAO1, SVAO2 und SVAO3 zu erhalten und diese zu bewerten. Zusatzlich wurde mit
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der Transformation von Versuchspflanzen durch A. rhizogenes eine wertvolle Methode in
der Arbeitsgruppe etabliert, die in zahlreichen weiteren Versuchen eingesetzt werden

kann.

4.3 Ausblick

Um weitere Informationen Uber eine mdgliche DAO mit Beteiligung an der PA-
Biosynthese zu erhalten, ware es interessant, zunachst einige der im Rahmen dieser Ar-
beit erstellten HR-Klone weitergehend zu untersuchen. Moglich ware eine Analyse der
genomischen DNA des Uberexpressions-Klons S3-5, der nur knapp 10 % der PAs im Ver-
gleich zu Kontroll-HRs synthetisiert hat. Ebenso ware der RNAi-Klon SD3-5, der ca. 3,6 Mal
so viel Gesamt-PAs produziert wie die Kontroll-HRs, fiir eine solche Untersuchung interes-
sant. Durch PCRs mit der genomischen DNA dieser Klone konnte dabei festgestellt wer-
den, ob die Transformations-Kassette eventuell in einen flr die PA-Biosynthese wichtigen
Genbereich integriert wurde. Dieser Versuch kénnte Informationen zu weiteren Enzymen

der PA-Biosynthese und deren Regulation liefern.

Ein anderes, interessantes Experiment, das mehr Aufschluss tber die drei SVAOs liefern
konnte, wadre die Erstellung einer weiteren RNAi-HR-Kultur. In dieser Kultur sollte ein
moglichst hoch konservierter Bereich der drei cDNA-Sequenzen der SVAOs in ein RNAI-
Konstrukt integriert werden. Wiirden in den entstehenden transgenen HR-Klonen immer
noch PAs nachgewiesen, so kdnnte man daraus schlieRen, dass die PA-Biosynthese durch
keine dieser drei SVAOs katalysiert wird. Auch weitere, eventuell noch auftauchende
DAOs koénnten nach diesem konservierten Bereich auf ihre Beteiligung an der PA-

Biosynthese hin untersucht werden.

Ein anderer Ansatz auf biochemischer Ebene ware die Erprobung des Yeast Two Hybrid-
Systems. Mit diesem System ist es moglich, Wechselwirkungen zwischen zwei Proteinen
zu untersuchen. Besonders interessant waren Studien, in denen Wechselwirkungen zwi-
schen den drei SVAOs und der HSS getestet wiirden. Um dieses System zu etablieren,
wiirde sich anbieten, die Wechselwirkungen zwischen der HSS und der jingst moéglicher-
weise identifizierten, an der PA-Biosynthese beteiligten, Acetolactat-Synthase (Langel,

2008) zu untersuchen.
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Ein weiterer Ansatz, um eine DAO mit Beteiligung an der PA-Biosynthese zu finden, baut
auf die Beobachtungen auf, die bei der biochemischen Isolation einer DAO aus Tabak ge-
macht wurden (McLauchlan et al., 1993; Heim und Jelesko, 2004). Bei der Aufreinigung
dieser DAO wurde ein an die DAO anhaftendes Enzym mit aufgereinigt. Es handelte sich
um eine S-Adenosylhomocystein-synthase, die einen weiteren Schritt in der Nikotin-
Synthese katalysiert. Es wurde vermutete, dass es sich bei beiden Enzymen um einen Teil
eines Multi-Enzym-Komplexes handelt. Eventuell liegen die Enzyme der PA-Biosynthese
ebenfalls in einem solchen Komplex vor. Immobilisiert man nun die HSS aus einem Pflan-
zenrohextrakt mittels Affinitatschromatographie, wiirde man damit eventuell weitere

Enzyme der PA-Biosynthese isolieren.

Zum Auffinden neuer Enzyme der PA-Biosynthese und damit weiterer DAOs wird in unse-
rer Arbeitsgruppe zurzeit die Methode des differentiellen Ansatzes in Verbindung mit
Lasercapture Micodissection etabliert. Damit wird es moglich, das Transkriptom einzelner
Zellen, in denen beispielsweise die HSS nachgewiesen wurde, zu isolieren und mittels ei-
ner cDNA-Bank zu analysieren. In Verbindung mit der Methode des differentiellen An-
satzes kann solche cDNA subtrahiert werden, die nicht in Verbindung mit der PA-
Biosynthese steht. Diese innovative Methode fiihrt sicherlich zu neuen, interessanten

Erkenntnissen, die mit den herkdmmlichen Techniken nicht erzielt werden kdnnten.



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

5.1 Deutsche Zusammenfassung

Aus der Pyrrolizidin-Alkaloid (PA)-haltigen Pflanze Senecio vernalis wurden drei Diamin-
oxidasen (SVAO1, SVAO2 und SVAO3) identifiziert (Denker, 2008). Um diese auf eine mog-
liche Beteiligung an der PA-Biosynthese zu untersuchen, wurden SVAO1 und SVAO2 be-
reits in der Vergangenheit heterolog exprimiert (Denker, 2008). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde SVAO3 in E. coli heterolog exprimiert, was zu Inclusion bodies-Bildung fihrte. Auch
eine Coexpression mit Chaperonen flihrte nicht zur Expression I6slichen Proteins. Die bis-
herige Vermutung, dass es sich bei SVAO3 um eine kleine Gen-Familie handeln kdnnte,
wurde bestatigt, da zwei weitere Vertreter dieser Familie im Rahmen dieser Arbeit identi-

fiziert werden konnten.

Um Uber den Expressionsort der drei SVAOs auf deren Funktion schlieBen zu kdnnen,
wurden gewebespezifische RT-PCRs in S. vernalis durchgefiihrt. Dabei wurden Transkripte
des svao3-Gens in allen Pflanzenorganen von S. vernalis, solche des svao2-Gens in Blatt
und Spross und Transkripte des svaol-Gens nur in der Wurzel lokalisiert. Da sich die ge-
samte PA-Biosynthese in S. vernalis in der Wurzel befindet, wurde SVAO1 zum ,hoff-
nungsvollsten Kandidaten“ der drei SVAOs fiir eine mogliche Beteiligung an der PA-
Biosynthese. Ebenfalls zur Lokalisierung der mRNA der drei SVAOs wurden in situ-
Hybridisierungen in der Wurzel von S. vernalis durchgefiihrt. Mit einer Kombination von
Sonden gegen mRNA des svaol- und svao3-Gens wurde ein Signal nahe dem Expressi-
onsort der Homospermidin-Synthase, dem Eingangsenzym der PA-Biosynthese, detek-
tiert. Daraus entstand die Vermutung, dass die gesuchte Diaminoxidase Strukturmerkma-

le von SVAO1 und SVAO3 besitzen konnte.

Um die Funktionen der drei SVAOs in planta zu untersuchen, wurden S. vernalis und Nico-
tiana tabacum mit Konstrukten zur Uberexpression und Herunterregulation der Expressi-
on der drei SVAOs mittels Agrobacterium rhizogenes transformiert. Sowohl GUS-Tests, als
auch PCRs mit der genomischen DNA der Hairy Root (HR)-Klone bestatigten die erfolgrei-
che Transformation beider Versuchspflanzen. Damit wurde S. vernalis erstmalig mit
A. rhizogenes transformiert. PA-Analysen der Senecio-HRs zeigten jedoch nur in der

SVAO3-Uberexpressions-Kultur eine Tendenz der Herabregulation der Gesamt-PAs, die
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moglicherweise durch die Cosuppression einer an der PA-Biosynthese beteiligten DAO
verursacht wurde. Auch eine Analyse der Transkriptmengen der Fremd-DNA durch semi-
quantitative RT-PCR konnte die Expression der integrierten SVAO-Konstrukte nicht besta-
tigen. Hingegen wurden Transkripte des in die Klonierungskassette integrierten enhanced
green fluorescent protein (egfp)-Gens bei einigen RNAi-Klonen nachgewiesen. In den
Uberexpressions-HR-Kulturen wurden keine Transkripte des egfp-Gens nachgewiesen.
Méglicherweise ist das auf den eingesetzten ro/D-Promotor in den Uberexpressions-

Konstrukten zuriickzufiihren.

In Tabak fiihrte die Uberexpression von SVAO1 und SVAO3 zu keiner Verdnderung des
Alkaloid-Spektrums, die durch *H-NMR hétte nachgewiesen werden kénnen. RT-PCRs von

einigen ausgewahlten Proben zeigten jedoch, dass SVAO1 zum Teil exprimiert wurde.



5.2

Zusammenfassung

Abstract

Three diamine oxidases (SVAO1, SVAO2 and SVAO3) have been identified from the
pyrrolizidine alkaloid (PA) containing plant Senecio vernalis (Denker, 2008). In order to
characterize and check them for a possible involvement PA biosynthesis SVAO1 and
SVAO2 were expressed heterologously before (Denker, 2008). Part of this work was to
express SVAO3 in E. coli. Heterologous expressions resulted in inclusion body forma-
tion. Additionally two more diamine oxidase cDNA sequences with high similarity to
the sequence of SVAO3 were found. This result confirmed the assumption that all
svao3 genes belong to a small gene family.

In order to localize expression site of the SVAOs for further information about func-
tion tissue specific RT-PCRs were performed. Transcripts of svao3 were detected in all
parts of S. vernalis, those from svao2 were localized in leafs and shoots and transcripts
from svaol were detected only in roots. Because PA biosynthesis is located in roots of
S. vernalis SVAO1 was “candidate number one” for a possible involvement in PA bio-
synthesis. Also for localization of the SVAOs in situ hybridizations in roots of S. vernalis
were conduced. By using a mixture of probes against transcripts of svaol and svao3
for in situ hybridization studies a signal was detected in those tissue parts where the
homospermidine synthase - a key enzyme of PA biosynthesis - was shown to be loca-
lized. This result leads the hypothesis that potential diamine oxidase has some struc-
ture characteristics from SVAO1 and SVAO3.

For studying functions of SVAOs in plant constructs for overexpression and downregu-
lation of the three SVAOs were transformed into S. vernalis and Nicotiana tabacum by
Agrobacterium rhizogenes. GUS tests and PCRs with genomic DNA of hairy roots (HRs)
approved successful transformation of both plants so that S. vernalis was transformed
for the first time with A. rhizogenes. PA analysis of Senecio-HRs however showed only
a drift of downregulation in the SVAO3 upregulation culture which was possibly
caused by cosuppression of a diamine oxidase involved in PA biosynthesis. Semiquan-
titative RT-PCRs did not affirm expression of integrated SVAO constructs, too. On the
other hand transcripts of enhanced green fluorescent protein (egfp) gene, integrated

in transformation cassette, were detected in RNAi clones. In overexpression clones no
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egfp transcripts were detected. Possibly these results are attributed to the rol/D pro-
moter that drive egfp gene in overexpression constructs.

Tobacco hairy root cultures overexpressing SVAO1 or SVAO3 were analyzed by 4-
NMR. Even though transcripts of svaol were detected samples did not show any

differences in the content of nicotine alkaloids.
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7 Anhang
7.1 Vektorkarten
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Abbildung 54: Vektor pET28a (Novagen) fiir die heterologe Expression in E. coli. A: Karte des kompletten

Vektors, B: Ausschnitt der Multi-Cloning-Site
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Abbildung 55: Vektoren fiir die Herstellung der DIG-gelabelten RNA-Sonden. A: pSPT18 und pSPT19
(Roche), B: pGEM®-TEasy (Promega), C: pGEM®-3Z (Promega)




Anhang 169
Abbildung 56: Vektor pDONR221 (Invitrogen) als Donor-Vektor fiir die Klonierung der Entry-Klone des
Gateway®-Systems
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Abbildung 57: Vektoren fiir die Pflanzentransformationen. A: pK7GWIWG2D(l1),0 (PSB) fur die Erstellung

der RNAi-Konstrukte, B: pH7WG2D,1 (PSB) fiir die Erstellung der Uberexpressions- und GUS-Konstrukte
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7.2 Konstrukte

Tabelle 53: Verwendete Konstrukte

Konstruktname Ausgangsvektor Beschreibung

pDEO1 pSPT18 Matrix-DNA der HSS-Antisense-Sonde fur J. vulgaris; abzulesen mit
T7-RNA-Polymerase

pDEO2 pSPT19 Matrix-DNA der HSS-Sense-Sonde fiir J. vulgaris; abzulesen mit T7-
RNA-Polymerase

pDEO8 pDONR221 Entry-Klon fir RNAi-SVAO1 mit bp 1-511 von svaol

pDEO9 pDONR221 Entry-Klon fir RNAi-SVAO2 mit bp 1-536 von svao2

pDE10 pDONR221 Entry-Klon fir RNAi-SVAO3 mit bp 1-512 von svao3

pDE12 pGEM®-TEasy Konstrukt mit 1. Teil (svao1-1) der DAO-SVA01-Sonde; flr Antisense-
Sonde abzulesen mit T7-RNA-Polymerase; fir Sense-Sonde abzule-
sen mit SP6-RNA-Polymerase

pDE13 pGEM®-TEasy Konstrukt mit 1. Teil (svao2-1) der DAO-SVA02-Sonde; fur Antisense-
Sonde abzulesen mit SP6-RNA-Polymerase; fur Sense-Sonde abzule-
sen mit T7-RNA-Polymerase

pDE14 pGEM®-TEasy Konstrukt mit 1. Teil (svao3-1) der DAO-SVA03-Sonde; flr Antisense-
Sonde abzulesen mit T7-RNA-Polymerase; fiir Sense-Sonde abzule-
sen mit SP6-RNA-Polymerase

pDE15 pGEM®-TEasy Konstrukt mit 2. Teil (svao1-2) der DAO-SVA01-Sonde; flr Antisense-
Sonde abzulesen mit SP6-RNA-Polymerase; fur Sense-Sonde abzule-
sen mit T7-RNA-Polymerase

pDE16 pGEM®-TEasy Konstrukt mit 2. Teil (svao2-2) der DAO-SVA02-Sonde; flr Antisense-
Sonde abzulesen mit T7-RNA-Polymerase; fiir Sense-Sonde abzule-
sen mit SP6-RNA-Polymerase

pDE17 pGEM®-TEasy Konstrukt mit 2. Teil (svao3-2) der DAO-SVA03-Sonde; fir Antisense-
Sonde abzulesen mit SP6-RNA-Polymerase; fir Sense-Sonde abzule-
sen mit T7-RNA-Polymerase

pDE18 pET28a proteinkodierender Bereich von svao3 zur Expression in pET28a

pDE19 pK7GWIWG2D(I1),0 | Expressions-Klon fir RNAi zum Ausschalten von svaol

pDE20 pK7GWIWG2D(I1),0 | Expressions-Klon fiir RNAi zum Ausschalten von svao2

pDE21 pK7GWIWG2D(I1),0 | Expressions-Klon fiir RNAi zum Ausschalten von svao3

pDE22 pH7WG2D,1 Expressions-Klon zur Uberexpression von SVAO1 mit EGFP

pDE24 pH7WG2D,1 Expressions-Klon zur Uberexpression von SVAO3 mit EGFP

pDE25 pDONR221 Entry-Klon fiir Uberexpression von SVAO1

pDE27 pDONR221 Entry-Klon fiir Uberexpression von SVAO3

GUS-Konstrukt pH7WG2D,1 Expressions-Klon zur Uberexpression von GUS mit EGFP
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Anhang 189

I) Vorveroffentlichungen der Dissertation
Teilergebnisse aus dieser Arbeit wurden mit Genehmigung der Mathematisch-
Naturwissenschaftliche Fakultat, vertreten durch den Mentor der Arbeit, in folgenden

Beitrdgen vorab verdffentlicht:

EnB, D., Ober, D.: Strategies for identification of a diamine oxidase involved in pyrrol-
izidine alkaloid biosynthesis. PSE Young Scientists’ Meeting Future Trends in Phytochem-

istry; Bad Herrenalb, 26. —29. Marz 2008

EnB, D., Ober, D.: Which one is the right one? Strategies to find the diamine oxidase in-
volved in pyrrolizidine alkaloid biosynthesis. Ph.D. —Kurs “Molecular markers in Plant ge-
netics”; Faculty of Life Sciences - Department of Agricultural Sciences, Plant and Soil Sci-

ences laboratory; Kopenhagen, 28. Januar — 08. Februar 2008

EnB. D., Denker, S., Ober, D.: in situ localization of enzymes of pyrrolizidine alkaloid bio-
synthesis. 125 Years Deutsche Botanische Gesellschaft — Botanikertagung; Hamburg, 03.
—07. September 2007

EnB, D., Ober, D.: in situ hybridization: A tool to localize the site of pyrrolizidine alkaloid
biosynthesis. 20. Tagung Molekularbiologie der Pflanzen; Dabringhausen, 27. Februar -
02. Marz 2007

EnB, D., Ober, D.: in situ-Lokalisation von Enzymen der Pyrrolizidinalkaloid-Biosynthese.
Sektion Pflanzlicher Naturstoffe der Deutschen Botanischen Gesellschaft - 5. Vortragsta-

gung; Kaub am Rhein, 01. — 03. Oktober 2006
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II) Lebenslauf
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23.06.2005
08.06.2006

Berufstatigkeit:
09/2005 — 09/2006

10/2006 — 09/2009

Ab 11/2009

27.Juni 1979
Milheim an der Ruhr
deutsch

ledig

Grundschule Kassel-Lohfelden
Grundschule Hannover-Bemerode
Orientierungsstufe Hannover-Bemerode

Gymnasium Schillerschule Hannover, Abschluss mit allgemeiner
Hochschulreife

Technische Universitdt Carolo-Wilhelmina zu Braunschweig; Fach-
bereich Chemie & Pharmazie

. Studiengang: Pharmazie
= 1.Staatsexamen im Marz 2002 erfolgreich absolviert
= 2.Staatsexamen im Mai 2004 erfolgreich absolviert

3. Staatsexamen zur Approbation als Apothekerin

Prufung zur Diplompharmazeutin an der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg

Wissenschaftliche Mitarbeiterin im Rahmen einer Promotion am
Institut fiir Pharmazeutische Biologie unter der Betreuung von Prof.
Dr. Dietrich Ober, Technische Universitat Carolo-Wilhelmina zu
Braunschweig

Wissenschaftliche Mitarbeiterin im Rahmen einer Promotion am
Botanischen Institut unter der Betreuung von Prof. Dr. Dietrich
Ober, Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel; 05/2008 — 07/2008:
Forschungsaufenthalt am VTT Technical Research Centre Finland,
Espoo, Finnland

Anstellung als wissenschaftliche Mitarbeiterin am VTT Technical
Research Centre Finland, Espoo, Finnland









