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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Metabolismus von Xenobiotika in Pflanzen

Pflanzen sind in ihrer natiirlichen Umgebung einer groflen Diversitdt an Substanzen
ausgesetzt, die entweder anthropogenen Ursprungs sind oder von anderen Organismen der
pflanzlichen Lebensgemeinschaft (Biozonose) ausgeschieden werden (Xenobiotika). Dabei
konnen die Substanzen anthropogenen Ursprungs danach unterschieden werden, ob sie zu
einem bestimmten Zweck in die Umwelt gebracht wurden, wie z.B. Pestizide, oder ob sie
aufgrund von unbeabsichtigten Emissionen in die Umwelt gelangt sind (Berndt, 1996).
Pflanzen haben die Fahigkeit diese zum Teil toxischen Substanzen zu metabolisieren und
dabei zu detoxifizieren. Der Metabolismus von Xenobiotika wird in drei Phasen eingeteilt
(Abbildung 1.1) (Coleman et al., 1997; Kreuz & Martinoia, 1998; Sandermann, 1994).
Wihrend die Substanzen in der ersten Phase durch Reduktion, Oxidation, Hydrolyse oder
Einfiihrung einer reaktiven Gruppe, z.B. durch Cytochrom P450-Monooxygenasen, auf die
zweite Phase vorbereitet werden, findet die eigentliche Detoxifizierung meist in der zweiten
Phase statt. Die Metabolite werden deaktiviert, indem sie mit endogenen hydrophilen
Molekiilen konjugiert werden, wie z.B. Glucose, Malonat oder Glutathion. Beteiligte Enzyme
an diesen Prozessen sind unter anderem die Malonyl-Transferasen, UDP-Glycosyltransferasen
und Glutathion-S-Transferasen. Wahrend im Tier die entstandenen Konjugate {iber die Niere
ausgeschieden werden konnen, findet bei Pflanzen in der dritten Phase eine
Kompartimentierung statt. Die dritte Phase beinhaltet die Kompartimentierung der Metabolite
entweder in die Vakuole oder aber in den apoplastischen Raum. Ob es sich dabei um einen
direkten Transport aus dem Cytoplasma iiber die Plasmamembran hinweg handelt oder aber in
jedem Fall der Umweg iiber weitere Prozessierungen in der Vakuole geht, ist noch nicht
geklirt (Coleman et al., 1997; Sandermann, 1992). Grundsitzlich denkbar ist auch, dass die
Metabolite oder Metabolitenkonjugate iiber den Vesikeltransport in den Apoplasten gelangen.
In jedem Fall ist aber der Transport durch Membranen notwendig.

Mitglieder der Genfamilien, die mit der Detoxifizierung in Zusammenhang gebracht werden,
sind an endogenen Prozessen des Sekunddrmetabolismus der Pflanzen beteiligt. So
katalysieren Cytochrom P450 Monooxygenasen eine Vielzahl von biochemischen Reaktionen
wie zum Beispiel im Metabolismus von Pflanzenhormonen, wie Jasmonséure, Gibberelline
und Brassinosteroide und in der Biosynthese von Pflanzenprodukten wie Phenylpropanoiden,
Alkaloiden, Terpenoiden, Lipiden, Lignin, cyanogenen Glycosiden und Glucosinolaten (Xu et
al., 2001). Uber die endogene Funktion von Glutathion-S-Transferasen (GST) ist weit
weniger bekannt. Dennoch wurde diskutiert, dass der Transport von Anthocyanen in die
Vakuole nur als Konjugat mit Glutathion stattfinden kann (Alfenito et al., 1998; Marrs et al.,
1995), obwohl spdtere Studien den Prozess mit Flavonoidkonjugaten in Zusammenhang
brachten. (Mueller et al., 2000). Allerdings wurde das Phytoalexin Medicarpin als Glutathion-
Konjugat in die Vakuole transportiert (Li ef al., 1997a). Vermutlich sind GSTs an weit mehr
Prozessen der Biosynthese und des Transports von sekundiren Metaboliten beteiligt als es
bisher angenommen wurde (Wagner et al., 2001). Der Transfer von UDP-Glucose auf andere
Verbindungen durch UDP-Glycosyltransferasen kann zur Aktivierung oder Inaktivierung
dieser Substanzen fiihren. Durch den Transfer der Glucose an eine Carboxylgruppe entstehen
Glucoseester, die biosynthetische Intermediate fiir weitere Reaktionen mit Aglykonen
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darstellen. Der Glucosetransfer an eine Hydroxygruppe, z.B. an Pflanzenhormone, kénnen
diese inaktivieren und stellen moglicherweise die Transportform dar (Jackson et al., 2001; Li
etal.,2001).

Xenobiotika
/ 'Plasmamembran v \ Phase |: Oxidation
/ Transformations- Reduktion
reaktionen Hydrolyse
Cytosol Einflihrung einer
/ ¢ reaktiven Gruppe
Konjugations- %B.: Cytochrom P450 Enzyme/
? il reaktionen - .
Tonoplast Phase Il: Konjugationen mit
Glutathion
Glucose
Malonsaure
Xenobiotika- Z.B.: Glutathion-S-Transferasen
Konjugate oder UDP-GchosyItransferasey

\

Phase Ill: Kompartimentierung
in die Vakuole
in den Apoplasten
Z.B.: ABC-Transporter

gebundene Riickstande

Abb. 1.1: Xenobiotika-Metabolismus in Pflanzen. (Néhere Erlduterungen siche Text).

Unabhingig davon, ob es sich um Metabolite von Detoxifizierungsreaktionen handelt oder um
endogene Konjugate, die entweder in Kompartimenten der Zelle gelagert werden oder
innerhalb der Pflanze transportiert werden miissen, sind Transporter notwendig, die die
Vielzahl an strukturell unterschiedlichen Substanzen {iber die Membranen befordern. Da aus
anderen Organismen wie Mensch, Tier, Hefe und Bakterien bereits bekannt ist, dass
Mitglieder der groBen Genfamilie der ABC-Transporter (ATP-binding-cassette transporters)
in der Lage sind eine Vielzahl an fremden und strukturell sehr verschiedenen Substanzen zu
transportieren (Higgins, 1992), ist es sehr wahrscheinlich, dass diese Superfamilie auch in der
Pflanze diese Aufgabe tibernimmt.

1.2 ABC-Transporter

ABC-Proteine repriasentieren eine der groBten Proteinfamilien. In allen bisher untersuchten
Organismen, von Mikroorganismen bis zu Sdugetieren, wurden diese Proteine bereits
identifiziert (Higgins, 1992). Charakteristisch flir diese Proteinfamilie sind die Doménen, die
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zusétzlich zu je einem Walker A und B Motiv das konservierte ABC-Motiv enthalten. ABC-
Proteine enthalten entweder eine oder zwei dieser ATP-bindenden Doménen. Der grofite Teil
dieser Proteine enthdlt zusdtzlich ein oder zwei weitere Domidnen, die aus 6-11
transmembranen o-Helices bestehen (transmembrane Dominen). Diese ABC-Transporter
nutzen die aus der Hydrolyse des gebundenen ATPs gewonnene Energie, um eine Vielzahl an
verschiedenen Molekiilen, von anorganischen Ionen iiber Zucker bis hin zu groB3en
Polypeptiden, iiber die Zellmembranen zu transportieren. Wéhrend bei Prokaryonten auch ein
Import von Substanzen statt findet, scheint es sich bei Eukaryonten ausschlie8lich um einen
Export zu handeln. Dabei sind die nukleotidbindenden Doménen im Cytoplasma lokalisiert
und exportieren die Substanzen aus der Zelle oder in andere Kompartimente der Zelle (z.B.
Endoplasmatisches Retikulum). Dabei ist der genaue Mechanismus wie die
Energiegewinnung aus der ATP-Hydrolyse mit der Konformationsinderung, die fiir die
Substrattranslokation notwendig ist, verbunden wird, bisher nicht bekannt (Higgins & Linton,
2001).

Anhand der Genstruktur und der Sequenzhomologien werden die ABC-Proteine in
Subfamilien unterteilt. Im menschlichen Organismus sind bisher 48 Gene bekannt, die in
sieben Subfamilien klassifiziert werden (Dean et al., 2001). In den komplett sequenzierten
Organismen Hefe (Saccharomyces cerevisiae) und Escherichia coli gibt es 29 bzw. 79 offene
Leserahmen fiir diese Genfamilie (Decottignies & Goffeau, 1997; Linton & Higgins, 1998). In
Hefe erfolgte die Einteilung in sechs ,,Cluster” und zehn ,,Subcluster®, in E. coli in zehn
Subfamilien.

In der vollstindig sequenzierten Modellpflanze Arabidopsis thaliana gibt es 129 offene
Leserahmen fiir ABC-Proteine, die in 12 Subfamilien unterteilt werden. Davon kodieren 26
fiir sogenannte ,,16sliche ABC-Proteine®, die keine transmembranen Dominen besitzen. Die
anderen 103 Gene teilen sich auf in 52 Volllingentransporter, die je zwei ATP-bindende
(ABC) und zwei transmembrane Domidnen (TM) besitzen, und 51 halbe Transporter,
bestehend aus je einer dieser Doménen (Sanchez-Fernandez et al., 2001). Alle ABC-
Transporter aus Arabidopsis thaliana sind in Abbildung 1.2 in einem phylogenetischen
Stammbaum dargestellt.

Die Volllingen ABC-Transporter in Arabidopsis thaliana unterteilen sich in die vier
Subfamilien MDR (multidrug resistance proteins), MRP (multidrug resistance-associated
proteins), PDR (pleiotropic drug resistance) und AOH (4BCI homolog). Die halben ABC-
Transporter bestehen ebenfalls aus vier Subfamilien. Dazu gehoren die WBC (white-brown
complex homologs), ATH (ABC2 homolog), ATM (ABC transporter of the mitochondria) und
die TAP (transporter associated with antigen processing). Die Subfamilie PMP (peroxisomal
membrane protein) besteht aus zwei Mitgliedern, je einem Volllingen und einem halben
ABC-Transporter.

Die aus menschlichen Tumorzellen isolierten MDR-Proteine (auch als P-Glycoproteine
bezeichnet), bei denen die ABC-Doméne (ABC) jeweils einer transmembranen Doméne (TM)
folgt und sich somit die Reihenfolge TM-ABC-TM-ABC ergibt (Tusnady ef al., 1997), sind in
der Lage Chemotherapeutika aus den Zellen zu exportieren. Da sich die Medikamente nicht
mehr anreichern konnen, bildet sich dadurch in diesen Zelllinien eine Resistenz gegeniiber
jenen Substanzen aus (Higgins, 1993). Auch aus Arabidopsis thaliana wurde bereits ein P-
Glycoprotein (AtMDRI) isoliert (Dudler & Hertig, 1992). Dieser Transporter wurde in der
Plasmamembran lokalisiert und eine Beteiligung bei der lichtabhéngigen Entwicklung des
Hypokotyls nachgewiesen (Sidler et al., 1998). Auch in Gerste (Hordeum vulgare) und
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Kartoffel (Solanum tuberosum esculentum) wurden bereits ABC-Transporter dieser
Subfamilie kloniert, deren Funktion aber bisher noch nicht geklért ist (Davies et al., 1997;
Wang et al., 1996).

Die Subklasse der MRP-Proteine (multidrug resistance-associated proteins) ist dafiir bekannt,
dass sie ebenfalls in Tumorzellen eine Medikamentenresistenz verursacht und wird héufig im
Zusammenhang mit dem Transport von Glutathion-Konjugaten diskutiert (Cole et al., 1992;
Muller et al., 1994; Tommasini et al., 1996). Die MRP-Proteine gleichen zwar in der
Reihenfolge der Domédnen den MDR-Proteinen, doch sie besitzen zusétzlich am N-terminalen
Ende eine grof3e hydrophobe, sehr wahrscheinlich membrangebundene Domine bestehend aus
4-6 transmembranen Segmenten (TMy) (Tusnady et al., 1997). Auch in Arabidopsis thaliana
konnte der Transport von Glutathion-Konjugaten fiir die vier ABC-Transporter dieser
Subfamilie (AtMRP1, AtMRP2, AtMRP3 und AtMRPS5) gezeigt werden (Gaedeke et al.,
2001; Liu et al., 2001; Lu et al., 1998; Lu et al, 1997, Tommasini et al., 1998). Die
Lokalisation von AtMRP2 in der Tonoplastenmembran (Liu ef al., 2001) ldsst vermuten, dass
die in heterolog exprimierten Systemen gezeigten Transportvorgidnge in vivo von diesem
Transporter in die Vakuole stattfinden.

Eine weitere Subklasse umfasst die PDR-Proteine (pleiotropic drug resistance). Im Vergleich
zu den beiden vorherigen Subklassen ist bei dieser Subfamilie die Reihenfolge der Doménen
vertauscht. Die erste Doméne ist eine ABC-Doméne gefolgt von einer transmembranen
Domaéne, wodurch sich die Abfolge ABC-TM-ABC-TM ergibt (Balzi & Goffeau, 1994; Smart
& Flemings, 1996). Der aus Hefe (Saccharomyces cerevisiae) isolierte ABC-Transporter
PDRS5 wird unter Stressbedingungen, wie Hitzeschock oder Anwesenheit von Xenobiotika,
induziert und verleiht Resistenz zum Beispiel gegeniiber Cycloheximid (Balzi & Goffeau,
1994). Davon ausgehend wird postuliert, dass dieser Transporter eine Rolle bei der Entgiftung
zytotoxischer Verbindungen oder der Metabolite spielt, die wahrend des Wachstums und
insbesondere unter umweltbedingten Stressbedingungen akkumulieren. In der aquatischen
Pflanze Spirodela polyrrhiza konnte ein Homolog des PDR5-Proteins kloniert werden (TUR?2)
(Smart & Flemings, 1996). Behandlung der Pflanzen mit Abscisinsdure flihrte zu einer
Akkumulation der TUR2-mRNA, ebenso fiihrten Salz- und Kiltestress zu einer Induktion.
Somit konnten diese Proteine bei dem Transport der unter Stressbedingungen entstehenden
Metabolite involviert sein (Smart & Flemings, 1996). In Nicotiana plumbaginifolia wurde erst
kiirzlich ein ABC-Transporter dieser Subfamilie identifiziert. Vermutlich ist dieser
Transporter NpABC1 in der Sekretion von sekunddren Metaboliten involviert, die in der
Pflanzenabwehr eine Rolle spielen (Jasinski et al., 2001). In Arabidopsis thaliana sind bisher
keine homologen Sequenzen experimentell untersucht worden. Obwohl diese Subfamilie
sowohl in Arabidopsis thaliana als auch in Hefe vertreten ist, ist bisher kein homologes Gen
im menschlichen Genom identifiziert worden.

Von der vierten Subfamilie der Volllingen ABC-Transporter AOH (4BC1I homolog), die in
Arabidopsis thaliana auf Genomebene identifiziert wurden, gibt es nur einen einzigen offenen
Leserahmen. Die daraus abgeleitete Aminosduresequenz ist 1816 Aminosduren lang, und
damit der grofite ABC-Transporter, der durch ein einziges Gen kodiert ist, und der einzige
Volllingen ABC-Transporter, zu dem es keine Homologen in Hefe (Saccharomyces
cerevisiae) gibt (Sanchez-Fernandez et al., 2001). Der aus dem menschlichen Organismus
bekannte homologe ABCI-Transporter ist vermutlich in den Lipidstoffwechsel involviert
(Sanchez-Fernandez et al., 2001). In Proteinen der AOH-Subklasse folgt die ABC-Domine
der TM-Doméne, wie auch bei den Proteinen der MDR und MRP-Subklassen. Jedoch gibt es
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in der zentralen Region eine zusétzliche hydrophobe Domine, die moglicherweise
regulatorische Aufgaben iibernimmt (Sanchez-Fernandez ef al., 2001).
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Abb. 1.2: Phylogenetischer Stammbaum aller ABC-Transportproteine (angelehnt an Sanchez-Fernandez
(2001). Nahere Erlduterungen zu den Subfamilien und Erkldrungen der Abkiirzungen siche Text. Rot markiert
sind die Gene, die mit genspezifischen Sonden auf dem DNA-Array untersucht wurden.

Kein Mitglied der vier Subfamilien, die zu den halben ABC-Transportern gehoren, ist bisher
in Pflanzen ndher charakterisiert. Zwei Gene aus zwei dieser Subfamilien wurden in die
Untersuchungen mit eingeschlossen, deswegen werden diese beiden Subfamilien im
Folgenden kurz vorgestellt.
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In der WBC-Subfamilie (white-brown complex homologs) folgt die TM-Domine der ABC-
Domaiéne. Die Prototypen sind die White, Brown und Scarlet Proteine aus Drosophila
melanogaster. Diese Proteine miissen zundchst dimerisieren bevor die Pigmentvorstufen, die
fiir die Augenfarbe verantwortlich sind, transportiert werden kénnen (Dreesen et al., 1988). In
Arabidopsis thaliana gibt es 29 Gene, die fiir Proteine dieser Subfamilie kodieren und ist
damit die Subfamilie mit den meisten Mitgliedern (Sanchez-Fernandez et al., 2001). Die
andere Subfamilie bilden die TAPs (transporter associated with antigen processing), deren
Doméinenorganisation entgegengesetzt zu der der WBC-Subfamilie ist. Die im Sdugetier
vorkommenden TAPI-TAP2-Peptidtransporter sind in dem Prozess der Antigenprédsentation
an Zelloberfldchen involviert. Dieser heterodimere Proteinkomplex ist im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) lokalisiert und spielt bei der Immunantwort eine wichtige Rolle. Von
Proteasomen degradierte Proteine werden von diesem Proteinkomplex aus dem Cytosol in das
ER transportiert. Die Peptide werden im ER an MHC (major histocompatibility complex)
Klasse I Molekiile gebunden und von dort in Golgivesikeln an die Oberfldche transportiert
(Abele & Tampe, 1999). In Arabidopsis thaliana gibt es zwei Leserahmen, die fiir diese
Subklasse kodieren (Sanchez-Fernandez et al., 2001).

In Pflanzen wurde bisher nicht in vivo gezeigt, dass ABC-Transporter an der
Kompartimentierung von Xenobiotika-Konjugaten beteiligt sind. Die bisherigen Arbeiten zu
ABC-Transportern in Arabidopsis thaliana zeigen jedoch, dass diese Proteine heterolog
exprimiert in Hefe Glutathion-Konjugate oder Chlorophyll-Katabolite in die Vakuole
transportieren konnen (Gaedeke et al., 2001; Liu et al., 2001; Lu et al., 1998; Lu et al., 1997,
Tommasini et al, 1998). Der Transport von Glutathion-Konjugaten und Chlorophyll-
Kataboliten in isolierte Vakuolen von Gerste, Roggen, Roter Bete, Mungbohne, Mais und
Arabidopsis thaliana ist strikt ATP-abhéngig. Die Aufnahme der untersuchten Substanzen
konnte zwar durch Vanadat (bildet intermedidres Produkt mit ATP) gehemmt werden, aber
nicht durch Bafilomycin, das die vakuolidre H-ATPase spezifisch hemmt. AuBerdem konnten
die Transportvorgidnge durch ATP stimuliert werden, wéhrend das nicht hydrolisierbare
Analogon 5’-Adenylyl B,y-imidodiphosphat den ATP-abhingigen Transport der Glutathion-
Konjugate hemmte. Durch GTP und UTP konnte der Transport stimuliert werden, wahrend
ADP und Pyrophosphat keinen Einfluss auf die Transportvorginge hatten. Gramicidin und
Ammoniumchlorid beeinflussten den Transport nicht, obwohl sie den pH-Gradienten
entkoppeln. Diese Studien zeigten, dass die Transportvorginge ATP-abhingig, aber
unabhingig vom pH-Gradienten sind (Blake-Kalff & Coleman, 1996; Gaillard et al., 1994;
Hinder et al., 1996; Hortensteiner et al., 1993; Klein et al., 2000; Klein ef al., 1998; Klein et
al., 1996; Li et al., 1997a; Li et al., 1995a; Li et al., 1995b; Martinoia ef al., 1993; Tommasini
et al., 1993). Auch an isolierten Protoplasten der Ackerbohne (Vicia faba L.) wurde bereits
die Aufnahme von reduziertem (GSH) und oxidiertem Glutathion (GSSG) mit den gleichen
Eigenschaften gezeigt (Jamai et al., 1996). Uber die Mechanismen der Sekretion von
Xenobiotika-Metaboliten in den Apoplasten ist bisher nichts bekannt.

1.3 DNA-Arrays

Um eine Vielzahl an Genen auf Transkriptebene parallel betrachten zu kdnnen und einen
Einblick in die Komplexitit der regulatorischen Netzwerke in Organismen zu bekommen
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wurde in den letzten Jahren die Technik der DNA-Arrays entwickelt. In einem der ersten
Ansétze wurden 45 Arabidopsis thaliana Gene in unterschiedlichen Organen betrachtet
(Schena et al., 1995). Sowohl die Komplexitdt der betrachteten Gene als auch die Technologie
selber hat sich mittlerweile in viele Richtungen entwickelt.

Das Prinzip des DNA-Arrays ist unabhéngig von der angewendeten Technik fiir alle gleich.
Auf einer festen Matrix (z.B. Glas oder Nylonmembran) werden zunéchst die Sonden fixiert.
Diese bestehen entweder aus cDNA-Klonen oder aus ausgewdhlten Teilbereichen der
genomischen Sequenz. Die Sonden werden mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR)
amplifiziert und mit einer Vorrichtung auf die feste Matrix aufgebracht. Dabei ist die Position
jedes einzelnen PCR-Produkt auf der Matrix festgelegt. Die Vorrichtungen kénnen Stempel
mit einem Durchmesser von 400 oder 700um sein, mit denen 15 bzw. 60nl der PCR-
Produktlosung {ibertragen werden. Sollen mehrere Matrices parallel hergestellt werden,
miissen die Stempel immer erneut in die Ausgangsplatte getaucht werden, bevor die neue
Matrix mit dem PCR-Produkt versehen werden kann. Bei gespaltenen Nadeln oder Nadeln
mit einem kleinen Fliissigkeitsreservoir wird geniigend Fliissigkeit aufgenommen, um viele
Membranen oder Glastrager parallel herstellen zu konnen. AuBBerdem konnen auch mit einer
Piezo-Elektronik definierte Mengen aufgetragen werden. Die Matrices mit den fixierten PCR-
Produkten werden anschliefend mit einer komplexen und markierten Sonde hybridisiert. Die
komplexe Sonde ist in cDNA umgeschriebene messengerRNA, die wéhrend der reversen
Transkription markiert wurde. Die Markierung kann entweder radioaktiv oder iiber
Fluoreszenzfarbstoffe erfolgen. Wiahrend bei der radioaktiven Markierung die Kontroll- und
Behandlungs-RNA auf zwei verschiedenen Membranen hybridisiert werden muss, konnen bei
der Fluoreszenz-Markierung fiir die zwei verschiedenen RNAs zwei verschiedene
Fluoreszenzen eingebaut werden, die dann gleichzeitig auf einem Glastrager hybridisiert
werden und nur mit zwei verschiedenen Wellenldngen eingelesen werden miissen (Baldwin et
al., 1999; Granjeaud et al., 1999; Lemieux et al., 1999). Die Entscheidung welche Technik
verwendet wird, hingt von der bereits vorhandenen Ausstattung ab, von der angestrebten
Spezifitdt und Sensitivitit, sowie von dem Umfang der untersuchten Gene. Auch die Menge
an vorhandenem Material, aus dem RNA isoliert werden kann, kann entscheidend fiir die
angewendete Technik sein. Allen Techniken gemeinsam ist, dass die Intensitit der
Markierung an der Stelle der bekannten Gensonden in Relation zu der Héaufigkeit des
korrespondierenden Transkripts steht.

Eine davon abweichende Technik bei der Herstellung der Matrix wird von der Firma
Affymetrix vertrieben. Dabei werden modifizierte Nukleotide mit einer Schutzgruppe, die
durch Licht in der Synthesereaktion aktiviert werden kann, auf die Matrix gebracht. Mit
bestimmten Schablonen wird bestimmt an welchen Sonden die Schutzgruppen aktiviert
werden, um dann in der ndchsten Runde der Oligonukleotidsynthese zu bestimmen, an welche
Sonde das nédchste Nukleotid angehidngt werden soll. Bei einem Oligonukleotid mit 25bp,
miissen diese Vorginge also ca. 100x wiederholt werden, um alle vier Nukleotide jeweils an
die richtige Stelle zu synthetisieren (Lemieux et al., 1999; Lockhart et al., 1996). Das Prinzip
der Hybridisierung weicht jedoch nicht von den oben dargestellten Techniken ab.

Auch an Arabidopsis thaliana wurden bereits einige DNA-Array gestiitzte Untersuchungen
durchgefiihrt und zeigen das Potential dieser Methode auf. So wurde z.B. die organspezifische
Expression von 1400 cDNA-Klonen in Wurzel, Blatt und zwei Stadien der Bliitenentwicklung
untersucht (Ruan et al.,, 1998). Der Vergleich der Expressionsprofile zwischen Blatt und
Wurzel zeigte, dass insgesamt ca. 1/3 der untersuchten Gene unterschiedlich exprimiert sind.



Einleitung 8

Von den 490 differenziert exprimierten Genen wurden 433 in der Wurzel exprimiert. In einer
weiteren Untersuchung wurden 1300 Volllingen c¢DNA-Klone unter verschiedenen
Bedingungen wie Trocken- und Kéltestress, sowie in verschiedenen Entwicklungsstadien
isoliert. In diesem Ansatz konnten 44 Trockenstressgene identifiziert werden, von denen 30
bisher nicht in diesem Zusammenhang bekannt waren. Auch durch den Kélteschock konnten
19 cDNA-Klone isoliert werden, von denen 10 bisher nicht als Kélteschock induzierbar
bekannt waren. In einem Vergleich zwischen dem Wildtyp und einer transgenen Linie, die den
Transkriptionsfaktor DREB1A (Dehydration-responsive element) iiberexprimierte, konnten
12 Gene identifiziert werden, die von diesem Transkriptionsfaktor reguliert werden. Sechs
Gene davon waren vorher unbekannt (Seki et al., 2001). Um Gene zu identifizieren, die in
einem circadianen Rhythmus exprimiert werden, wurde ein Microarray mit iiber 11.000
cDNA-Klonen eingesetzt, der vermutlich 7.800 verschiedene Gene reprasentiert. Die
Expression von 2% der untersuchten Gene unterlagen einem circadianen Rhythmus (Schaffer
et al., 2001). Die Auswirkungen von Eisenmangel auf den priméren Stoffwechsel wurde
ebenfalls mit einem cDNA-Microarray untersucht. Dieser Array enthielt ca. 6.000
verschiedene Sequenzen. Aufgrund der Untersuchungen wurde vermutet, dass es durch den
Eisenmangel zu einem erhohten Energieverbrauch in der Wurzel kommt, der durch
Kohlenstoffimport aus anderen Organen und anaerobe Respiration kompensiert wird (Thimm
etal.,2001).

Diese Beispiele zeigen, welches Potenzial in dieser sich fortschreitend entwickelnden
Technologie steckt und welche Variabilitit der Einsatzmoglichkeiten diese Technik bietet. In
Organismen wie Hefe (Saccharomyces cerevisiae) und Reis (Oryza sativa) ist man
inzwischen dazu iibergegangen spezifischere Sonden einzusetzen (Hauser et al., 1998; Yazaki
et al., 2000), die nur den 3’-untranslatierten Bereich (UTR) und einen kleinen Anteil der
kodierenden Sequenz der Gene enthalten. Basis fiir die Herstellung der Sonden ist entweder
die genomische Sequenz (Hefe) oder sequenzierte cDNA-Klone (Reis).

1.4 Auswahl der Xenobiotika

Fiir die Aufnahme von Expressionsprofilen sollten Substanzen ausgewidhlt werden, die bereits
im Zusammenhang mit ABC-Transportern untersucht wurden oder fiir deren Metabolismus
ein Transport liber Membranen gefordert werden muss.

Das Herbizid Primisulfuron (Abbildung 1.3) wurde bereits im Zusammenhang mit ABC-
Transportern untersucht. Nach Inkubation von Arabidopsis thaliana in sterilen
Schwimmkulturen mit Primisulfuron konnte fiir A#MRP3 eine starke Induktion nachgewiesen
werden (Tommasini ef al.,, 1997). Primisulfuron gehdrt zur Klasse der Sulfonylharnstoffe,
(Katagi & Mikami, 2000). Der primdre Angriffspunkt dieser Substanzklasse ist die
Inhibierung der Acetolactatsynthase, wodurch die Synthese der verzweigten Aminosduren
inhibiert wird. Sekundére Effekte sind der Stillstand der DNA-Synthese, der Zellteilung und
des Pflanzenwachstums (Katagi & Mikami, 2000). Der Metabolismus dieser Substanz ist
teilweise aus anderen Pflanzen bekannt. In Zea mays wird Primisulfuron zundchst am Phenyl-
oder am Pyrimidinring durch mikrosomale Cytochrom P450 Monooxygenasen hydroxyliert
und es konnte in vitro gezeigt werden, dass Hydroxyphenyl-primisulfuron mit einer partiell
aufgereinigten Glycosyltransferase und UDP-Glucose in 5’-Position glucosyliert wird (Kreuz
& Martinoia, 1998). Dieses Glucosekonjugat von Hydroxy-Primisulfuron wurde in
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Transportstudien an isolierten Vakuolen der Gerste eingesetzt. Das Hydroxyprimisulfuron-
glucosid wurde mit den Charakteristika eines ABC-Transporters in die Vakuole transportiert
(Gaillard et al., 1994). Der dafiir verantwortliche Transporter ist aber vermutlich kein
Glutathionkonjugat-Transporter, da das endogene Substrat Esculin nur die Aufnahme des
Glucose-Konjugats inhibierte, nicht aber die Aufnahme des Metolachlor-Glutathionkonjugats
(Kreuz & Martinoia, 1998).
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Abb. 1.3: Chemische Strukturen der verwendeten Xenobiotika. Primisulfuron (A), Bromoxynil (B) und
Benoxacor (C).

Werden Pflanzen in sterilen Kulturen angezogen und mit radioaktiv markiertem Bromoxynil
(Abbildung 1.3) inkubiert, so wird ein groBer Anteil der Radioaktivitdt sowohl gebunden an
die Proteinfraktion gefunden, als auch gebunden an die nicht-extrahierbaren Lignin-
Riickstinde der Zellwand (Wunderwald, personliche Mitteilung). Dies stellt einen Hinweis
dafiir da, dass es in Arabidopsis thaliana einen natiirlichen Metabolismus von Bromoxynil
und einen Transportmechanismus der Metabolite in den Apoplasten gibt. Bromoxynil
(Abbildung 1.3) aus der Stoffklasse der Hydroxybenzonitrile gehort zu den Herbiziden, die
eine Hemmwirkung auf den Elektronentransport im Photosystem II ausiiben. Dabei kommt es
zu einer Unterbrechung des Elektronentransports durch die irreversible Bindung des Herbizids
an die Qg-Bindestelle des D1-Proteins. Ein weiterer Effekt dieser Herbizide ist, dass das
normalerweise sehr hdufig ausgetauschte D1-Protein (,,rapidly turning over protein ‘) durch
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die Bindung des Herbizids nicht mehr aus der Membran entfernt werden kann (Hock et al.,
1995; Smeda & Vaughn, 1997).

Benoxacor (Abbildung 1.3) ist ein in Maiskulturen in Kombination mit Metolachlor
eingesetzter Safener. Es hat sich herausgestellt, dass Benoxacor gerade im Bereich des
besonders herbizidempfindlichen Apikalmeristems den Herbizidabbau drastisch beschleunigt
(Ebert & Kreuz, 1991). An Zellkulturen der dikotylen Sojabohne (G/lycine max) konnte durch
die Zugabe von Benoxacor die Aktivitit der 2,4,5-Trichlorphenol-Glucosyltransferase (2,4,5
TCO-O-GT) induziert werden (Messner et al., 1996). Dies ist ein Hinweis darauf, dass der
Safener auch in dikotylen Pflanzen Gene des Sekundidrmetabolismus induziert.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Hauptziel dieser Arbeit war es, auf Basis der gesamten genomischen Information, Grundlagen
tiber die Detoxifizierung von Xenobiotika im Modellorganismus Arabidopsis thaliana zu
erarbeiten. Anhand eines ,, functional genomics“ Ansatzes sollten die Reaktionen von ABC-
Transportern im Kontext mit anderen Genfamilien, die ebenfalls eine Rolle bei der
Detoxifizierung von Xenobiotika spielen (Cytochrom P450 Monooxygenasen, UDP-
Glycosyltransferasen und die Glutathion-S-Transferasen), auf exogene Chemikalien
untersucht werden.

Die zunichst zentrale Aufgabe war die Voraussetzung fiir die parallele Transkriptmessung der
z.T. hoch homologen Mitglieder der ausgewihlten Genfamilien zu schaffen. In
Zusammenarbeit mit anderen Projekten sollte auch der Einfluss weiterer biotischer und
abiotischer Umweltfaktoren auf die Transkripte der ausgewdhlten Genfamilien zueinander in
Bezug gesetzt werden.

Zudem sollten weiterfiihrende Ansétze zur funktionellen Charakterisierung, wie Detektion der
ABC-Transporter auf Proteinebene und Identifizierung von ,, knock-out“ Mutanten, initiiert
werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Neben den géngigen Laborgerdten wurden verwendet:

Ausschwingzentrifuge Hettich

Hettich, Tuttlingen

BioRad Gel Doc 2000

BioRad Lab GmbH, Miinchen

Miniprotean II cell

BioRad Lab GmbH, Miinchen

Drehofen zur radioaktiven Hybridisierung

Bachofer GmbH, Reutlingen

Eppendorf Zentrifuge 5415C

Eppendorf, Hamburg

FLA-3000

FUIJI Photo Film Co., LTD, Japan

Heizblock

Bachofer GmbH, Reutlingen

Hettich Tischzentrifuge EBA12

Hettich, Tuttlingen

Kiihlzentrifuge RC58 Plus

Sorvall (Kendro), Stuttgart

Microgrid 11 BioRobotics, UK
Mikrotiterplattenzentrifuge 4K15C Sigma GmbH, Osterode
MultiCycler PTC 200 Watertown, MA, USA

Sigma 2 K15 Laborzentrifuge

Sigma GmbH, Osterode

Spektrophotometer DU® 640

Beckman Coulter GmbH, Unterschleilheim

Tragbarer Kontaminationsmonitor LB1210B

Berthold, Bad Wildbad

Ultrazentrifuge Optima LE-70

Beckman Coulter GmbH, Unterschleilheim

Univapo 100H

Uniequip, Martinsried

UV Stratalinker®

Stratagene, La Jolla, USA

2.2 Chemikalien und Enzyme

2.2.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (30%)

Roth, Karlsruhe

Agarose SEA KEM® LE

FMC Biochemicals, Maine, USA

5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP)

Boehringer, Mannheim

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-p-D-
Galactopyranosid (X-Gal)

Boehringer, Mannheim

Benoxacor

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg

BHT: 2,2-Di-tert-butyl-4-Methylphenol

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Bradford-Losung

BioRad,

Bromoxynil-octanoate

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg

CHAPS

USB, Cleveland, Ohio, USA

Coomassie G250

Merck KgaA, Darmstadt

Diethylpolycarbonat (DEPC)

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Dimethylformamid

Merck KgaA, Darmstadt
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Dithiothriitol (DTT) Invitrogen, Lifetechnologies, Groningen, NL
Deoxycholat SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim
Ethidiumbromid SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim
Ethylacetat Merck KgaA, Darmstadt

Ficoll, Type 400

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Folin-Reagenz

Merck KgaA, Darmstadt

Glutathion, reduziert

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

HEPES SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim
Hexadecyltrimethylammoniumbromide SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim
(CTAB)

IPTG SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim
Milchpulver Gliicksklee (Nestlé), Frankfurt/M.
MOPS SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Nitroblau-Tetrazolium (NBT)

Boehringer, Mannheim

Nonidet-P40

Boehringer, Mannheim

n-Octylglucosid

USB, Cleveland, Ohio, USA

Nukleotide (dATP,dTTP,dCTP,dGTP)

MBI Fermentas

Oligo-dT

Invitrogen, Lifetechnologies, Groningen, NL

pAW109 RNA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Polyvinylpyrrilidon (PVP-360; MW 360.000)

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Polyvinylpyrrilidon K 30 SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim
Ponceau S SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim
Primisulfuron Dr. Ehrenstorfer, Augsburg

Polyvinylpyrrilidon SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Rinderserumalbumin,BSA (Fraction V)

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Rubidiumchlorid

Merck KgaA, Darmstadt

Salmon sperm DNA Boehringer, Mannheim
Silwet L-77 Lehle Seeds, USA
Spermidine SERVA, Heidelberg
Sulfosalicylsdure Merck KgaA, Darmstadt
Trichloressigsdure Merck KgaA, Darmstadt

Tris(hydroxymethyl)-aminomethyl

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg

Triton X-100

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Tween 20

SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim

Xylencyanol, Indikator

Merck KgaA, Darmstadt

Alle nicht im Detail aufgefiihrten Chemikalien und Antibiotika wurden p. 4. bzw. in der

hochsten erhéltlichen Reinheit verwendet.

2.2.2 Radiochemikalien

y-[**P]-ATP, Redivue

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

o-[**P]-dATP, Redivue

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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2.2.3 Molekularbiologische ,,Kit“Systeme

DecaLabel ™ DNA Labelling Kit MBI Fermentas, St.Leon-Rot
PGEM"-T Easy Vector System Promega GmbH, Mannheim
QIAquick Gel-Extraction-Kit Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

Qiaprep Miniprep Kit Qiagen, Hilden

Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

224 Enzyme

Lysozym (10U/pul) Merck KgaA, Darmstadt
Rnase-Inhibitor Rnasin (35-50U/ul) MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Superscript II (200U/ul) Invitrogen, Life Technologies
T4 Polynucleotide Kinase (10U/ul) MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Taq DNA Polymerase (5U/ul) Qbiogene, Heidelberg

Alle Enzyme zur Modifikation von Nukleinsduren wurden gemeinsam mit den zugehdrigen
Puffern bezogen.

2.3 Materialien

Centricon YM-10 Millipore, Eschborn

Glutathione Sepharose 4B Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Hybond-N+ (15mmx73mm)(Nylonmembran) | Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Hybridisierungsrohrchen (50mmx150mm) ThermoHybaid, Heidelberg

Imaging Plate BAS-IP 2340 FUIJI Photo Film Co., LTD, Japan
MicroSpin Columns (G-25) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
MicroSpin Columns (S-400) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Miracloth-Filter Calbiochem, LaJolla, USA

MultiScreen PCR" Millipore, Eschborn
Nitrocellulosemembran (BSA 85) Schleicher&Schuell, Dassel

Nunclon™ OmniTray Nunc GmbH&Co KG, Wiesbaden
MicroWell™ Platten (Polystyrol) Nunc GmbH&Co KG, Wiesbaden

PCR-ReaktionsgefiBle (8er-stripes, 96-well) | Biozym, Hess. Oldendorf

Whatman Papier Schleicher&Schuell, Dassel
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2.4 Software und Internetseiten

2.4.1 Verwendete Software

AuBler den iiblichen Software-Programmen wurden folgende spezielle
Anwendungsprogramme verwendet:

Vector-NTI Suite 6.0, Informax
ArrayVision, Interfocus, England
MultiAnalyst, BioRad

EndNote 4, ISI Research Soft

2.4.2 Internetseiten

Die Sequenzsuchen und —analysen wurden an Datenbanken durchgefiihrt, die {iber das
Internet zuganglich sind:

The TIGR Arabidopsis thaliana Database: http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/

MIPS Arabidopsis Thaliana DataBase: http://mips.gsf.de/proj/thal/

Arabidopsis Information Resource (TAIR) Database: http://www.arabidopsis.org/home.html
National Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2.5 Verwendete Organismen

2.5.1 Bakterien
Escherichia coli Stamm MC 1061 (Mass. General Hospital, Boston, USA)
Escherichia coli Stamm DH5o (Mass. General Hospital, Boston, USA)

Escherichia coli Stamm BL21 (Stratagene, Stratagene, La Jolla, USA)

2.5.2 Pflanzen

Arabidopsis thaliana Columbia R (eigene Inzuchtlinie, basierend auf Columbia-Stamm von
G. Redei, Columbia, Missouri, USA)
Insertionslinien fiir Gen At2g47000 (AtMDR4):
7TAABI111(1); SAEB92(2); SABA22(3)
Insertionslinien fiir Gen At2g26910 (A¢tPDR4):
TAT117(4); TAS5(5); 7TAQ106(6); 4ACA107(7); 4AACA108(8)
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2.6 Bakterienvektoren

Plasmid Selektionsmarker Herkunft

pGEX-2T Ampicillin

pPMAL-pAH Ampicillin

PGEM-TEasy | Ammpicillin

pBluescript Ampicillin

Stratagene, LaJolla, USA

pUXI12 (fir DNA-GroBenstandard mit | pUC12 verdndert von

Mspl restriktionsverdaut)

Die in den PCR-Reaktionen eingesetzten vektorspezifischen Oligonukleotide sind im Anhang

(7.3.4) aufgefiihrt.

2.7 Gaéngige Losungen, Puffer und Medien

Coomassie-Farbelosung

0,05% Coomassie G250

5 Volumenanteil Methanol

1 Volumenanteil Eisessig

5 Volumenanteile bidest. Wasser

100x Denhardt-Losung

2%(w/v) Ficoll (Type 400, Pharmacia)
2%(w/v) Polyvinylpyrrolidon (PVP-360,Sigma)
2%(w/v) BSA (Fraktion V, Sigma)

autoklaviert und steril filtriert

DNA-Auftragspuffer

50% Glycerin
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol, Indikator

Entfarbelosung 1 Volumenanteil Eisessig

1 Volumenanteil Methanol

8 Volumennateile bidest. Wasser
Fixierlosung 25 Volumenanteile Isopropanol

65 Volumenanteile bidest. Wasser
10 Volumenanteile Eisessig

Heringssperma-DNA

10mg/ml
autoklaviert

0,1M Kaliumphosphat-
Pufter, pH 7,8

90,8ml 1M K,HPO,
9,2ml 1M KH,PO4
ad 11 bidest. Wasser

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

New England Biolabs GmbH; Frankfurt;

verandert von A. Schaffner und H. Siebert
Promega GmbH, Mannheim

J. Sheen, Mass. General Hospital, Boston, USA
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5xLaemmli-Puffer

10% (v/v) SDS

30% Glycerin

100mM Tris-HCI pH 6,8
0,25%Bromphenolblau (je nach Anwendung)

IxLaufpuffer

1xTris-/Glycin-Puffer
0,1% SDS

LB-Medium

2,5% (w/v) Miller’s Luria Broth Base (Sigma)
60ul 5SM NaOH/100ml Medium

LB-Platten

1,25% (w/v) Bacto Agar (Difco Laboratories, Detroit, USA
2,5% (w/v) Miller’s Luria Broth Base (Sigma)
60ul SM NaOH/100ml Medium

1% LPA
(Lineares Polyacrylamid)

20% (w/v) Acrylamid

pH 7,5

3mM Natriumacetat

0,4 mM EDTA

2% (v/v) (NHg),S,0g

2% (v/v) TEMED

1:20 Verdiinnung nach 30miniitiger Polymerisierung

10xPonceau S-Losung

2g Ponceau S

30g Trichloressigsdure
30g Sulfosalicylsdure

ad 100ml bidest. Wasser

Prahybridisierungslosung

5xSSC

S5xDenhardt

0,5% SDS

100pg/ml Heringssperma-DNA

RB-Medium

1% (w/v) Tryptone (Difco Laboratories, Detroit, USA)

0,5% (w/v) Yeast Extract (Difco Laboratories, Detroit, USA)
0,5% (w/v) NaCl

2ml IN NaOH/l Medium

4xSammelpuffer

0,4% (v/v) SDS
0,5M Tris-HCI pH 6,8

20xSSC

3M NaCl
0,3M Najscitrat x 2H,0
pH 7,0

STE-Puffer

25mmM Tris-HCI pH 8,0
150mM NaCl
ImM EDTA

IxTAE

40mM Tris-acetate
ImM EDTA

10xTBS

10mM Tris-HCI pH 7,5
150mM NaCl

IxTBST

1xTBS
0,05% (v/v) Tween 20

1XxTE

10mM Tris-HCI pH 8,0
ImM EDTA

4xTrennpuffer

0,4% SDS
1,5M Tris-HCI pH 8,8
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10xTris-/Glycin-Puffer 30g Tris
144¢g Glycin
ad 11 bidest. Wasser

Losungen fiir spezielle Anwendungen sind in den entsprechenden Kapiteln aufgefiihrt. Alle
hier nicht im Detail aufgefiihrten Puffer und Losungen sind Standard-Losungen (Sambrook et
al., 1989) (Ausubel et al., 1995).

2.8 Mikrobiologische Methoden

2.8.1 Transformation von Escherichia coli

2.8.1.1 Herstellung RbCIl-kompetenter Zellen

250ml RB-Medium mit 20mM MgSO, wurden mit 1ml einer Vorkultur von E. coli
(wahlweise Stamm MC1061 oder DHS5a) angeimpft und mit 200 bis 250Upm bei 37°C im
Inkubator bis zu einer ODg, von 0,4 bis 0,6 geschiittelt. Der Kulturansatz wurde fiir Smin bei
5000Upm und 4°C in der Beckman-Zentrifuge, Rotor GSA, sedimentiert. Das Medium wurde
dekantiert und das Bakterien-Sediment in 100ml eiskaltem Puffer TFB 1 vorsichtig
resuspendiert.

TFB I-Puffer:

30mM KOAc

100mM RbCl

10mM CaCl, x 2 H,O

50mM MnCl, x 2 H,O

15% (v/v) Glycerin

pH 5,8 wurde mit Essigsdure eingestellt und die Losung sterilfiltriert.

Nach einer 5-miniitigen Ruhephase auf Eis wurde erneut wie oben zentrifugiert und
anschliefend das Sediment in 10ml eisgekiihltem Puffer TFB II aufgeldst.

TFB II-Puffer:

10mM MOPS, Natrium-Salz

75mM CacCl, x 2 H,O

10mM RbCl

15% (v/v) Glycerin

pH 6,5 wurde mit KOH eingestellt und die Losung sterilfiltriert.
An eine weitere Inkubation fiir 45 bis 60min auf Eis schlof sich die Aufteilung des Ansatzes
in Portionen von 100ul pro Eppendorf-Reaktionsgefdall (vorgekiihlt) an. Die kompetenten

Zellen wurden augenblicklich in fliissigem Stickstoff schockgefroren und konnten bei -70°C
bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.

2.8.1.2 Transformation von RbCIl-kompetenten Zellen

Die kompetenten, bei -70°C gelagerten Zellen wurden fiir ca. 10min auf Eis aufgetaut und
nach vorsichtigem Untermischen der Plasmid-DNA fiir 30min auf Eis inkubiert. Nach einem
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Hitzeschock fiir 2min bei 37°C im Wasserbad wurde der Transformationsansatz erneut einige
Minuten auf Eis gestellt. Um den Bakterien die Mdglichkeit der Erholung zu geben, wurden
die Ansitze auf 1ml mit LB-Medium aufgefiillt und im Anschluf3 fiir 50 bis 60min bei 37°C
im Thermomixer inkubiert. Die Bakterien wurden schonend bei 4600xg und RT in der
Hettich-Tischzentrifuge sedimentiert und das Medium bis auf etwa 100ul abgenommen.
Hierin wurden die Bakterien resuspendiert und das gesamte Volumen auf die jeweiligen
selektiven Agarplatten ausgestrichen. Wahrend der Erholungsphase waren die Zellen in der
Lage, die auf den Plasmiden kodierten Antibiotikaresistenz vermittelnden Proteine zu
exprimieren, so dass sie nun wéhrend der Inkubation bei 37°C auf den antibiotikahaltigen
Agarplatten wachsen konnten.

2.8.1.3 Test der kompetenten Zellen

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz wurden je 140ul der RbCl-kompetenten Zellen
mit 0,1, 1, 10 oder 100pg/5ul mit pBluescript-Vektor transformiert. Nach der Inkubation auf
antibiotikahaltigen Agarplatten liber Nacht bei 37°C wurden die Zellen der unterschiedlichen
Verdiinnungen ausgezihlt. Die Zellen wurden verwendet, wenn die Effizienz grofer als 3-
5x10° Zellen/pg Vektor war.

2.9 Pflanzenanzucht

Die Aussaat aller Pflanzensamen erfolgte auf tonhaltiger Anzuchterde (Floraton1, Floragard®)
(Floraton:Grobsand (Kiesgrube Moosach) wurde 4:1 gemischt und gesiebt (1cm?)), die in
Topfe oder Schalen mit Lochern an der Unterseite gefiillt wurde. Die mit Erde gefiillten
Behiéltnisse wurden in grofle mit Wasser gefiillte Schalen gestellt, so dass sich die Erde von
unten mit Wasser vollsaugen konnte. Das nicht aufgesogene Wasser wurde wieder entfernt
und die Samen gleichmiBig oder vereinzelt darauf verteilt und mit einer Spriihflasche
nochmals von oben angefeuchtet. Zur Stratifizierung der Samen wurde eine Klarsichtfolie
iiber die Schalen oder Topfe gezogen und so fiir ca. 48h bei 4°C stehen gelassen. Auch
nachdem die Topfe in den Anzuchtsraum umgestellt wurden, blieb die Klarsichtfolie bis zur
Keimung der Pflanzen auf den Topfen. Die Pflanzen wuchsen dann unter ausreichender
Wisserung bei einem 16h Lichttag mit ca. 200uE, 20°C und einer Luftfeuchtigkeit von 50-
60% bis zum gewlinschten Alter heran.

2.10 Methoden zur Nukleinsdurechemie

2.10.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QIlAprep Miniprep Kits der Firma
Qiagen durchgefiihrt. Der Bakterienaufschluss erfolgt nach dem Prinzip der alkalischen Lyse.
Durch Bindung der dabei freigesetzten Plasmid-DNA an das Sédulenmaterial wird eine
Abtrennung der rekombinanten Plasmide von der chromosomalen Bakterien-DNA erreicht.
Die Préparation erfolgte nach den Herstellerangaben.
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Das aufzuarbeitende Bakteriensediment wurde hergestellt, indem 5ml LB-Medium mit dem
Antibiotikum versetzt (Ampicillin 100pg/ml) wurde und mit einer einzelnen, rekombinanten
Bakterienkolonie beimpft wurde. Die Kultur wurde {iber Nacht bei 200Upm und 37°C
inkubiert. Fiir eine Glycerin-Stammkultur wurden 400ul der triibben Kultur abgenommen und
mit 200pul 80% Glycerin versetzt und bei —70°C eingefroren. 2x2ml der Kultur wurden in dem
selben Gefil bei 14.000Upm (Hettich Tischzentrifuge) fiir 15min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet weiter aufgearbeitet. Um die DNA zu eluieren,
wurde die Sdule mit 50ul des im Kit enthaltenen EB-Puffers versetzt und 60sec zentrifugiert.
Die DNA-Konzentration im Eluat wurde photometrisch bestimmt (siehe 2.10.11).

2.10.2 Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung von PCR-Produkten wurde mit Hilfe des ,,QIl4quick PCR purification Kits “
der Firma Qiagen durchgefiihrt. Die Reinigung der DNA erfolgt dabei durch die Bindung an
das Sdulenmaterial in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen und einem pH-Wert <7.5,
wiéhrend die Kontaminationen die Sdule passieren. Die Konzentrationsbestimmung der PCR-
Produkte, die mit 50ul EB-Puffer eluiert wurden, erfolgte gelelektrophoretisch durch
Vergleich mit einem Marker (siehe 2.10.5).

2.10.3 Restriktionsverdau

Der Restriktionsansatz wurde so eingestellt, dass das Volumen der eingesetzten Enzymlosung
1/10 des Gesamtansatzes nicht iiberschreitet, um eine Inhibition durch das im Lagerpuffer der
Enzyme befindliche Glycerin zu vermeiden. Pro Ipg zu spaltender DNA wurden 3 bis SU
Enzym eingesetzt und die Reaktion in dem spezifischen Reaktionspuffer bei der optimalen
Reaktionstemperatur fiir das Enzym durchgefiihrt. Als Reaktionszeit wurden fiir die hier
verwendeten Enzyme eine bis wenige Stunden (Plasmide), bis {iber Nacht (genomische DNA)
fiir die Spaltung zugelassen.

2.10.4 Ligation

Bei einer Standard- Ligation wurde ein Verhéltnis von Vektor zu Insert von 1:15 eingesetzt.
Die in 10ul Gesamtvolumen {iber Nacht bei RT durchgefiihrte Ligation enthielt auler den
beiden DNA-Fragmenten :

1ul 100mM DTT
1ul Ligase Puffer (MBI)
0,1ul T4-Ligase SU (MBI).

2.10.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiuren

Die groflenabhingige Separation von Makromolekiilen durch Gelelektrophorese basiert auf
dem elektrokinetischen Phdnomen, dass ein geladener Partikel durch elektrostatische Kréfte in
Bewegung gesetzt wird. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente
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umgekehrt proportional dem Logarithmus ihrer Molekulargewichte. Zusitzlich hingt das
Wanderungsverhalten von der Dichte der Gelmatrix ab, weswegen die Agarosekonzentration
(SEA KEM® LE Agarose, FMC Biochemicals, Maine, USA) an die FragmentgroBe des
aufzutrennenden DNA-Fragmentes angepasst wurde und zwischen 1% und 2% (w/v) variierte.
Die Agarose wurde in 1x TAE-Puffer aufgekocht. Zum Erstarren wurde die Agaroselosung
bei einer ungefdhren Temperatur von 60°C in einen mit Kdmmen versehenen Geltrager
gegossen. Die Proben wurden jeweils mit 1/10 Volumen Auftragspuffer versetzt und auf das
Gel aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1xTAE-Puffer, der mit dem fluoreszierenden
polycyclischen Farbstoff Ethidiumbromid (EtBr) versetzt wurde. Dieser Farbstoff interkaliert
zwischen den gestapelten Basenpaaren der Nukleinsduren, daher konnen die Banden im
Agarosegel durch Anregung mit UV-Licht (320nm) sichtbar gemacht werden. Zur
GroBenbestimmung der DNA-Banden wurde als Referenz ein DNA-Grofenstandard
mitgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte bei einer Feldstiarke von 5-10V/cm.

Als DNA-Groflenstandards dienten:

Lambda-DNA/Eco911(BstEII) pUX12/Mspl
Basenpaare (bp) ng/5ul Basenpaare (bp) ng/5ul

14152 501/489 188.6
8465 85 404 77
7242 72 328 62,5
6369 64 242 46,1
5678 57 190 36,2
4822 48 147 28
4324 43 110 21
3675 37 87 16,6
2323 23 67 12,8
1929 19 34 6,5
1371 14 26 5
1264 13

702 7

200 2

Um die aufgetragene DNA-Menge abschitzen zu konnen, wurden jeweils 5Sul des
GroBenstandards aufgetragen.
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2.10.6 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (,,polymerase chain reaction”, PCR) dient generell der
selektiven Anreicherung von Nukleinsdure-Bereichen definierter Linge und Sequenz. Das
Verfahren beruht auf der Fihigkeit bestimmter hitzestabiler DNA-Polymerasen in vitro, in
mehreren aufeinander folgenden Zyklen von Denaturierung der DNA zum Einzelstrang,
Hybridisierung strangspezifischer Oligonukleotide und deren Verldngerung, neue zur DNA-
Matrize komplementidre DNA-Strange zu synthetisieren (Mullis et al., 1986). Die geeigneten
DNA-Polymerasen benétigen fiir die DNA-Synthese jeweils spezifische Oligonukleotide
(Primer), die sich antiparallel an den Randbereich der zu amplifizierenden Sequenzen durch
komplementidre Basenpaarung anlagern konnen (Annealing). Von dort startet die
Verldngerung der Oligonukleotide (Extension) die den DNA-Einzelstrang zum Doppelstrang
auffiillt. Nach der Denaturierung des synthetisierten Doppelstranges wird durch Absenken der
Temperatur eine erneute spezifische Hybridisierung der Primer ermdglicht. In den folgenden
Zyklen (Annealing, Extension und Denaturierung) dienen die neu synthetisierten DNA-
Strange und ihre komplementidren Sequenzen als Matrizen fiir die weitere DNA-Synthese.
Voraussetzung fiir eine erfolgreiche DNA-Amplifikation ist ein Primer-Paar, das sich
antiparallel an Sinn- und Gegensinnstrang anlagern kann, da die DNA-Synthese durch die
DNA-Polymerasen stets nur von 5’- in 3’-Richtung katalysiert wird.

Mittels PCR wurden wihrend dieser Dissertation gewiinschte Gensequenzen aus genomischer
DNA oder Plasmid-DNA amplifiziert, durch PCR-Mutagenese Mutationen in Gensequenzen
inseriert und mittels semi-quantitativer RT-PCR Expressionsanalysen ausgewihlter Gene
durchgefiihrt.

Oligonukleotidsequenzen wurden mit den Computerprogrammen ,,Hyper-PCR*“ von B.
Osborn (Albany, CA, USA) und ,,0sp* von Hillier und Green (1991) bzw. mit dem DNA-
Verarbeitungsprogramm ,,Vector NTI* ermittelt. Die Programme erlaubten die exakte
Berechnung der fiir jede PCR-Reaktion optimalen Anlagerungstemperatur. Die DNA-
Synthese erfolgte standardméaBig bei 72°C, die Denaturierungen wurden durchgéingig bei 94°C
durchgefiihrt.

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte in der GSF an dem Institut fiir BIO-DV oder bei
der Firma MWG. Alle Sequenzen der in den PCR-Reaktionen eingesetzten Oligonukleotide
sind im Anhang (7.3) und in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Ein 20ul Standard-PCR-Ansatz enthielt stets 0,15ul 7ag-DNA-Polymerase (5U/pl;
Appligene), 2ul des 10x Tag-DNA-Polymerase-Puffer, 0,2ul 20mM dNTP (Endkonzentration
200uM) und jeweils 1ul des forward bzw. reverse Primers mit einer Ausgangskonzentration
von 10uM. Von der DNA-Matrize in geeigneter Konzentration wurde Iul eingesetzt. Die
Differenz zum gewiinschten Endvolumen wurde mit sterilem bidest. Wasser ausgeglichen.
Bei einer Bakterienkolonie-PCR wurde als Template von einer einzelnen Kolonie Material
mittels Impfése in den PCR-Ansatz {ibertragen und der Reaktionsansatz auf ein Endvolumen
von 19ul aufgefiillt. Die Verdunstung der Flissigkeit wurde durch die stets auf 95°C
eingestellte Deckelheizung des PCR-Gerétes (Multicycler PTC 200) verhindert. Bei Ansdtzen
fiir die semi-quantitative PCR (siehe 2.12) wurde die Verdunstung von Fliissigkeit durch
Uberschichten mit 25ul Paraffindl (Pristan, Sigma) verhindert.
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2.10.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus 1% Agarosegelen, die zum Sequenzieren verschickt
wurden (siehe 2.10.8), erfolgte unter Anwendung des ,, Qiaquick Gel-Extraction Kit*. Dabei
wurde sich strikt an die Vorschrift des Herstellers gehalten, die dem beigefiigten Handbuch
entnommen werden kann. Eluiert wurde stets mit 50ul EB-Puffer.

2.10.8 Sequenzierungen

Alle erforderlichen Sequenzierungen wurden von den Firmen TopLab oder MediGenomix,
beide Martinsried, durchgefiihrt.

2.10.9 Isolierung von Gesamt-DNA aus Pflanzengewebe

2.10.9.1 DNA-Minipriiparation

Die DNA-Minipriparation wurde eingesetzt, um transgene Pflanzen hinsichtlich ihrer
Insertion mittels PCR zu iiberpriifen (siche 2.14). Sie stellt eine schnelle und einfache
Priparation der DNA da, die in hohem Durchsatz durchgefiihrt werden kann.

Von den zu untersuchenden Pflanzen wurde jeweils ein Blatt abgeschnitten und in einem
Eppendorf-Reaktionsgefdl3 in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt.
Zur Aufarbeitung wurde das Pflanzenmaterial mit einer zugeschmolzenen Pipettenspitze
zerkleinert und anschlieBend mit 200ul CTAB-Puffer vermischt, der zuvor mit 2%
2-Mercaptoethanol versetzt und auf 65°C erwérmt worden war.

2xCTAB-Puffer:

100mM Tris pH 8
2% CTAB

1,4M NaCl

1% PVP 40
20mM EDTA

Die Priparationen wurden zwischen 5Smin und 1h bei 65°C inkubiert. Eine Abtrennung der
hydrophoben Substanzen erfolgte iiber eine Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion
(Mischungsverhiltnis 24:1). Die wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal3 iiberfiihrt
und die DNA mit 1ul 0,5% LPA und 2,5 Volumen Ethanol (100%) 20min bei —20°C gefillt.
Nach einer Zentrifugation von 15min bei 15.000Upm in einer Hettich Tischzentrifuge wurde
die sedimentierte DNA einmal mit 75% Ethanol gewaschen und anschliefend unter Vakuum
getrocknet. Die DNA wurde in 50ul % TE-Puffer aufgenommen, mit 20pg/ml RNase 30min
bei 37°C inkubiert und schlielich bei —20°C aufbewahrt.

2.10.9.2 Isolierung genomischer DNA

Im Gegensatz zur DNA-Minipriaparation ermoglicht diese Art der Isolierung eine effektivere
Abtrennung von Polysacchariden und phenolischen Verbindungen, die bei einem
anschliefenden Restriktionsverdau den vollstdndigen Abbau verhindern kénnen.
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Fir eine DNA-Extraktion wurde jeweils 1g in fliissigem Stickstoff gemdorsertes
Pflanzenmaterial eingesetzt und mit 5Sml 2xCTAB-Puffer (siche 2.10.9.1), der ebenfalls
direkt vor Gebrauch mit 2% 2-Mercaptoethanol versetzt worden war, fiir 20min bei 74°C
inkubiert. Es folgten 2 Extraktionen mit einem Chloroform-Isoamylalkoholgemisch
(Verhiltnis 24:1) und eine Fillung des zweiten wissrigen Uberstands fiir 30min bei RT mit
1 Volumenanteil Isopropanol. Die in der Hettich Tischzentrifuge sedimentierte DNA wurde
getrocknet und in 4 TE-Puffer mit 1M NaCl und 20pg/pl RNase A bei 37°C inkubiert, bis
sich die DNA vollstindig geldst hat.

Als weitere Aufreinigung der DNA erfolgte eine Qiagen Plasmid MiniKit Aufarbeitung. Dazu
wurde die geloste DNA mit 425ul bidest. Wasser und 825ul QBT-Puffer gemischt. Die in
dem Kit-System enthaltenen tip20-Sdulchen wurden mit 1ml QBT-Puffer dquilibriert und
anschliefend die verdiinnte DNA-L6sung iiber das Sdulchen gegeben. Mit 3x1ml QC wurde
die an das Sdulenmaterial gebundene DNA gewaschen und mit 1x1ml QBT-Puffer (50°C)
eluiert. Das Eluat wurde nochmals mit 0,7 Volumen Isopropanol gefdllt, die DNA mit
75% Ethanol gewaschen und schlieBlich in 20ul EB-Puffer aufgenommen.

Fir eine Qualititskontrolle wurden 2ul der genomischen DNA auf einem 1% Agarosegel
aufgetrennt und photometrisch vermessen (siehe 2.10.11).

2.10.10 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzengewebe

Die verwendete Methode Gesamt-RNA aus dem Pflanzenmaterial wurde zu isolieren erwies
sich als besonders effektiv, um die fiir Folgereaktionen storenden Polysaccharide und
phenolischen Verbindungen zu entfernen (Chang et al., 1993). Das geerntete und in 0,5g
Portionen bei —70°C eingefrorene Pflanzenmaterial wurde im Morser unter Zugabe von
fliissigem Sticksoff zerrieben. Der RNA-Extraktionspuffer wurde zuvor auf 65°C erwérmt.

RNA-Extraktionspuffer:

2% Polyvinylpyrrolidone (K30)
100mM Tris-HCI pH 8,0
25mM EDTA

2M NaCl

0,5g Spermidin

Diese Losung wurde autoklaviert und aufbewahrt. Direkt vor Gebrauch wurden 2% 2-
Mercaptoethanol zugegeben. 2,5ml dieses Puffers wurden zu 0,5g gemorsertem
Pflanzenmaterial gegeben, kriftig gemischt und ca. 5-10min bei 65°C inkubiert. Es folgten
zwei Extraktionen mit je einem Volumen eines Choroform-Isoamylalkoholgemisches mit
einem Mischungsverhiltnis von 24:1. Zu dem Uberstand wurden Y Volumen
10M Lithiumchlorid-Losung gegeben und die RNA iiber Nacht bei 4°C gefillt. Das Pellet
wurde in  500ul SSTE-Puffer (1M NaCl, 0,5% SDS,  10mM Tris-HCI pH 8,0,
ImM EDTA pH 8,0) gelost und eine dritte Chloroform-Isoamylalkoholextraktion
durchgefiihrt. Zu dem Uberstand wurden 2 Volumenanteile absoluten Ethanols zugegeben und
die RNA erneut 20min bei —70°C préazipitiert. Die RNA wurde anschlieBend in der
Tischzentrifuge sedimentiert, mit 75% Ethanol gewaschen, dann getrocknet und schlieBlich in
50ul DEPC-behandeltem Wasser gelost. Qualitdit und Konzentration wurden wie unter
2.10.11 beschrieben bestimmt.
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2.10.11 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration und Reinheit von DNA oder RNA wurde nach der Isolierung
photometrisch bestimmt und zur Abschitzung der Qualitit in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Bestimmung der Absorption im Spektralphotometer erfolgte gewohnlich in einer 1:200
Verdiinnung zwischen 220 und 360nm. Die Absorptionswerte fiir 230, 260 und 280nm
wurden verwendet, um durch Berechnung der Quotienten zusétzlich die Reinheit
abzuschitzen. Wihrend bei 230nm phenolische Verunreinigungen, Salze und Kohlenhydrate
absorbieren, erfolgt bei ca. 280nm eine Absorption der Proteine. Aus den jeweiligen
Quotienten lassen sich Aussagen zur Reinheit der Nukleinsduren treffen (Ausubel ef al. 1995).

Die Berechung der Konzentration erfolgte anhand des Absorptionswertes bei 260nm auf der
Grundlage, dass die OD,gp 1 betrdgt, wenn RNA in einer Konzentration von 40ug/ml und
DNA in einer Konzentration von 50ug/ml vorliegt.

2.10.12 Féllung von DNA oder RNA

Um fiir anschlieBende Reaktionen eine ausreichende Ausgangskonzentration von RNA oder
DNA zu erhalten, wurden die Nukleinsduren falls notwendig gefillt. Dazu wurde die
entsprechende Menge der Nukleinsdureldsung mit bidest. Wasser auf 100ul aufgefiillt und mit
10ul 3M Natriumacetat pH 5,2 (steril filtriert) die fiir die Féallung notige Salzkonzentration
eingestellt. Mit einem 2,5-fachen Volumen an Ethanol (100%) wurden die Nukleinsduren
20min bei —70°C gefillt. Nach einer 15miniitigen Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet mit 75% Ethanol gewaschen. Die gefillten Nukleinsduren
wurden unter Vakuum getrocknet. Die DNA wurde in einem entsprechenden Volumen bidest.
Wasser oder EB-Puffer aufgenommen. Die RNA wurde stets in DEPC-behandeltem Wasser
gelost.

2.11 Macroarray-Analyse

Die Macroarray-Analyse, die eine reverse Northern-Analyse darstellt, ermoglicht die parallele
Analyse zahlreicher Gene auf Transkriptebene in einem einzigen Versuch. Die eingesetzten
genspezifischen Sonden wurden mittels Polymerasekettenreaktion amplifiziert und auf
Membranen fixiert. Durch die Hybridisierung mit einer komplexen Sonde, die mittels reverser
Transkription von mRNA aus bestimmtem Pflanzenmaterial bei der Umschreibung in cDNA
radioaktiv markiert wurde, und der anschlieBenden Messung der radioaktiven Signale nach
der Hybridisierung, konnen Aussagen iiber die relativen Transkriptaktivititen der
ausgewahlten Gene gemacht werden.
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2.11.1 Pflanzenmaterial fiir die organspezifische Expressionsanalyse

Pflanzenmaterial, das fiir die organspezifische Expressionsanalyse wurde hydroponisch
angezogen (Gibeaut ef al., 1997). Verandert wurde nur, dass die 151 Behélter zusétzlich 0,5g/1
MES enthielten und der pH-Wert mit Phosphorsdure auf 5,4 gesenkt wurde. Die Anzucht
erfolgte wie unter den in Abschnitt 2.9 beschriebenen Bedingungen.

Blatt- und Wurzelmaterial wurde nach 3 Wochen geerntet, Bliitenstdnde und Stangel nach 5
Wochen und die Schoten nach 6 Wochen.

Die Anzucht, die Aufarbeitung des Materials und die Hybridisierungen wurden von Matthias
Affenzeller durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte wie unter 2.11.7 beschrieben.

2.11.2 Pflanzenbehandlung mit Herbiziden bzw. Safenern

Arabidopsis thaliana wurde mit drei verschiedenen Xenobiotika behandelt. Dabei handelte es
sich um die zwei Herbizide Primisulfuron und Bromoxynil, sowie um die Substanz
Benoxacor, die in monokotylen Pflanzen als Safener wirkt.

Von den Xenobiotika wurden zundchst Stammldsungen angesetzt, die bei 4°C aufbewahrt
werden konnten. Von Primisulfuron wurde eine 100mM Losung in Aceton angesetzt, von
Bromoxynil eine 400mM Losung in Acetonitril und von Benoxacor wurde eine 1M
Stammlosung ebenfalls in Acetonitril hergestellt. Alle drei Stammlosungen wurden am Tag
der Pflanzenbehandlung 1:1000 in 0,05%(w/v) Silwet-Losung verdiinnt, wobei wihrend der
Zugabe der Stammldsung die Behandlung mit einem Ultraschallstab eine mdoglichst grofle
Feinverteilung in dem Detergenz ermoglichte. Als Kontrolllosungen dienten jeweils die
Verdiinnungen der Losemittel in 0,05%(w/v) Silwet-Losung.

Die zu behandelnden Pflanzen wurden in Ecktopfen mit einer Aussaatfliche von 5x5cm?
angezogen und nach der Keimung auf ca. 10 Pflanzen reduziert, die moglichst gleichméBig
iiber die Flache verteilt waren. Die Behandlung der Pflanzen erfolgte am 21. Tag nach der
Aussaat, also zum Zeitpunkt der abgeschlossenen Blattexpansion und vor der
Sprossentwicklung. Eine moglichst groe Feinverteilung der Losung auf den Bléttern wurde
dadurch erzielt, dass 4ml der Losungen mit einer gasgetriebenen Sprithvorrichtung iiber die
Topfe verteilt wurde. Die Wanne, in der die Pflanzen behandelt wurde, hatte eine Fliche von
2500cm?, so dass die applizierten Mengen fiir Primisulfuron 0,75mg/m?, fiir Bromoxynil
1,9mg/m? und fiir Benoxacor 4,2mg/m? betrugen. Die Behandlung mit den Kontroll- und
Xenobiotika-Losungen erfolgte jeweils zwei Stunden nachdem das Licht in dem
Pflanzenanzuchtsraum anging. Nach der Behandlung wurden die Topfe wieder in den
Pflanzenanzuchtsraum zuriickgestellt.

Bei Primisulfuron erfolgte die Ernte der Blatter, sowohl von den Kontrollen als auch von den
behandelten Pflanzen nach 24h und nach 36h (je 2x 0,5g). Die mit Bromoxynil und
Benoxacor behandelten Pflanzen wurden lediglich nach 24h geerntet. Alle Versuche wurden
dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt, allerdings konnte von den Primisulfuron-
behandelten Pflanzen nach 36h nur 2x geerntet werden. Das Blattmaterial wurde bis zur
RNA-Isolierung (siehe 2.10.10) bzw. bis zur Préparation von mikrosomaler Fraktion (siche
2.13.1) bei —70°C aufbewabhrt.
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Um die Entwicklung der sichtbaren Schidden zu kontrollieren, die sich erst nach dem
Erntezeitpunkt einstellten, wurden jeweils 2-3 Topfe je Behandlung nicht geerntet und weiter
im Anzuchtsraum stehen gelassen. Das geerntete Blattmaterial von den mit Primisulfuron und
Bromoxynil behandelten Pflanzen wurde nur dann verwendet, wenn die Ausbildung der
sichtbaren Schiaden auch eindeutig war. Bei Benoxacor kam es zu keiner Schadentwicklung,
daher wurde hier in jedem Fall das Blattmaterial verwendet.

2.11.3 Herstellung der spezifischen Sonden

2.11.3.1 Subklonierung der spezifischen Sonden

Die zu untersuchenden Gene wurden mittels Datenbankrecherche (TAIR oder MIPS)
ausgewdhlt und die genomischen Sequenzen der 3‘-untranslatierten Bereiche in einer Linge
zwischen 170 und 400bp so ausgewdhlt, dass bei einem Datenbankenvergleich dieser Sequenz
moglichst keine weiteren Sequenzen gefunden wurden, die mehr als 70% Identitét iiber einen
Bereich von 70bp aufwiesen. Dies konnte fiir die meisten der ausgewihlten Gene
gewihrleistet werden. Gene, flir die dieses Kriterium nicht zutraf werden im Ergebnisteil
gesondert markiert (Anhang 7.1). Die ausgewihlten Bereiche wurden mittels PCR
amplifiziert. Die Lange der PCR-Produkte wurde anhand eines Aliquots im Agarosegel
kontrolliert und der verbleibende PCR-Ansatz mit dem ,,Qiagen PCR purification Kit* (siche
2.10.2) aufgereinigt. Die Subklonierung des DNA-Fragmentes erfolgte mit dem Ligationskit
»pGEM® -T EASY* von Promega. Der in dem Kit enthaltene Vektor enthélt an beiden 3’-
Enden einen Thymidin-Uberhang, der eine Religation des Vektors verhindert und eine
Anlagerung des Adenosin-Uberhangs, der von den thermostabilen Polymerasen stets an die
3°-Enden der PCR-Fragmente angehingt wird, ermdglicht. Diese Uberhéinge sichern eine
effiziente Ligation. Die Ligation wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach der
Transformation wurden die Klone auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen, die vorher mit
jeweils 20pul X-GAL (50mg/ml) und 100ul IPTG (100mM) vorbehandelt wurden und so eine
Blau-WeiB-Selektion moglich war. Nach der Inkubation der Platten {iber Nacht bei 37°C
wurden die weilen Klone in einer PCR iiberpriift (2.10.6). Von den positiven Klonen wurde
eine Glycerin-Stammbkultur angelegt, indem 400ul der parallel angezogenen Bakterienkultur
in LB-Medium mit Ampicillin mit 200l 80% Glycerin vermischt wurden und bei —70°C
gelagert wurden.
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2.11.3.2 Erste Runde PCR

Von den Glycerin-Stammkulturen wurde die erste PCR-Runde im Mikrotiterplattenformat
durchgefiihrt. Dazu wurde ein ausreichend grofler Ansatz an PCR-Mastermixes hergestellt.

Der PCR-Mastermix bestand aus:

220ul 10x Enzym-Puffer (Appligene)
22ul ANTPs (je 20mM)
5,5ul M13(22)-f (200uM)
5,5ul M13(25)-r (200uM)
11pl Tag-Polymerase (5U/ul, Appligene)
1936l bidest. Wasser
In jede Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden 20ul des Mixes verteilt und mit einer

Impfspitze die Klone aus den Glycerin-Stammkulturen iibertragen. AnschlieBend wurde
folgendes PCR-Programm durchgefiihrt:

95°C
95°C
55°C
72°C
72°C

Smin 30sek
Imin |
45sek f41x
2min
7min

Zum Uberpriifen der PCR-Produkte wurden jeweils 5ul des Reaktionsansatzes auf ein
1% Agarosegel aufgetragen. Die restlichen 15ul wurden 1:10 verdiinnt und 5pl dieser
Verdiinnung in die zweite Runde PCR eingesetzt.

2.11.3.3 Zweite Runde PCR

Die zweite Runde PCR wurde mit Oligonukleotiden durchgefiihrt, die im Bereich der
Vektorsequenz in Richtung der einklonierten spezifischen Sonde eingeriickt waren (nested
PCR). Auch diese PCR wurde im Mikrotiterplattenformat durchgefiihrt. Der PCR-Mix setzte
sich folgendermallen zusammen:

Iml 10xTag-Puffer(Hybaid oder Appligene)
100ul ANTPs (je 20mM)

25ul T7 (200uM)

25ul Sp6 (200uM)

500ul Tag-Polymerase (5U/ul, Appligene)
7850ul bidest Wasser

Von den 1:10 verdiinnten PCR-Produkten aus der ersten Runde wurden 5ul vorgelegt und mit
95ul des Mixes auf 100ul aufgefiillt. AnschlieBend wurde folgendes PCR-Programm

durchgefiihrt:

95°C
95°C
50°C
72°C
72°C

Smin 30sek

Imin ]
45sek r41x
2min 30sek )
7min
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Die zweite Runde wurde im doppelten Ansatz durchgefiihrt, so dass insgesamt pro Probe
200ul PCR-Produkt zur Verfiigung stand.

2.11.3.4 Reinigung und Konzentration der PCR-Produkte

Um eine moglichst hohe Dichte an spezifischen Sonden auf der Membran zu erreichen,
wurden die PCR-Produkte auf ein geringeres Volumen eingeengt. Da die Qualitit der
ausgewerteten Signale stark von der Reinigungsmethode und von dem verwendeten Taq-
Polymerase-Puffer abhidngig war, wurden mehrere Methoden fiir die Konzentrierung der
Proben und ihrer Aufreinigung getestet.

Eine Methode war, die PCR-Produkte entweder unter Vakuum oder unter der Sterilbank zu
trocknen und in 60ul bidest. Wasser aufzunehmen. Als zweites wurden die PCR-Produkte mit
dem ,,Qiaquick PCR Purification Kit* aufgereinigt und mit 60ul EB-Puffer von den Siulen
eluiert. Fiir die dritte und vierte Testmethode wurden die PCR-Produkte {iber eine Multiscreen
PCR"-Platte (Millipore) gereinigt und dabei aufkonzentriert. Dazu wurde die gesamte Losung
in die Vertiefungen der Platte pipettiert und mit einer Vakuumvorrichtung die Fliissigkeit mit
Salzen abgesaugt. Die auf der Membran verbliebene DNA wurde entweder mit 60ul Array-
Link-Puffer von GeneScan (Freiburg) oder mit 60ul bidest. Wasser resuspendiert. In allen
Fillen wurden die Losungen in MicroWell™Platten (NUNC) iiberfiihrt und 5pl auf ein
1% Agarosegel aufgetragen. Die restlichen 55ul wurden bis zur Herstellung der Macroarray-
Filter bei —20°C aufbewahrt.

Als Standardmethode wurde die 2. Runde der PCR mit Hybaid-Puffer durchgefiihrt. Die
Aufreinigung erfolgte tiber die Multiscreen PCR®-Platte (Millipore), wobei die
Resuspendierung mit bidest. Wasser erfolgte (3.1.2.2).

2.11.4 Herstellung der Macroarray-Filter

2.11.4.1 Ubertragung der PCR-Produkte

Die Ubertragung der PCR-Produkte aus den MicroWell™Platten auf die Membranen erfolgte
mit dem MicroGrid Il (BioRobotics), der mit einem 96er Stempel versehen wurde, dessen
Nadeln einen Durchmesser von 400um aufwiesen. So konnten bei jedem Transfer ca. 15nl
DNA-Lo6sung auf die trockenen Membranen iibertragen werden. Die Membranen wurden mit
doppelseitigem Klebeband in Nunclon"™Omnitrays fixiert, damit die Membranen méglichst
eben in dem Plastiktrager lagen. Je Membran wurden vier Platten mit je 96 verschiedenen
PCR-Produkten {iibertragen, wobei jedes PCR-Produkt an zwei verschiedenen Stellen je
zehnmal auf den selben Punkt transferiert wurde. Dadurch ergab sich zum einen ein 12x8-
Muster, entsprechend der Mikrotiterplatte aus der die PCR-Produkte stammten (Level 1) und
zum anderen ein 3x3-Muster (Level 2), indem die PCR-Produkte derselben Position aus den
vier Platten je zweimal aufgetragen wurden und in der Mitte eine freie Stelle blieb, die jeweils
fiir das entsprechende Quadrat zur Verrechnung des lokalen Hintergrunds verwendet wurde.

Nach der Ubertragung der PCR-Produkte wurde die DNA mit UV-Licht auf der Membran
fixiert (Automatisches Programm im UV-Stratalinker”, Stratagene).
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Abbildung 2.1: Level 2 (Subgrid) des Auftragungsmusters der PCR-Produkte auf die Membranen. D1-
D4 entsprechen den Bezeichnungen der Mikrotiterplatten, aus denen die PCR-Produkte auf die Membranen
iibertragen wurden. Die mittlere Position dient zur Verrechnung des jeweiligen lokalen Hintergrunds (LB: local
background).

2.11.4.2 Denaturierung der DNA

Die doppelstrangigen membranfixierten PCR-Produkte wurden mittels Natriumhydroxid
denaturiert. Dazu wurden drei Whatman-Filter mit je einer Losung getrénkt:

1.Losung: 1,5M NaCl
0,5M NaOH

2.Losung: 1,5M NaCl
0,5M Tris pH 7,5

3.Losung: 2xSSC

Die Membranen wurden nacheinander auf den drei Whatman-Filtern fiir S5min inkubiert und
anschliefend nochmals in 2xSSC bis zur Neutralisation gewaschen.

2.11.4.3 Entfernen nicht fixierter PCR-Produkte

Da nach der ersten Behandlung der Membranen der Verlust an aufgebrachten PCR-Produkten
signifikant grof3 ist (Hauser et al., 1998), wurden diese vor der ersten Hybridisierung entfernt.
Die Membranen wurden vor der Referenzhybridisierung 2x30min in 0,4M NaOH bei RT
inkubiert und anschlieBend in 2xSSC bis zur Neutralisation gewaschen. Anschlieend wurden
die Membranen entweder direkt in die Referenzhybridisierung eingesetzt oder getrocknet und
bei RT gelagert.

2.11.5 Referenzhybridisierung

Zur Qualitdtskontrolle und fiir die Quantifizierung der fixierten DNA auf den einzelnen
Punkten wurden die Filter zunéchst mit einem radioaktiv markierten Referenz-Oligonukleotid
hybridisiert.
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Die Prdhybridisierung von 4 Filtern erfolgte in einem Volumen von 20ml
Prahybridisierungslosung fiir ca. 2-4h, wobei die Schale in einem Wasserbad bei 38°C bewegt
wurde. Die radioaktive Markierung des Oligonukleotids T7, dessen Sequenz in allen auf die
Membran aufgebrachten PCR-Produkten enthalten ist, erfolgte durch die T4-Polynukleotid-
Kinase, die das mit 3P markierte y-Phosphat des Adenosintriphosphats in einem
Gesamtvolumen von 25ul an das 5°-Ende des Oligonukleotids einbaute:

Sul T7-Oligonukleotid (10uM)

2,5ul 10xPolynukleotid-Kinase Puffer A
4l y-[PP]-ATP

2ul Polynukleotid-Kinase (10U/ul)
11,5ul ddH,O

Diese Losung wurde 30min bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit Wasser auf 50ul
aufgefiillt. Die nicht eingebauten Nukleotide wurden mit MicroSpin Columns (G-25) von
Pharmacia nach den Angaben des Herstellers abgetrennt. Von dem Zentrifugat wurde 1ul im
Szintillationszdhler gemessen. Dabei ergab sich nach erfolgreicher Markierung eine
Gesamtaktivitit des Zentrifugats von 10-15 Mio cpm. Das restliche Zentrifugat wurde zu den
40ml Prahybridisierungslosung zugegeben. Die Hybridisierung mit dem radioaktiv markierten
Oligonukleotid erfolgte ca. 20h iiber Nacht bei 38°C.

Anschlieend wurden die Filter wie folgt gewaschen:

a) 1x kurz in 2xSSC/0,1%SDS bei RT

b) 1x 20min in 2xSSC/0,1%SDS bei RT

¢) Ixkurzin 0,2xSSC/0,1%SDS bei RT

d) 1x 20min in 0,2xSSC/0,1%SDS bei RT
e) 1x 20min in 0,2xSSC/0,1%SDS bei 38°C

Die Filter wurden anschlieBend in Folie eingeschweillt, wobei darauf geachtet wurde, dass
keine Luftblasen zwischen Filter und Folie zuriickblieben, da dies zu unscharfen Signalen bei
der spiteren Auswertung fiihrte. Aullerdem durften die Membranen dabei nicht trocken
werden, da dies ein spiteres Entfernen der Oligonukleotide verhinderte. Die eingeschweil3ten
Filter wurden fiir ca. 15-20h liber Nacht auf den Imaging Platten (Fuji) exponiert und am
folgenden Tag die gespeicherten Signale auf den Platten mit dem FLA-3000 (Fuji) eingelesen.

Die weitere Auswertung erfolgte wie unter 2.11.7 beschrieben. Um die radioaktiv markierten
Oligonukleotide von der Membran zu entfernen wurden diese 2x30min in 0,4M NaOH bei RT
bewegt und anschlieBend mit 2xSSC neutral gewaschen. Um sicher zu stellen, dass die
radioaktive Markierung vollstindig entfernt wurde, wurden die Membranen erneut in Folie
eingeschweil}t, liber Nacht auf Image-Platten exponiert und die Signale am folgenden Tag
gemessen. Die Membranen wurden nur dann fiir die komplexe Hybridisierung eingesetzt,
wenn die Signale nicht mehr detektierbar waren. Diese wurden dann entweder direkt in die
komplexe Hybridisierung eingesetzt oder getrocknet und bei RT aufbewahrt.

2.11.6 Komplexe Hybridisierung der Macroarray-Filter

Fiir die komplexe Hybridisierung wird die in der Gesamt-RNA enthaltene mRNA in cDNA
umgeschrieben, wobei wihrend des Umschreibens radioaktiv markierte Adenosintriphosphate
(a-[**P]-dATP) eingebaut werden. Die so markierte ¢cDNA wird in der Hybridisierung
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eingesetzt. Je mehr Vertreter der einzelnen cDNA-Spezies in der cDNA-Mischung enthalten
sind, desto stirker wird das detektierbare radioaktive Signal.

Vor der Hybridisierung mit radioaktiv markierter ¢cDNA wurden die Filter erneut
prahybridisiert. Die Filter wurden einzeln in Hybridisierungsrohrchen gelegt und mit 3ml
Prahybridisierungslosung 2 — 4h bei 65°C im Drehofen inkubiert.

Von der aus dem Pflanzenmaterial isolierten Gesamt-RNA (siehe 2.10.10) wurden 30ug in
die Reverse Transkriptionsreaktion eingesetzt. Damit das Volumen von 10ul nicht
iiberschritten wurde, wurde die RNA vor der Reaktion unter Vakuum getrocknet und in
10,5ul DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen. Zur Qualititskontrolle der RNA wurde
direkt vor der Reaktion 0,5ul der RNA-Losung auf ein Agarosegel aufgetragen. Zum Teil
wurden die Reaktionen mit unterschiedlichen Volumina synthetischer RNA (pAW 109,
Applied Biosystems) versetzt. Da diese Losung Tris, EDTA und NaCl enthélt, wurden diese
RNA-Gemische nach Zugabe von Natriumacetat mit Ethanol gefillt (sieche 2.10.12), in 10,5ul
DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen und ein 0,5ul Aliquot zur Qualitdtskontrolle in
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Die restliche RNA-Losung (10ul) wurde zusammen mit 0,5ug oligo dT (Invitrogen) fiir
10min bei 70°C inkubiert und anschlieend 2-3min auf Eis gekiihlt. Die nun an die mRNA
gebundenen Oligonukleotide wurden in der anschlieBenden Reaktion in 5°‘-Richtung
verldngert und die radioaktiv markierten Adenosintriphosphate eingebaut. Folgende Lésungen
wurden zu der bisherigen Losung gegeben:

Iul 7,5mM dNTP (ohne ATP)

6ul Sxfirst strand buffer (Invitrogen)

3ul 0,1M DTT (Invitrogen)

1ul RNase-Inhibitor RNasin (MBI Fermentas)
1ul 32uM dATP

7ul a-[*P]-dATP (=70uCi)

1,5ul Superscript II (200U/ul, Invitrogen)

Diese Losung wurde 2h bei 42°C inkubiert. Um das Hybrid aus RNA und DNA zu trennen,
wurde die Losung alkalisiert. Dazu wurden:

1ul 1%SDS
1ul 0,5M EDTA pH 8,0
3l 3M NaOH

zugegeben und zunéchst 30min bei 65°C inkubiert und dann 15min bei RT stehen gelassen.
Eine anschlieBende Neutralisierung erfolgte durch Zugabe von:

10ul 1M Tris pH 8,0
3l 2M HCL.

AnschlieBend wurde die Losung auf 100ul mit bidest. Wasser aufgefiillt und die nicht
eingebauten Nukleotide mit MicroSpin Columns (S-400, Pharmacia) abgetrennt. Von dem
Zentrifugat wurde 1ul abgenommen und im Szintillationszdhler gemessen. Bei erfolgreichem
Einbau der radioaktiv markierten Nukleotide erhielt man eine Gesamtaktivitit von
40-60 Mio cpm. Das restliche Zentrifugat wurde zum Denaturieren der Sekundérstrukturen
fir 2min auf 100°C erhitzt und anschlieBend im Eis mdglichst schnell gekiihlt. Die nun
radioaktiv markierte cDNA wurde zu den Filtern in die Préhybridisierungslosung gegeben.
Die Hybridisierung erfolgte bei 65°C ca. 20h iiber Nacht im Drehofen.
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Anschlieend wurden die Filter wie folgt gewaschen:

a) 1x kurz in 2xSSC/0,1%SDS bei RT

b) 1x 20min in 2xSSC/0,1%SDS bei RT

¢) Ixkurzin 0,2xSSC/0,1%SDS bei RT

d) 1x 20min in 0,2xSSC/0,1%SDS bei RT
e) 1x 20min in 0,2xSSC/0,1%SDS bei 65°C

Die Filter wurden anschliefend, genauso wie nach der Referenzhybridisierung in Folie
eingeschweil3t und fiir ca. 15-20h iiber Nacht auf den Imaging Platten (Fuji) exponiert. Am
folgenden Tag wurden die gespeicherten Signale auf den Platten mit dem Scanner (FLA-3000,
Fuji) eingelesen. Da sich die komplexen Sonden nicht mehr von den Filtern entfernen lie3en
wurden diese anschliefend entsorgt.

Die weitere Auswertung erfolgte wie unter 2.11.7 beschrieben.

2.11.7 Auswertung der radioaktiven Signale

Die Quantifizierung der radioaktiven Signale erfolgte mit dem von der Firma Interfocus
erworbenen Programm ArrayVision. Die bei einer Auflésung von 25um eingelesenen Daten
(FLA-3000, FUJI), konnten mit diesem Programm gedffnet und die Intensitéten der einzelnen
Punkte vermessen werden.

Die Zuordnung der Signale zu den spezifischen Sonden und andere Verrechnungen erfolgten
mit der Datenbank ,,Haruspex“, die am MPI fiir Pflanzenphysiologie, Golm entwickelt wurde.
Die Daten der Referenz- und der komplexen Hybridisierungen wurden iiber das ,,Internet™ in
die Datenbank geladen.

Dort erfolgten folgende Schritte:

a) Die doppelt aufgetragenen PCR-Produkte wurden zu dem entsprechenden Klonnamen
sortiert. Dazu wurde vorher bereits eine Liste mit den Namen und den Plattenpositionen
in die Datenbank geladen.

b) Die Werte fiir die Hintergrundposition wurden von den direkt umliegenden Werten
subtrahiert. Waren die verbliebenen Werte kleiner als der Hintergrundwert wurden diese
gekennzeichnet und aus der weiteren Auswertung entfernt. Beim verbliebenen Wert
wurde nochmals kontrolliert, ob der Betrag groBer ist als der Hintergrundwert. War
dieses nicht der Fall, wurde der Wert mit einem Minuszeichen versehen, um dies
kenntlich zu machen. Zuverldssige Werte waren nur solche, deren absoluter Wert
zweimal groBer war als der Hintergrundwert.

c¢) Im Anschluss erfolgte eine interne Normalisierung, indem von allen verbliebenen
Werten der Mittelwert gebildet und jeder einzelne Wert dadurch dividiert wurde. Das
Ziel war, unterschiedlich effiziente Markierungsreaktionen und Unterschiede in der
eingesetzten RNA-Menge abzugleichen.

d) Nachdem diese Prozesse sowohl fiir die Referenzhybridisierung und die komplexe
Hybridisierung durchgefiihrt wurde, erfolgte die volle Normalisierung, wobei die Werte
der komplexen Hybridisierung durch die der Referenzhybridisierung dividiert wurden.
Dadurch wurden Unterschiede in den aufgetragenen DNA-Mengen der spezifischen
Sonden ausgeglichen.
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Dateien, die nach der Verrechnung in der Haruspex-Datenbank gedffnet wurden, enthielten in
der letzten Spalte die Werte der Genaktivititen. Sollten Induktionen berechnet werden,
mussten die Genaktivititen der Behandlungen durch die der Kontrollen dividiert werden.

Mit einem in Excel hergestellten Formelblatt, konnte dieser Vorgang weitgehend
automatisiert werden. Bevor man die Spalten der Genaktivititen in dieses Formelblatt kopiert,
wurden die in der Haruspex-Datenbank mit einem Minuszeichen gekennzeichneten Werte
durch die fiir den jeweiligen Filter geringste gemessene Genaktivitit ersetzt. AnschlieBend
erfolgte die Berechnung der Induktionen der einzelnen Experimente, sowie die Ermittlung der
Mittelwerte mit den Standardabweichungen einmal als absoluter Wert und einmal zur Basis 2
logarithmiert. Zusétzlich erhielt man Angaben dariiber, ob die Werte nur aus einer
Bestimmung stammten und ob die Werte aus zuvor ersetzten Genaktivititen berechnet
wurden und somit artifizielle, aber an die Wahrheit angendherte Werte ergaben. Schlie3lich
wurden markierte Werte oder Werte mit groen Standardabweichungen nochmals auf die
Reproduzierbarkeit hin iiberpriift und im Zweifelsfall die Werte aus der Auswertung entfernt.

2.12 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Zielsetzung dieser aus Reverser Transkription und Polymerasekettenreaktion kombinierten
Methode (RT-PCR) ist es, liber das Umschreiben von mRNA in ¢cDNA und deren an-
schlieBende Vervielfachung Riickschliisse auf die eingesetzte Menge an mRNA ziehen zu
konnen. Durch das Mitfiihren eines internen mRNA-Standards sowohl bei der Reversen
Transkription als auch der entsprechenden, daraus resultierenden cDNA bei der
nachfolgenden PCR, 146t sich der Gehalt spezifischer mRNA in der Probe quantitativ
ermitteln. Dieser flir die Reaktion interne mRNA-Standard ist nicht pflanzlichen Ursprungs
und stellt daher flir die Pflanze einen externen Standard dar. Konkret sollten mit dieser
Methode die in der Macroarray-Analyse erzielten Ergebnisse mit einer unabhéngigen Methode
bestdtigt werden.

2.12.1 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird eine einzelstrdngige RNA als Matrize verwendet und von
ihr eine einzelstrangige DNA-Kopie (cDNA) hergestellt. Die katalysierenden Enzyme, auch
als Reverse Transkriptasen oder RNA-abhdngige DNA-Polymerasen bezeichnet, bendtigen
neben allen vier Desoxyribonukleosid-Triphosphaten und Mg- oder Mn-lonen noch zusétzlich
ein Oligonukleotid, an dem die Synthese beginnen kann. Unter natiirlichen Bedingungen wird
dieses Startmolekiil durch eine tRNA gebildet. Im in vitro-Versuch bindet hingegen ein
Oligonukleotid, einzig bestehend aus dTTP (Oligo(dT)), an das polyadenylierte Ende des
mRNA-Einzelstranges. Dadurch wird ausgeschlossen, dass andere RNA-Sorten ebenfalls an
der Reaktion teilnehmen und revers transkribiert werden.
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Die Reverse Transkription (Wang et al., 1989) fand in einem Reaktionsvolumen von 20ul
statt und wurde je nach Anzahl der nachzuweisenden Gene auch mehrfach angesetzt:

xul DEPC-behandeltes bidest. Wasser

4ul 5xErststrang-Synthese Puffer (Invitrogen)

Iul ANTPs (je 20mM)

0,5u] RNase Inhibitor (30-40U/ul;MBI Fermentas)
2ul 0,1M DTT (Invitrogen)

3,4ul oligo dT (0,05ug/ul, Invitrogen)

1ul pAW109 (1x10° Kopien/pl; Applied Biosystems)
yul Gesamt-RNA (1pug).

Nach 10mintitiger Inkubation bei RT wurde 1ul Superscript II, 1:3 in 1xErststrang-Synthese-
Puffer verdiinnt (67U), dazugegeben. Die cDNA-Synthese erfolgte im MultiCycler PTC 200
bei folgenden Temperaturen:

42°C 30min

50°C  40min

95°C  S5min

mit anschlieBender Kiihlung auf 4°C.

2.12.2 Amplifizierung der revers transkribierten DNA mittels Polymerase-
kettenreaktion

Aus der durch Pflanzenzellaufschluss gewonnenen Gesamt-RNA, wurde in der reversen
Transkriptionsreaktion aufgrund der Oligonukleotidwahl lediglich selektiv der mRNA-Anteil
revers transkribiert. Aus dem dabei entstandenen Kontingent an cDNAs wurden nachfolgend
gezielt einige cDNAs und der interne, ebenfalls in cDNA umgeschriebene Standard mittels
PCR amplifiziert. In jedem PCR-Ansatz waren deshalb sowohl genspezifische als auch
standardspezifische (DM151 und DM152) Oligonukleotide enthalten. Um Verunreinigungen
an genomischer DNA in der cDNA erkennen zu koénnen, wurden die genspezifischen
Oligonukleotide so gewihlt, dass bei Amplifizierung von genomischer DNA ein Intron mit in
dem PCR-Produkt enthalten war. So konnten die PCR-Produkte der cDNAs von denen der
genomischen DNA anhand der GroBe unterschieden werden. In jedem RT-PCR-Ansatz diente
eine Probe mit genomischer DNA als Reinheits- und Positivkontrolle.

Ein einfacher RT-PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

9,5ul bidest. Wasser

2ul 10xTag-Polymerase-Puffer (Appligene)
0,2ul dNTPs (je 20mM)

je 1lul DM151 und DM152 (je 10uM)

je lul genspezifischer Primer (je 10uM)
0,3ul Tag-Polymerase (Appligene)

4ul cDNA oder genomische DNA
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Die Schmelztemperatur der Oligonukleotide wurde so gewdhlt, dass sdmtliche cDNAs mit
dem gleichen PCR-Programm amplifiziert werden konnten:

94°C 2min

94°C 30sek |

55°C 30sek ¢ 32x
72°C Imin

72°C  Smin

Da sich die Reaktion der exponentiellen Vervielfachung gerade noch im linearen Bereich be-
finden sollte, wurden in Vorstudien die geeigneten Zyklen-Zahlen der Reaktionen empirisch
ermittelt. Verdunstung des PCR-Mixes wurde vermieden, indem jeder Ansatz mit 25ul
Pristanedl tiberschichtet wurde und die Reaktion ohne Deckelheizung durchgefiihrt wurde.

Der PCR-Ansatz wurde moglichst vollstindig auf ein 1,5% Agarosegel aufgetragen, die
Banden mit Hilfe des MultiAnalyst-Programms (BIO-RAD) quantifiziert und der Quotient aus
genspezifischem und standardspezifischem PCR-Produkt ermittelt.

2.13 Indirekter Immunologischer Nachweis von ABC-Transportproteinen

Der Nachweis von ABC-Transportproteinen sollte nicht nur auf Transkriptebene, sondern
auch auf Proteinebene stattfinden. Dazu wurden weitgehend spezifische Bereiche der
Gensequenzen ausgewihlt und an ein Glutathion-S-Transferasegen ligiert. Das exprimierte
Fusionsprotein wurde zur Immunisierung von Hiithnern als Antigen eingesetzt. Zundchst
wurde untersucht, ob die gewonnenen polyklonalen Antikorper den Teil des Antigens wieder
erkennen, der gegen den ABC-Transporter gerichtet sein sollte. Anhand von mikrosomalen
Fraktionen aus dem mit Xenobiotika behandeltem Blattmaterial wurde untersucht, ob sich
Induktionen oder Repressionen auf Proteinebene nachweisen lassen.

2.13.1 Priparation einer mikrosomalen Fraktion

Unter Mikrosomen versteht man die bei Zellaufschluss sich aus dem endoplasmatischen
Retikulum und der Plasmamembran bildenden artifiziellen Vesikel. Sie koénnen durch
differentielle Zentrifugation leicht isoliert werden. In der Regel entstehen bei der Priparation
stets in etwa zur Hilfte Vesikel mit gleicher Konstitution wie in der intakten Zelle (,,right site
out“-Vesikel) und umgestiilpte Vesikel (,,inside out“-Vesikel). Mikrosomale Fraktionen
(Larsson et al., 1987) wurden aus Blattmaterial von Arabidopsis thaliana (Col-R), sowie aus
herbizidbehandeltem Pflanzenmaterial (2.11.2) gewonnen.
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Von den auf Erde angezogenen Pflanzen wurden die Blatter abgeschnitten und in 5g bzw.
0,5g Portionen bei —70°C aufbewahrt. Der fiir die folgende Homogenisierung eingesetzte
Puffer wurde vor jeder Préparation frisch angesetzt.

Homogenisierungspuffer:

50mM Hepes-KOH, pH 7,5
5SmM EDTA

ImM PMSF

0,Img/ml BHT

2mM DTT

0,1% PVPP

0,5M Sucrose

Homogenisierungspuffer, Morser und Zentrifugationsrhrchen wurden auf 4°C gekiihlt und
0,5g Pflanzenmaterial in 10ml Homogenisierungspuffer zerrieben. Das homogenisierte
Material wurde iiber 2 Lagen Miracloth-Filter direkt in die Zentrifugationsrohrchen filtriert
und anschlieBend 10min bei 4°C und 8000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde iiber eine
Lage Miracloth-Filter direkt in Ultrazentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und 40min bei 4°C und
80.000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Mikrosomen mit 100ul
Resuspendierungspuffer iiberschichtet, 30min auf Eis inkubiert und anschlieBend
resuspendiert.

Resuspendierungspuffer:

0,33M Sucrose

SmM Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,8
4mM KCl

2mM DTT

Mit weiteren 150ul des Resuspendierungspuffers wurde die mikrosomale Fraktion in einen
Homogenisator mit Teflon-Pistill {iberfiihrt und durch 20maliges Auf- und Abbewegen
groflere Mikrosomen nochmals zerteilt. Die Losung wurde in ein frisches Eppendorf-
Reaktionsgefa3 iiberfiihrt und der Homogenisator mit 50ul Resuspendierungspuffer
nachgespiilt, so dass das Endvolumen ungefahr 300ul betrug. Die gesamte Préparation wurde
bei —70°C tiefgefroren auftbewahrt.

Fir die Priparation von 5g Pflanzenmaterial wurden jeweils die 10-fachen Mengen der
Losungen eingesetzt.

2.13.2 Denaturierung der Proteine

Bevor eine Proteinbestimmung nach Esen (Esen, 1978) oder eine Auftrennung in einem
Polyacrylamid-SDS-Gel durchgefiihrt werden kann, miissen die Proben zunéchst denaturiert
werden. Handelte es sich um 16sliche Proteine wurden diese mit SxLaemmli-Puffer (frisch mit
5% (v/v) 2-Mercaptoethanol versetzt) gemischt, so dass dieser dabei auf ein fiinftel seiner
Ausgangskonzentration verdiinnt wurde. Die Proben wurden Smin bei 95°C denaturiert.
Mikrosomale Fraktionen wurden zusitzlich mit DTT und SDS versetzt, so dass die
Endkonzentrationen 4% SDS und 0,IM DTT betrugen. Wurde die Proteinbestimmung
anschlieBend mit dem Esen-Test durchgefiihrt, durfte der SxLaemmli-Puffer kein
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Bromphenolblau enthalten, da die Farbung bei der Konzentrationsbestimmung stort. Diese
Proben wurden 20min bei 56°C denaturiert.

2.13.3 Proteinbestimmungen

2.13.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) wurde fiir nicht denaturierte Proben
durchgefiihrt. Fiir die Erstellung einer Eichreihe wurden 0, 2,5, 5, 10, 20 und 40ug einer
BSA - Stammldsung eingesetzt. Ebenso wurden von den zu bestimmenden Proben jeweils 10,
20 und 40ul in der Kiivette mit bidest. Wasser auf 800ul aufgefiillt. Dazu wurden jeweils
200pul unverdiinnte Bradfordldsung zugegeben und die Losungen kriftig vermischt. Nach
einer Inkubationszeit von 15min wurden die Proben bei 595nm vermessen.

2.13.3.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Alternativ zu der Methode nach Bradford wurde die Proteinbestimmung nach Lowry
eingesetzt (Lowry ef al., 1951). Die BSA-Eichreihe umfasste 0, 2, 10, 15 und 20pug, von den
zu bestimmenden Proteinproben wurde je eine 1:15, 1:30 und 1:60 Verdiinnung in einem
Gesamtvolumen von 600ul eingesetzt. Die Proteine wurden wéhrend einer 15-miniitigen
Inkubation bei RT in einer 1%igen Natrium-Desoxycholat Losung gefillt, die anschlieend
mit 200ul Trichloressigsdure (24%w/w) versetzt wurde. Nach einer Zentrifugation von Smin
in der Tischzentrifuge wurden die Uberstinde abgegossen und das sedimentierte Protein in
450ul der Reagenzienmischung resuspendiert:

28 Teile 0,8M NaOH

18 Teile Lowry-Reagenz A, bestehend aus:
0,2g Na-tartrat
IOg N32CO3
55ml 1M NaOH
ad 100ml mit bidest. Wasser

2 Teile Lowry-Reagenz B, bestehend aus:
2,82g Kalium-Natrium-Tartrat
1g CuSO4x5H,0
90ml bidest. Wasser
10ml 1M NaOH

Durch Zugabe von 300ul einer 1:3 Verdiinnung des Folin-Reagenzes wurde das Protein
angefarbt. Die Inkubation erfolgte 45min bei RT im Dunkeln, an die sich die
Extinktionsmessung im Photometer bei 750nm anschloss.

2.13.3.3 Proteinbestimmung nach Esen

Fiir einen semiquantitativen Vergleich der Proteine aus mikrosomalen Membranfraktionen
wurde eine Proteinbestimmung nach Esen (Esen, 1978) durchgefiihrt.

Von den denaturierten Proben (BSA-Proteine und Proteine mikrosomaler Fraktionen) wurde
je ein Aliquot von 10ul auf ein 2xlem groBes Rechteck eines Whatman-Filterpapiers
aufgetragen und getrocknet. Das Whatman-Filterpapier wurde anschlieBend 5min in
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Fixierlosung und 15min in Coomassie-Féarbelosung inkubiert. Um {iberschiissige, nicht an das
Protein gebundene Coomassie-Losung zu entfernen, wurde das Filterpapier in bidest. Wasser
gewaschen, 2x in jeweils frischem bidest. Wasser aufgekocht und anchlieBend nochmals bei
RT gewaschen. Getrocknet wurde das Filterpapier bei 56°C im Inkubationsschrank. Die
Ix2cm groBBen Flachen wurden ausgeschnitten und in Eppendorf-Reaktionsgefd3e iiberfiihrt
und mit 1,5ml 0,5% SDS-Losung 1h bei 56°C geschiittelt. Die entsprechend der Proteinmenge
auf dem Filter gefarbte Losung wurde bei 578nm vermessen.

2.13.4 Elektrophoretische Auftrennnung von Proteinen in einem SDS-Polyacrylamidgel

Durch Anlagerung von SDS an die Aminosdurekette von Proteinen wird diesen eine negative
Nettoladung verliehen, die ungefdhr proportional zu deren Masse ist. Diese, als SDS-PAGE
(SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) bezeichnete Methode erlaubt die elektrophoretische
Auftrennung von Proteingemischen im wesentlichen geméal ihrer Gro3e (Laemmli, 1970).

Die 7% oder 12% Trenngele und das 3% Sammelgel fiir die SDS-PAGE setzten sich wie in
dem folgenden Schema angegeben zusammen:

Trenngel Trenngel Sammelgel

(7%) (12%) (B3%)
H,O 7,5ml 4,8ml 3,25ml
4x Trenngelpuffer 3,75ml 3,75ml
4xSammelgelpuffer 1,25ml
Acrylamid/ 3,5ml 5,4ml 0,5ml
Bisacrylamid
Ammoniumpersulfat 45ul 45ul 20l
10 % (w/v)
TEMED Tul Tul 4ul

Fiir die Gelelektrophorese der 1,5mm dicken Minigele, fiir die diese Angaben ausgerichtet
sind, wurde das Miniprotean II-System von Biorad benutzt.

Das Sammelgel wurde bis ca. 15mm unterhalb des Randes der kleinen Glasplatte gegossen
und zur Bildung einer glatten Oberfldche ca. 500ul Tris-gesattigtem Butanol iiberschichtet,
das aullerdem durch Sauerstoffausschlul eine vollstindige Polymerisation des Gels
ermoglichte. Das Butanol wurde nach erfolgter Polymerisation mit einem Papiertuch
abgesaugt, mit Wasser nachgespiilt, der Freiraum mit Sammelgel aufgefiillt und der Kamm
zwischen die Platten gesteckt. Nach Auspolymerisierung des Sammelgels wurden die
Glasplatten in die Puffertankvorrichtung eingebaut, der Laufpuffer fiir die SDS-
Gelelektrophorese eingefiillt und die denaturierten Proben in die Geltaschen pipettiert. Als
GroBenstandard wurde der ,,Prestained, Broad Range von BIO-RAD verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte in der Regel fiir 1h bei 80V und 1,5-2h bei 100V.
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2.13.5 Herstellung der Antigene

Zur Erkennung von ABC-Transportproteinen und einem aus dem Tonoplast stammenden
Aquaporin als Marker, wurden Antikorperseren hergestellt. Geeignete Bereiche dieser
Proteine wurden in einem Expressionssystem an eine Glutathion-S-Tranferase fusioniert und
so zur Immunisierung als Antigen Hiihnern bzw. Kaninchen verabreicht.

Die in Frage kommenden Sequenzen wurden in dem in der GSF zuginglichen Programm
GCQG hinsichtlich ihrer Hydrophobizitit (Kyte & Doolittle, 1982) untersucht und der Antigen-
Index (Jameson & Wolf, 1988) bestimmt. Es wurden Bereiche ausgewdhlt, deren
Hydrophobizitit deutlich >0 und dessen Antigen-Index moglichst nahe bei 1,7 lag. Nach einer
TAIR-Datenbanksuche, die einem Aufschluss iiber die Spezifitit des ausgewdhlten Breichs
geben sollte, wurde von dem ausgewdhlten Proteinabschnitt die dazu gehdrige
Nukleinsduresequenz mittels PCR amplifiziert. Als Template wurde genomische DNA oder,
bei Intron liberspannenden Sequenzen, aus Blittern oder Bliiten revers transkribierte cDNA
eingesetzt. Die verwendeten Oligonukleotide enthielten eingebaute Restriktionsschnittstellen
fiir BamHI und EcoRI. Da bei dem Restriktionsverdau lediglich wenige Basen an den Enden
des DNA-Fragmentes entfernt wurden, konnten diese mit dem ,,QI4Aquick PCR purification
Kit“ von Qiagen entfernt werden. Bei der sich anschlieenden Ligation wurde ein Verhiltnis
von Vektor (pGEX-2T, Pharmacia) zu Insert von 1:15 eingesetzt. Die in 10ul Gesamtvolumen
iiber Nacht bei RT durchgefiihrte Ligation enthielt auler den beiden DNA-Fragmenten :

1ul 100mM DTT
1ul Ligase Puffer (MBI)
0,1ul T4-Ligase SU (MBI).

Nach der Ligation war das einklonierte Fragment im Leserahmen an das 3’-Ende des
Glutathion-S-Transferasegens fusioniert. Der vorgeschaltete Promotor des lac-Gens
ermdglichte die Expression des Fusionsproteins durch spétere Zugabe von IPTG.

Der Ligationsansatz wurde transformiert (siche 2.8.1.2) und mit den Einzelkolonien auf den
ampicillinhaltigen LB-Platten sowohl 4ml LB-Medium (Vorkultur) als auch ein PCR-Mix
(siehe 2.10.6) angeimpft. Dabei enthielt der PCR-Mix die vektorspezifischen Oligonukleotide
Gex-f und Gex-r (siche Anhang 7.3.4). Die Anlagerungstemperatur der durchgefiihrten PCR-
Reaktion lag bei 52°C. Positive Klone wurden ausgewéhlt und von den bereits angeimpften
Vorkulturen 20ml Ubernachtkulturen angesetzt. Diese wurden am nichsten Tag 1:25 in LB-
Medium verdiinnt und weiter bei 37°C und 200Upm bis zu einer ODggo von 0,9 inkubiert.
Von der 500ml-Kultur wurden 3-5ml abgenommen und die restliche Kultur mit IPTG
(Endkonzentration 100uM) induziert. Nach weiteren 3h Inkubation wurden ebenfalls 3ml
abgenommen, die restliche Kultur im GS3-Rotor 10min bei 7.000Upm zentrifugiert und die
sedimentierten Bakterien mindestens 30min bei —70°C eingefroren. Die von den nicht-
induzierten und induzierten Kulturen abgenommenen Proben wurden sedimentiert und fiir das
SDS-Gel in Laemmli-Puffer denaturiert.

Die Lyse der Bakterien erfolgte in 14ml STE-Puffer, der mit 100ug/ml Lysozym und 500uM
PMSF (in DMSO gelost) versetzt war. Die Bakterien wurden in dieser Losung resuspendiert
und anschlieBend in ein 50ml Réhrchen iiberfiihrt und 15min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
von Aprotinin (Endkonzentration: 2pg/ml) und Sarcosyl (1,5%) wurde die
Bakteriensuspension etwa Imin mit dem Ultraschallstab lysiert und anschlieBend die Losung
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flir Smin bei 8000Upm zentrifugiert. Alle groben Bestandteile, wie z.B. die
Bakterienzellwédnde, wurden in der anschlieBenden Zentrifugation sedimentiert. Nach
Dekantierung des Uberstandes wurde die Losung mit 2% Triton X-100 vermischt und ein
Aliquot von 100ul fiir das spitere SDS-Gel entnommen. Die Glutathion Sepharose 4B
(Pharmacia), an die das Fusionsprotein iiber die Glutathion-S-Transferase binden konnte,
wurde nach den Angaben des Herstellers vorbereitet (abweichend vom Protokoll wurde STE-
Puffer verwendet) und der Uberstand dazu gegeben. Die Anbindung des Fusionsproteins
erfolgte liber Nacht bei 4°C, wobei die Probe iiber Kopf gedreht wurde.

Die Sepharose wurde 2min bei 500xg sedimentiert und anschlieBend 4x mit 25ml STE-Puffer
gewaschen. Die Elution erfolgte 5x mit je 1ml mit einer Losung, die reduziertes Glutathion
enthielt:

50mM Tris pH 8,0
10mM Glutathion, reduziert

Wihrend der Aufreinigung wurden von dem Durchfluss, von dem ersten Waschschritt und
von den 5 Elutionen je 100ul abgenommen, mit S5xLaemmli-Puffer versetzt und 5min bei
95°C denaturiert. Zusammen mit den denaturierten Bakterienkulturproben wurden diese in
einem 12% Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die Banden anschliefend mit Coomassie-
Féarbelosung sichtbar gemacht. In den Elutionen sollte nur noch eine Bande sichtbar sein und
der GroBBe des Fusionsproteins entsprechen. Von den Elutionen wurde die
Proteinkonzentration bestimmt und auf eine Konzentration von 1mg/ml in Centricon YM-10
aufkonzentriert. Die Immunisierung der Hithner wurden von Herrn Prof. Dr. Bernd Kaspers
(Institut fiir Physiologie, Physiologische Chemie und Tiererndhrung; LMU Miinchen)
durchgefiihrt.

Das Sepharose-Sdulenmaterial wurde nach Angaben des Herstellers wieder regeneriert und
aufbewabhrt.

2.13.6 Klonierung des Antigens in den Expressionsvektor pMAL-pAH

Um zu zeigen, dass die gewonnenen Antikorperseren auler dem GST-Protein auch den fiir die
ABC-Transportproteine spezifischen Anteil erkennen, wurden die Fragmente in den
Expressionsvektor pMAL-pAH kloniert. Dieser Vektor enthielt in der ,,multi-cloning-site* an
Stelle der Hindlll Schnittstelle ein Stop-Codon. Dies filihrte zu einer Expression eines
Fusionsproteins aus maltosebindendem Protein (MBP) und dem Fragment des ABC-
Transportproteins. Die eigentliche Expression des lacZa-Gens wurde durch die eingefiihrte
Mutation unterdriickt.

Fiir die Klonierung wurden die genomischen Bereiche mittels PCR amplifiziert. Die in der
PCR eingesetzten Mutagenese-Primer enthielten Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme
BamHI und Pstl. Das amplifizierte Fragment wurde nach einem entsprechenden
Restriktionsverdau und anschlieBender Aufreinigung iiber das ,,QIAquick PCR purification
Kit“ in die Ligation eingesetzt.

Die Transformation und Selektion der positiven Klone erfolgte wie unter 2.13.5 beschrieben.
Die PCR der Einzelkolonien enthielt die vektorspezifischen Primer mbp-f und mbp-r. Von
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den positiven Klonen wurden die Vorkulturen genutzt, um Plasmide mit dem ,,QlAprep
Miniprep Kit*“ zu isolieren.

Nach einer erneuten Transformation wurden Kulturen angezogen, die durch Induktion mit
IPTG das entsprechende Fusionsprotein exprimierten. 3ml Vorkultur wurden mit einer
Einzelkolonie angeimpft und nach entsprechender Inkubation eine 25ml Ubernachtkultur
angesetzt. Iml dieser Ubernachtkultur wurde 1:30 verdiinnt und bis zu einer ODgy von 0,9
bei 37°C und 200Upm inkubiert. Vor der Zugabe von IPTG (Endkonzentration: 100uM)
wurde Iml fiir die nicht-induzierte Kontrolle abgenommen. Nach einer 3-stiindigen
Inkubation wurde ein weiterer Aliquot von 1ml dem induzierten Medium entnommen. Die
Bakterien wurden sedimentiert und in Laemmli-Puffer fiir Smin bei 95°C denaturiert und
anschlieend bei —20°C aufbewahrt.

2.13.7 Western-Blot

Bei der hier angewandten Technik handelt es sich um eine Methode elektrophoretisch aufge-
trennte Proteine aus einem Trenngel auf einen geeigneten Tragerfilter zu iibertragen. Dabei
wird eine Kopie des Gels produziert, indem die Proteine in einem elektrischen Feld auf eine
Nitrocellulosemembran {ibertragen und darauf immobilisiert werden. Die im SDS-Gel
aufgetrennten Proteine, die entweder aus dem Bakterienlysat stammten oder ein aufgereinigtes
l6sliches Protein darstellten, wurden stets im sog. ,,semi-dry*“-Verfahren (gemal3 Protokoll der
Fa. Millipore GmbH, Eschborn) auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher und Schuell)
iibertragen. Anschlieend wurde das Gel in Transferpuffer dquilibriert und auf eine in der
gleichen GroBe zugeschnittenen und in bidest. Wasser und Transferpuffer dquilibrierten
Nitrocellulose-Membran aufgelegt.

Transferpuffer:

48mM Tris
39mM Glycin
0,037% SDS
20% Methanol

Beides zusammen wurde zwischen je drei auf die gleiche GroB3e zugeschnittenen Whatman-
Filter gelegt, die ebenfalls mit Transferpuffer getrankt wurden und zwischen die Elektroden
der Blot-Apparatur gelegt. Dabei wurde die Membran auf die Kathodenseite gelegt, da die
durch das SDS denaturierten und negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld zur positiv
geladenen Elektrode wandern.

Nach dem Zusammenbau der Apparatur wurde lh eine Stromstirke von 2,5mA/cm’
Membranfliche angelegt.

Bei der Auftrennung von mikrosomalen Membranproteinen wurden u.a. Proteine von
>120kDa auf die Membran transferiert. Zu diesem Zweck wurde das sog. ,,Tankblot“-
Verfahren eingesetzt. Die NC-Membran wurde zunédchst in bidest. Wasser und anschlieSend
in 1xTris-/Glycin-Puffer inkubiert. Der Zusammenbau der Apparatur erfolgte in 4°C kaltem
1xTris-/Glycin-Puffer. Das vorab in 1xTris-/Glycin-Puffer &quilibrierte Gel wurde
luftblasenfrei direkt auf die Membran aufgelegt und zwischen zwei Whatman-Filtern und den
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zu der Apparatur zugehorigen Schaumstoff-Platten zu einem ,,Sandwich® zusammengebaut.
Der Proteintransfer erfolgte bei 14V und 4°C iiber Nacht.

Nach dem Proteintransfer wurde das Gel zur Kontrolle der Effizienz des Transfers mit
Coomassie-Brilliantblau gefarbt. Die Farbung der Membran mit 1xPonceau S-Losung
(Inkubationszeit Smin) fixierte die Proteine zusitzlich. Uberschiissige Firbelosung wurde mit
bidest. Wasser entfernt und der Proteintransfer kontrolliert.

Vor der sich anschlieenden Antikorperbehandlung wurden die Membranen ca. 1h bei RT in
5% Milchpulverlosung (in TBST) blockiert und mit TBST gewaschen.

2.13.8 Antikorperbehandlung von Western-Blots

Da Proteine nach dem Transfer unter geeigneten Bedingungen ihre Immunreaktivitdt nicht
verlieren, konnen sie mittels spezifischer Antikorper detektiert werden. Bei der indirekten
Nachweismethode wird ein bereits an Proteinen auf dem Gel gebundener, spezifischer
Antikorper (primdrer Antikorper) durch einen mit einem Enzym gekoppelten
Sekundérantikdrper nachgewiesen. In dieser Arbeit wurden sekundire Antikorper verwendet,
die je nach Ursprung des primédren Antikorpers gegen Huhn oder Kaninchen gerichtet und
stets mit einer Alkalischen Phosphatase gekoppelt waren (Promega). Das verwendete Substrat
BCIP (5-Brom-4-chlor-3-Indolylphosphat) ergibt nach hydrolytischer Spaltung durch das
Enzym einen tiefblau gefdarbten, unloslichen, leicht erkennbaren Indigo-Niederschlag. Die
Zugabe von NBT (Nitroblau-Tetrazolium) verstdrkt die Blaufarbung, da bei der Umsetzung
Protonen entstehen, die das NBT zum purpurfarbenen Diformazin reduzieren. Der primire
Antikorper wurde stets 1:300 in TBST verdiinnt eingesetzt. Die an die Membran fixierten
Proteine wurden fiir 1h bei RT mit dem ersten Antikérper inkubiert und anschlieend die
Membranen 3x10min in TBST gewaschen. Die Inkubation mit dem sekundéren Antikorper
erfolgte ebenfalls fiir 1h bei RT in einer 1:6000 Verdiinnung in TBST-Losung. Die
Membranen wurden 2x mit TBST und 2x mit TBS-Losung gewaschen und anschlieend kurz
auf Whatman-Filter getrocknet. Da die Alkalische Phosphatase optimal bei pH 9,5 arbeitet,
wurden die Membranen vor der eigentlichen Férbereaktion Smin in folgendem Puffer
aqulibriert:
0,1M Tris pH 9,5

0,1M NaCl
SmM MgCl,

Fir die eigentliche Férbereaktion wurden zu 20ml des alkalischen Puffers 33ul BCIP
(50mg/ml in DMF) und 50ul NBT (75mg/ml in DMF) gegeben. Nach 5-20min zeigte sich die
deutliche Farbung der Niederschlagsreaktion, die in bidest. Wasser gestoppt wurde.
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2.13.9 Solubilisierungen von Membranproteinen

Die Volllaingen-ABC-Transportproteine sind Membranproteine, deren Molekulargewicht iiber
120kDa liegt. Die Bedingungen unter denen eine vollstindige Entfernung der Membranlipide
von den Proteinen moglich ist, héngen entscheidend von den physikochemischen
Eigenschaften des jeweiligen Proteins ab. Fiir die gleichméBige Einwanderung der Proteine in
das Polyacrylamidgel ist die vollstdndige Solubilisierung ein entscheidender Faktor. Daher
wurden neben einer Ethanol/Aceton-Fillung Detergenzien mit unterschiedlichen
Eigenschaften zur Solubilisierung eingesetzt.

2.13.9.1 Ethanol/Aceton-Fillung

Vor der eigentlichen Féllung, wurden 500ug der mikrosomalen Fraktion von Bléttern
lyophilisiert (Liu et al., 2001; Parry et al., 1989). Zunichst wurden die Proben fiir 2h bei —
70°C eingefroren und anschlieBend iiber Nacht unter Vakuum im Lyophilisator getrocknet.
Die getrockneten Proben wurden in 500ul bidest. Wasser aufgenommen. 25ml einer
Ethanol/Aceton-Mischung (1:1), die bereits mindestens 1h bei —20°C vorgekiihlt war, wurden
in einem SS34-Zentrifugenbecher vorgelegt. Nach Zugabe der mikrosomalen Fraktion und
kréaftigem Schiitteln wurden die Proteine innerhalb von 5-7h bei —20°C gefillt. Anschlie3end
erfolgte ein Zentrifugationsschritt im SS34-Rotor bei 14.000Upm und 4°C fiir 10min. Das
Zentrifugat wurde bei 37°C getrocknet und in 500ul 1xLaemmli-Puffer mit 4% SDS und
0,IM DTT resuspendiert, so dass eine Proteinendkonzentration von Ipg/ul erreicht wurde.
Die Proben wurden 20min bei 56°C inkubiert und schlieBlich bei —20°C aufbewabhrt.

2.13.9.2 Solubilisierung mit Nonidet-P40

Von der mikrosomalen Fraktion wurden 500ug in der Ultrazentrifuge sedimentiert (1h,
122.000xg, 4°C) und in 210ul vorgekiihltem (4°C) Solubiliserungspuffer mit Nonidet-P40
resuspendiert (Rehm, 1995).

Solubilisierungspuffer mit Nonidet-P40:

20mM Tris-HCI pH 6,0
20% Glycerin

0,25M NaCl

ImM EDTA

ImM DTT

10uM PMSF

2% Nonidet-P40

Die sedimentierte mikrosomale Fraktion wurde mit einem Plastikstab aufgewirbelt und
anschliefend 1h auf Eis bewegt. Nicht solubilisierte Proteine wurden im folgenden
Zentrifugationsschritt (s.0.) sedimentiert. Der Uberstand (ca. 210ul) wurde mit 140pl
SxLaemmli-Puffer versetzt, so dass dieser eine 1x Endkonzentration mit 4% SDS und
0,IM DTT hatte (Endkonzentration der Proteine ca. 1,4ug/ul). Es erfolgte eine 20-miniitige
Inkubation bei 56°C und eine Aufbewahrung bei —20°C.
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2.13.9.3 Solubilisierung mit Triton X-100

Die Solubilisierung mit dem ebenfalls nicht-ionischen Detergenz Triton X-100 erfolgte wie
unter 2.13.9.2 beschrieben.

Solubilisierungspuffer mit Triton X-100:

20mM Tris-HCI pH 6,0
20% Glycerin

0,25M NaCl

ImM EDTA

ImM DTT

10uM PMSF

3% Triton X-100

2.13.9.4 Solubilisierung mit N-Octylglucosid

Die Solubilisierung mit dem ebenfalls nicht-ionischen Detergenz N-Octylglucosid (Jasinski et
al., 2001) erfolgte wie unter 2.13.9.2 beschrieben.

Solubilisierungspuffer mit n-Octylglucosid:

80mM Tris-HCI pH 6,8
20% Glycerin

0,25M NaCl

ImM EDTA

ImM DTT

ImM PMSF

2ug/ml Aprotinin

2% n-Octylglucosid

2.13.9.5 Solubilisierung mit Deoxycholat

Die Solubilisierung mit dem ionischen Detergenz Deoxycholat erfolgte wie unter 2.13.9.2
beschrieben.

Solubilisierungspuffer mit Deoxycholat:

20mM Tris-HCI pH 8,0
20% Glycerin

0,25M NaCl

ImM EDTA

ImM DTT

10uM PMSF

2% Deoxycholat
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2.13.9.6 Solubilisierung mit CHAPS

Die Solubilisierung mit dem zwitterionischen Detergenz CHAPS erfolgte wie unter 2.13.9.2
beschrieben.

Solubilisierungspuffer mit CHAPS:

20mM Tris-HCI pH 6,0
20% Glycerin

0,25M NaCl

ImM EDTA

ImM DTT

ImM PMSF

1% CHAPS

2.14 Methoden zur Isolierung von Insertionsmutanten

Anhand eines Ansatzes, der der reversen Genetik zuzuordnen ist, wurden an dem Max-
Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung in K6ln im Rahmen des ZIGIA- (ehemals AMAZE-)
Projektes Pflanzenlinien gesucht, die eine Transposon-Insertion entweder in dem ABC-
Transporter AtPDR4 oder AtMDR haben. Da bei einer Insertion des Transposons entweder im
5’-Bereich des Gens oder im Promotor mit einem Ausfall der Genaktivitit zu rechnen ist
(,,knock-out “~-Mutanten), oder zumindest von einer starken Beeintrachtigung der Funktion
ausgegangen werden kann, konnen bei Beobachtung eines Phénotyps Riickschliisse auf die
Funktion des Gens gemacht werden.

In einer systematischen Analyse der zu dem Zeitpunkt vorhandenen ca. 6.000 Insertionslinien,
konnten am MPI fiir beide Gene mehrere mogliche Kandidatenpflanzen identifiziert werden.
Anhand von PCR-Produkten konnte die genaue Insertionsstelle und die Orientierung der
Insertion bestimmt werden. Um einen moglicherweise vorhandenen Phanotyp auf die
Insertion des gewiinschten Gens zuriick fiihren zu kénnen, wurde die Anzahl der Insertionen
bestimmt und Riickkreuzungen durchgefiihrt.

2.14.1 Bestiitigung der Insertionen

Die Bestitigung einer Transposon-Insertion in den gewilinschten Genen erfolgte durch
Polymerasekettenreaktion. Die einem Insertionsmutagenese Screening unterzogenen Pflanzen
wurden wie unter 2.9 beschrieben angezogen. Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte
wie unter 2.10.9.1 aufgefiihrt.
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Die Polymerasekettenreaktion zur Bestdtigung der Insertion in der Einzellinie, erfolgte stets
mit dem genomischen Oligonukleotid, das bereits bei der Isolierung am MPI in Kdéln ein
positives Ergebnis ergab und beiden Oligonukleotiden, die jeweils an das Ende des
Transposons hybridisieren (7.3.2).

1,5u1 CTAB-Losung

Iul En205 oder En26 (10uM)

1ul En8130 oder En8202 (10uM)

1ul 4411bw1 oder 5168bwl (10uM)
0,2ul Tag-Polymerase (5U/ul ;Appligene)
2ul 10x Enzym-Puffer (Appligene)
0,15ul ANTPs (je 20mM)

13,15ul bidest. Wasser

Die Reaktion wurde unter den folgenden Temperaturbedingungen durchgefiihrt:

84°C 2min

94°C  40sek |

65°C 1min ¢ 40x
72°C 2min

72°C  Smin

Zur Kontrolle wurden von den 25ul PCR-Ansitzen stets 15ul nach Zugabe von Sul
Auftragspuffer auf ein 1,5% Agarosegel aufgetragen.

In Féllen wo keine Banden der PCR-Produkte im Agarosegel detektierbar waren, wurde 1,5ul
des PCR-Ansatzes als Template in einer ,,semi-nested “ mit einem eingeriickten Primer oder in
einer ,, nested “ PCR, mit beiden Primern eingeriickt, eingesetzt.

2.14.2 Orientierung des Transposons

Anhand der positiven Linien wurde anschlieBend die Orientierung des Transposons
untersucht, indem die transposonspezifischen Oligonukleotide in zwei getrennten Reaktionen
eingesetzt wurden. In dem Fall wurde die PCR wie oben angegeben angesetzt, aber einer der
En-Oligonukleotide durch bidest. Wasser ersetzt.

2.14.3 Lokalisierung der Insertion

Die exakte Stelle der Insertion des Transposons wurde untersucht, indem eine PCR mit je
einem transposon- und einem genspezifischen Oligonukleotid angesetzt wurde. Der unter
2.14.1 angegebene Ansatz wurde verdreifacht und die PCR-Produkte nach Auftrennung in
einem Agarosegel anschlieBend mit dem ,, Qiagen Gel-Extraction-Kit“ aufgereinigt. Nach der
anschlieBenden Quantifizierung im 1,5% Agarosegel wurde das PCR-Produkt zum
Sequenzieren verschickt (siehe 2.10.8).



Material und Methoden 47

2.14.4 Kreuzungen von Pflanzen

Pflanzenlinien, in denen die En-Insertion bestitigt worden war, enthielten auller der Insertion
in dem gewlinschten Gen zusitzlich 5-20 Insertionen. Diese wurden durch Riickkreuzungen in
den Wildtyp entfernt. Dazu wurden von den parallel angezogenen Wildtyp-Pflanzen die
Kelch-, Bliiten- und Staubblétter entfernt. Zu diesem Zeitpunkt sollten die Staubblitter die
Pollen noch nicht frei gegeben haben, um eine Selbstbefruchtung auszuschlieBen. Von der
ausgewdhlten Insertionslinie wurden Bliiten abgeschnitten, deren Staubblitter voll ausgereift
waren und der Pollen bereits frei lag. Dieser Pollen wurde auf die Griffel der Wildtyp-
Pflanzen gebracht. Um eine moglichst hohe Ausbeute zu erzielen wurden am néchsten Tag
erneut Pollen von der Insertionslinie auf den gleichen Griffel aufgebracht. Die daraus
entstandenen Samen wurden erneut ausgesit und die Insertion in dem gewiinschten Gen
erneut bestétigt.

2.14.5 Bestimmung der Anzahl von Insertionen

Von der Anzahl der in dem Genom enthaltenen Transposons ist es abhidngig, wie haufig
Riickkreuzungen in den Wildtyp notwendig sind, bis nur noch die eine Insertion in dem
ausgewihlten Gen zurilickbleibt. Mit einer an das Transposon hybridisierenden radioaktiv
markierten Sonde, konnten mit Hilfe des Southern-Blots die Anzahl der Insertionen bestimmt
werden.

2.14.5.1 Vorbereitung der genomischen DNA

Von den Insertionslinien wurden je 1g Pflanzenmaterial geerntet und in fliissigem Stickstoff
gemorsert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie unter 2.10.9.2 beschrieben. Nach der
Qualititskontrolle sowohl im Gel als auch photometrisch (siche 2.10.11) wurden 2ug der
genomischen DNA mit dem Restriktionsenzym HindlIll (30U) {iber Nacht bei 37°C in 300ul
Gesamtvolumen verdaut. Nach einem Féllungsschritt (siehe 2.10.12) wurde die DNA in 10ul
bidest. Wasser aufgenommen.

2.14.5.2 Southern-Blot

Beim Southern-Blot (Southern, 1975) werden DNA-Fragmente nach einem Verdau mit
Restriktionsenzymen durch eine Agarose-Gelelektrophorese geméfl ihrer Fragmentgrofe
aufgetrennt, denaturiert und auf eine Nylonmembran transferiert.

Die restriktionsverdaute genomische DNA wurde mit 5Sul Auftragspuffer versetzt
(Geamtvolumen 15pul) und auf ein 0,7% Agarosegel aufgetragen und iiber Nacht bei 20V im
elektrischen Feld aufgetrennt.

Das Agarosegel wurde zur Vorbehandlung mit bidest. Wasser gewaschen, 30min in
0,25M HCI depuriniert, ein zweites Mal mit bidest. Wasser gewaschen und die DNA 20min in
0,4M NaOH denaturiert. Der DNA-Transfer aus dem Gel auf die Nitrocellulose-Membran
erfolgte mittels Saugverfahren iiber Nacht bei RT in 0,4M NaOH. Die Membran wurde
anschliefend in 2xSSC bis zur Neutralisation gewaschen und getrocknet.
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Nach Fixierung der einzelstringigen Ziel-DNA auf der Membran im UV Stratalinker® konnte
die gesuchte DNA-Sequenz durch Hybridisierung mit einer markierten einzelstrangigen DNA-
Sonde identifiziert werden.

2.14.5.3 Radioaktive Markierung der DNA-Sonde

Das subklonierte En-Element (Vektor: pACYC177) wurde vom Max-Planck-Institut fiir
Ziichtungsforschung zur Verfiigung gestellt. In einem Standard PCR-Ansatz (sieche 2.10.6) mit
den En-Oligonukleotiden Enl und En603 (Sequenz siche Anhang 7.3.2) und dem Plasmid als
DNA-Matritze (50ng) konnte ein 5’-Fragment des Transposons amplifiziert werden.

95°C Smin

95°C  30sek |

60°C 30sek ¢ 40x
72°C  60sek

72°C  7min

Das PCR-Produkt wurde mit dem ,, Qiagen Gel-Extraction-Kit“ aufgereinigt und die Reinheit
und Konzentration gelelektrophoretisch bestimmt (2.10.11).

Die radioaktive Markierung erfolgte mit dem .DecalLabel™ DNA Labelling Kit“. Die
Methode basiert auf der Anlagerung von zufilligen 10mer Oligonukleotiden an das
einzelstrangige PCR-Produkt und der Polymerisierung des komplementdren Stranges,
beginnend an den Oligonukleotiden in 3’-Richtung. Das katalysierende Enzym, das grofle
Fragment der DNA-Polymerase (auch als Klenow-Fragment bezeichnet), dessen Exonuklease-
Aktivitdt eliminiert ist, baut dabei radioaktiv markierte Nukleotide ein.

In einem Volumen von 6,2ul wurden ca. 100ng des PCR-Produktes und 4ul des
5xEnzympuffers 10min bei 100°C denaturiert. Die schnelle Abkiihlung in Eiswasser
verhinderte eine erneute Hybridisierung der komplementéren DNA-Strange. Eine 10-miniitige
Inkubation bei 37°C erfolgte nach Zugabe von:

1,2ul Mix A (Bestandteil des Kits)
oul a-[**P]-dATP, Redivue (Amersham)
0,4ul Klenow-Fragment (Bestandteil des Kits).

Nach der Zugabe von 1,6ul dNTPs (Bestandteil des Kits) und einer weiteren S5-miniitigen
Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 4ul 0,05M EDTA-Losung
gestoppt. Das Volumen wurde auf 200ul mit bidest. Wasser aufgefiillt und 2pl im
Szintillationszdhler gemessen. Die nicht eingebauten radioaktiven Nukleotide wurden iiber
zwei MicroSpin Columns (S-400; Amersham) abgetrennt (nach Angaben des Herstellers), die
Zentrifugate vereinigt und davon nochmals 2l im Szintillationszdhler gemessen. Waren mehr
als 10% der radioaktiv markierten Nukleotide eingebaut, so wurde die Sonde in der folgenden
Hybridisierung eingesetzt.
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2.14.5.4 Hybridisierung des Southern-Blots

Die Nitrocellulosemembran, die die fixierte Ziel-DNA trigt, wurde mit 6ml
Priahybridisierungslosung ca. 2-4h bei 65°C im Drehofen vorbehandelt, bevor die gesamte
markierte Sonde zugegeben und bei der gleichen Temperatur iiber Nacht hybridisiert wurde.

AnschlieBend wurden die Filter wie folgt gewaschen:

a) 1x kurz in 2xSSC/0,1%SDS bei RT

b) 1x 20min in 2xSSC/0,1%SDS bei RT

¢) Ixkurzin 0,2xSSC/0,1%SDS bei RT

d) 1x 20min in 0,2xSSC/0,1%SDS bei RT
e) 1x 20min in 0,2xSSC/0,1%SDS bei 65°C

Die Filter wurden anschlieBend, genauso wie nach der Referenzhybridisierung in Folie
eingeschweif3t und fiir ca. 15-20h iiber Nacht auf den Imaging Platten (Fuji) exponiert. Am
folgenden Tag wurden die gespeicherten Signale auf den Platten mit dem FLA-3000 (Fuji)
eingelesen.
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3 Ergebnisse

Von groBBem Interesse ist die Frage, wie Pflanzen auf die Einwirkung von Xenobiotika
reagieren und wie die Metabolisierung und Entgiftung, sehr wahrscheinlich auch in Form
einer Kompartimentierung in die Vakuole oder in den Apoplasten, stattfindet. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte anhand von drei Xenobiotika dieser Frage nachgegangen werden.
Ausgewdhlt wurden dazu zwei Herbizide, Primisulfuron und Bromoxynil, die sich
hinsichtlich ihres Wirkortes unterscheiden. Wahrend Primisulfuron die Acetolactatsynthase
hemmt und damit die Synthese der verzweigten Aminosduren verhindert, unterbricht
Bromoxynil die Elektronentransportkette am Photosystem II. Das dritte Xenobiotikum ist der
aus der Behandlung von Nutzpflanzen bekannte Safener Benoxacor. Die Wirkung dieser
Substanz auf Arabidopsis thaliana ist ginzlich unbekannt, jedoch wurde vermutet, dass einige
Gene aus dem Sekundidrmetabolismus induziert werden (Messner et al., 1996).

Da an der Kompartimentierung der Xenobiotikametabolite vermutlich ABC-Transporter
beteiligt sind, lag der Schwerpunkt auf dieser Genfamilie. Die Metabolite der Xenobiotika
entstethen durch das Zusammenwirken von Enzymen des Sekundirmetabolismus
(Sandermann, 1992; Sandermann, 1994), die nur in den wenigsten Fallen auch auf Genebene
identifiziert sind. Um die ABC-Transporter im Kontext mit anderen Genen des
Sekunddrmetabolismus untersuchen zu konnen, wurden die Genfamilien der Cytochrom P450
Monooxygenasen, der Glutathionabhingigen Enzyme und der UDP-Glycosyltransferasen mit
in die Untersuchungen eingeschlossen. Durch die Etablierung des Detox-Arrays konnten
deren Expressionsprofile gemeinsam nach Behandlung mit den oben genannten Xenobiotika
untersucht werden. Gemeinsamkeiten und Unterschiede sollten herausgearbeitet werden und
Kandidatengene der Detoxifizierung identifiziert werden. Die Funktion koénnte dann in
weitergehenden Studien ndher untersucht werden.

Zur weiteren Charakterisierung der ABC-Transporter sollte auch die Induktion auf
Proteinebene untersucht werden. Dafiir wurden zwei Antikorper entwickelt, die die
Subfamilien MDR (,,multidrug-resistant proteins“) und PDR (,, pleiotropic drug resistant
proteins “) erkannten. Desweiteren sollten ,, knock-out“-Linien isoliert werden, deren
Transposoninsertion innerhalb des Genbereichs von ABC-Transportern lag.

3.1 Der Detox-Array

Der Detox-Array ist durch die funktionsbezogene Auswahl von vier Genfamilien des
Sekunddrmetabolismus gekennzeichnet. Um zuverldssig die Expression der einzelnen
Mitglieder bestimmen zu kdnnen, wurden genspezifische Sonden entwickelt. Desweiteren
sollte eine Basis geschaffen werden, von der aus im Hochdurchsatzverfahren die Herstellung
der Sonden moglichst einfach, zuverldssig und in gleichbleibender Ausbeute und Qualitit
moglich ist. Mittels einer angewendeten Normalisierungsstrategie konnten unterschiedlich
tibertragene DNA-Mengen auf die Membranen ausgeglichen werden. Zudem sollte tiberpriift
werden, mit welcher Sensitivitit die Detektion im Vergleich zu anderen Array-Methoden
erfolgt.
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3.1.1 Auswahl und Spezifitiat der Sondenbereiche fiir die ABC-Transporter

Da die Homologien zwischen den ABC-Transportern zum Teil sehr hoch sind, wurde
alternativ zu der bereits etablierten Strategie cDNA-Klone als Sonden auf dem Filter zu
fixieren (Schena et al., 1995), der 3’-untranslatierte Bereich (untranslated region: UTR) als
Sonde eingesetzt. Aufgrund des verminderten Selektionsdrucks in diesem Bereich gibt es
auch unter nahe verwandten Mitgliedern in den meisten Féllen deutliche
Sequenzunterschiede. Diese Strategie sollte gewdhrleisten, dass die Expression jedes
einzelnen Mitglieds untersucht wird.

3.1.1.1 Auswahl der Sondenbereiche

Anhand eines Datenbankvergleichs wurde die Spezifitit der Sonde mit der des
korrespondierenden cDNA-Klons des Gens AtMDR4 verglichen. Dabei unterschied sich die
Anzahl der homologen Sequenzen erheblich (Abbildung 3.1). Geht man davon aus, dass im
Experiment bei einer Homologie von mehr als 70% iiber mindestens 70bp eine
Kreuzhybridisierung stattfinden kann, so findet man fiir den cDNA-Klon 178K23 (650bp) des
Gens AtMDR4 sechs weitere Kandidaten, mit denen eine Kreuzhybridisierung potentiell
moglich ist. Als Basis fiir diese Suche wurde von MIPS eine Datenbank erzeugt, die nur aus
den kodierenden Bereichen, ohne die Introns, aller annotierten Gene besteht. Im Gegensatz
dazu findet man fiir die 177bp lange Sequenz aus dem 3°-UTR desselben Gens keine weiteren
moglichen Kreuzhybrisierungen (Abbildung 3.1).

Um zu zeigen, dass auch im Experiment die genspezifischen Sonden den cDNA-Klonen im
Bezug auf die Spezifitit iiberlegen sind, wurden beide Ansitze miteinander verglichen. Als
unabhingige Methode wurde die RT-PCR gewihlt, da sie eine spezifische und auch sensitive
Methode darstellt und zudem unabhéngig von Hybridisierungsbedingungen ist (2.12).
Zusitzlich zu dem bereits in Abbildung 3.1 gezeigten Gen AtMDR4 wurde noch AtPDRS
ausgewdhlt. Die Sonde zu diesem Gen ist ebenso absolut spezifisch. Der zugehorige cDNA-
Klon 43A12 hat zwei theoretische Kreuzhybridisierungen (Anghang 7.2).

Vergleicht man die absoluten Werte der Genaktivititen zwischen der spezifischen Sonde und
dem cDNA-Klon, so fillt auf, dass die Genaktivitit des cDNA-Klons fiir AtMDR4 in der
Wurzel das 20-fache der spezifischen Sonde betrdgt (Abbildung 3.2A und B). Die
Genaktivitdt des cDNA-Klons zu AtPDRS ist um den Faktor zwei erhoht (Abbildung 3.2 C
und D). Die Griinde fiir die erhdhte gemessene Genaktivitit der cDNA-Klone kdnnen zum
einen verdnderte Hybridisierungsbedingungen, abhingig von der Lénge und somit der
Schmelztemperaturen zwischen dem fixierten PCR-Produkts und der cDNA-Sonde sein, zum
anderen zeigt sich jedoch auch eine Abhingigkeit von der Anzahl der potentiellen
Kreuzhybridisierungen. In der RT-PCR wurden fiir das Gen AtMDR4 die Oligonukleotide
QPCR-ABC-K-f und QPCR-ABC-K-r eingesetzt und fiir das Gen AtPDRS QPCR-ABC-R-f
und QPCR-ABC-R-r (Sequenzen siche Anhang 7.3.1). Die mit dieser Methode bestimmten
Werte, die relativ zur detektierten Transkriptmenge des Gens in den unterschiedlichen
Organen sind, wurden in Abbildung 3.2 jeweils an die Genaktivitit der Wurzel angepasst.
Dabei zeigte sich, dass die relativen Expressionshéhen der RT-PCR den Genaktivitdten der
spezifischen Sonden entsprechen und die der cDNA-Klone davon sehr stark abweichen. Dies
zeigt, dass die Sonden ebenso spezifisch sind wie eine RT-PCR und besser geeignet sind als
cDNA-Klone.
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Kodierende Sequenz

5’ untranslatierter 3’ untranslatierter

Bereich Bereich
—
Sonde (177bp)

cDNA-Sequenz (650bp)

iGenbank—Suche x

cDNA-Klon(650bp) Sonde177bp
Gen Genname | Identitaten Gen Genname | Identitaten
At2g47000|] AtMDR4 641(100%) |At2g47000( AtMDR4 |177/177(100%)
At3g62150| AtMDR17 641(82%)
At1g02520] AtMDR8 647(78%)
At1g02530] AtMDR16 647(77%)
At4g01830] AtMDRS5 644(77%)
At4g01820] AtMDR3 644(76%)
At4g18050| AtMDRY | 612(71%)

Abb. 3.1:

Vergleich einer Genbanksuche zwischen einem ¢cDNA-Klon fiir AzMDR4 (178K23) und einer

spezifischen Sonde fiir dasselbe Gen (At2g47000). Grundlage der Datenbank waren die annotierten
kodierenden Bereiche ohne Introns (FASTA, MIPS). Schwarz: kodierende Sequenz des gesamten Gens; griin:

Sequenzbereich des gesamten cDNA-Klons.

A: Spezifische Sonde vs. RT-PCR

0,30 AtMDR4

C: Spezifische Sonde vs. RT-PCR
AtPDR8

0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Genaktivitat

Wurzel

Stangel

Blatt

Inflor

Schote

B: cDNA-Klon (178K23) vs. RT-PCR

5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

Wurzel

Genaktivitat

Stangel

AtMDR4

Blatt

Inflor

Schote

Wurzel

Stangel

Blatt Inflor Schote

D: cDNA-Klon (43A12) vs. RT-PCR
AtPDR8

5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

Genaktivitat

Wurzel

Stangel

Blatt Inflor Schote

Abb. 3.2: Vergleich der Genaktivititen von spezifischer Sonde, cDNA-Klon und quantitativer RT-PCR.
DerVergleich wurde fiir die beiden Gene AtMDR4 (A, B) und AtPDRS (C, D) durchgefiihrt. Die Genaktivititen
der spezifischen Sonden (A, C; schwarz) und der cDNA-Klone (B (178K23), D (43A12); grau) wurden jeweils
mit den relativen Expressionshohen der quantitativen RT-PCR verglichen (jeweils an die Genaktivitdt der Wurzel
angepasst; diagonal gestreift). Inflor: Infloreszenz = Bliitenstand.
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Deswegen wurden alle Sonden zu den ABC-Transporten nach dieser Strategie hergestellt.
Alle Sonden stammen aus dem Bereich des letzten Exons und des 3’ UTR, die in
Datenbankvergleichen darauthin untersucht wurden, dass keine bzw. mdglichst wenige
weitere Sequenzen mit hoher Homologie vorhanden sind. Die Oligonukleotide (Tabelle 3.1)
wurden ausgewihlt und mittels PCR, in der genomische DNA als Matrize eingesetzt wurde,
die genspezifischen Bereiche mit einer Lénge zwischen 148bp und 480bp amplifiziert
(Tabelle 3.2).

Tab. 3.1: Ausgewiihlte Oligonukleotide zur Amplifizierung der genspezifischen Bereiche. Angegeben sind
die Gennamen nach Sanchez-Fernandez et al. (2001), die Bezeichnungen der Oligonukleotide (abgeleitet von

den BAC-Nummern oder von vorldufigen Bezeichnungen) und die Sequenzen.

Forward-Primer Sequenz Reverse-Primer Sequenz
Bezeichnung Bezeichnung

AtMDR1 |rtpgp1-f atgcttagtacttactactttgg rtpgp1-r atcaaatctgaaacgtagttcc
AtMDR2 (rt227-f aacaaccttaaattaagtactatac  |rt227-r aaatttgggtgaaaatacatagc
AtMDR3 |rt7138a-f tagttgacaaacaattgttticc rt7138an-r ttaaattcgggagaaacgac
AtMDR4 [rt4411-f ttgatcttaattatctttttgtcc rt4411-r ttggatattcttgttttgaacac
AtMDR5 [rt7138b-f taattgacgcaaacatttattg rt7138b-r tcgtgtatgccaccattattc
AtMDR6 |rt4218b-f atcaactgatctaaaagagattgg rt4218b-r ttgcttacagaaactaaccgtgg
AtMDR9 |rtal123-f taattgaattctttgggtttgc rtal123o-r tcttgttcatatttgttgatcc
AtMDR10 |ABC_AC009398_f |ctcagatatgataagtgtaatacaa |ABC_AC009398_r |aatcgttacttttttttcccctc
AtMRP1 [rtmrp1-f tgtaaacgatgaaaggcttacactaa |rtmrp1-r aactctctttttcccaaaagaagc
AtMRP2 |rtmrp2-f tgtagataagttcatgttaaactagg [rtmrp2-r aagtaatttctctacttatcacg
AtMRP3 (rtu92-f gtttcgattgaagcaaagactc rtu92-r aagctataaactaagaacaaaagc
AtMRP4 |rt2584-f aatatgaatcttttacgccg rt2584-r ttgtttgaagtatagtgagcg
AtMRP5 [rt2411-f ctggaatccctgaattatgatcc rt2411-r tgttcgacagaagagatttaaacc
AtMRP7 |rtap375c-f ttgccttgtcgtgtttgtttcag rtap375c-r aaaagagtttcatcgtgaagttcc
AtMRP8 |[rtap375b-f aagaagctgatagaatcaaagatcc |rtap375b-r taagtctatcacgatattggagcc
AtMRP11 |rt6225n-f aactttttcaagctttgtca gagce rt6225n-r tctcagttctcaatcaccatcg
AtMRP12 [ABC_AC009917_f3 |[agagggaatggaatgagtcaag ABC_AC009917_r |ttgaaacaatcaaatatattgttagc
AtPDR1 |rtpdr2-f ccaacaacgatagggtgtagttg rtpdr2n-r ctccccacaatctattgtgttg
AtPDR3 [rt4680-f gaagataaaaaaagtcctgtggg rt4680-r ctataaaaccctaattagagc
AtPDR4 |[rtpdr1-f ccagagaagatgatggattgattac [rtpdri-r cacaacacaagcttttattgatccc
AtPDR5 |rt5896-f tcaaaaacgatg atcaatcaaa ttc [rt5896-r gcaaaggtttactcaattctc
AtPDR6 [rt6919-f ccaaagaaggtgaagaaaac rt6919-r gcatataccaagtatgaataagg
AtPDR7 |rt7591-f tagataaccactatacactctg rt7591o-r ttcttctetgtttttgattge
AtPDR8 [rt7258n-f aacttccagaccag ataaaacc rt7258p-r aaatggactttgagggatttgtgg
AtPDR9 |ABC_AL132966a_f |gattcttgaaagactattttgga ABC_AL132966a_r |cccatttttcttgatttgaagg
AtAOH1 |ABC_AC002339_f |attctatggcaggaatcgg ABC_AC002339_r |gcattctcttatttcgaatttag
AtTAP1 rt10796-f acgatgccgtcttatgattgatcc rt10796-r aacaggaaatatagaaacggcagg
AtWBC3 |rt5851-f tagaaatttgggtagataacacc rt5851-r attcatacaatcaaatcatacacg
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3.1.1.2 Spezifitit der ABC-Transportersonden

Nach Abschluss des Sequenzierungsprojektes von Arabidopsis thaliana wurde die Spezifitit
nochmals iiberpriift, um auszuschlieBen, dass neue annotierte Sequenzen dem Kriterium der
Kreuzhybridisierung entsprechen konnten. Diese Untersuchung wurde von MIPS
automatisiert und dort durchgefiihrt.

Die Datenbankvergleiche wurden mit Hilfe des FASTA-Algorithmus gegen die kodierenden
Sequenzen durchgefiihrt. Besonders markiert werden sollten die Sequenzen, die eine
Homologie iiber 70% und iiber 70bp hatten. Da die kodierenden Sequenzen zusétzlich am 5°-
und am 3’-Ende 500bp der genomischen Sequenz beinhalteten, kam es bei dem
automatisierten Datenbankvergleich zu Angaben von Kreuzhybridisierungen, die aber bei
ndherer Betrachtung der Abstinde der Gene sehr unwahrscheinlich sind. Dazu wurden, wenn
moglich, mit Hilfe angegebener cDNA-Klone das Transkriptende des benachbarten Gens
bestimmt und der Abstand zur Sonde genau determiniert. Ebenso wurden angegebene
Kreuzhybridisierungen mit anderen Genen daraufhin untersucht, inwieweit der
Transkriptbereich des angegebenen Gens tatsdchlich betroffen war. Zum anderen wurde der
Datenbankvergleich gegen die genomischen Sequenzen durchgefiihrt, um auszuschliefen,
dass noch nicht annotierte Bereiche oder fehlerhafte Annotierungen dazu fithren, dass
potentielle Kreuzhybridisierungen iibersehen werden. Durch die anschlieBende Uberpriifung
der FASTA-Ergebnisse konnten einige der angegebenen Kreuzhybridisierungen
ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst und detailliert
im Anhang dargestellt (Anhang 7.1.1).

Nach Uberpriifung der FASTA-Ergebnisse, gibt es fiir vier Gene potentielle
Kreuzhybridisierungen, die zwischen 70% iiber 179bp und 79% tiiber 79bp liegen. Dies
betrifft die Gene AtMDR10, AtMRP12, AtPDR9 und AtPDRG6 (Tabelle 3.2 und Anhang 7.1.1).
Die Homologien bestehen jeweils zu anderen ABC-Transportern. Im Experiment konnte die
Kreuzhybridisierung fiir A#MDR10 ausgeschlossen werden. Die bestehende Homologie von
73% tiber 235bp zu AtMDR?2 fiihrte nicht zu einem gleichen Expressionsmuster. Wahrend
AtMDR?2, dessen Sonde spezifisch ist, sowohl in Bliiten als auch in Schoten detektiert wurde,
konnte fiir AtMDR 10 die Expression nur in der Schote nachgewiesen werden (Abbildung 3.8).

Eine fiinfte Sonde, zugehorig zu AtMDRY, weist laut der FASTA-Analyse eine
Kreuzhybridisierung mit einem benachbarten Gen auf. Die beiden offenen Leserahmen haben
einen Abstand von 253bp. Der ¢cDNA-Klon des benachbarten Gens (At4gl18060) und die
Sonde fiir AtMDR?Y iiberlappen mit 39bp zu 100%. Da der Bereich sehr kurz ist, sollte bei
stringenten Hybridisierungsbedingungen keine Kreuzhybridisierung auftreten.

Alle anderen 23 Sonden wiesen keine weiteren Homologien iiber 70% und 70bp auf.
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Tab. 3.2: Untersuchte ABC-Transporter auf dem Detox-Array. Angegeben sind die Gennamen nach
Sanchez-Fernandez et al. (2001); die Kurzbezeichnungen (Bez.); der offizielle MIPS-Code; die urspriinglichen
BAC-Namen angelehnt an MIPS (M) mit der Ausnahme von zwei Genen, die nach Angaben von NCBI benannt
wurden; die BAC Accession-Nummer und die Sondenldnge. Zusitzlich wurden die potentiellen
Kreuzhybridisierungen mit Genen der eigenen Genfamilie (EGF) und mit Genen anderer Genfamilien (FGF)
zusammengefasst.

Gennamen |Bez. MIPS-Code|BAC-Name (M)[BAC-Acc.|Sondenldange|x mit EGF|x mit FGF
AtMDR1 ABC-H [At2g36910 [T1J8.9 AC006922 174 - -
AtMDR2 ABC-J |At4g25960 |[F20B18.70 AL049483 197 - -
AtMDR3 |ABC-G |At4g01820 |T7B11.8 AC007138 181 - -
AtMDR4 |ABC-K |At2g47000 |F14M4.17 AC004411 177 - -
AtMDR5 |ABC-l |At4g01830 |T7B11.9 AC007138 168 - -
AtMDR6  |ABC-L |At2g39480 [F12L6.14 AC004218 198 - -
AtMDR9  |ABC-T |At4g18050 |F15J5.20 AL110123 169 - X
AtMDR10 |ABC-AB |At1g10680 |[F20B24.12 AC009398 345 X -
AtMRP1 ABC-N |At1g30400 |[T4K22.12 AC025295 148 - -
AtMRP2 |ABC-M |[At2g34660 |T29F13.13 AC003096 166 - -
AtMRP3  |ABC-P |At3g13080 |MJG9.2 AP000375 165 - -
AtMRP4 |ABC-Q |At2g47800 |[F17A22.19 AC005309 177 - -
AtMRP5 |ABC-O |[At1g04120 |F20D22.11 AC002411 212 - -
AtMRP7 |ABC-W |At3g13100 [MJG19.5(NCBI) |AP000375 201 - -
AtMRP8 |ABC-V |At3g13090 [MJG19.4(NCBI) |AP000375 301 - -
AtMRP11 |ABC-U [At2g07680 |T5E7.1 AC006225 230 - -
AtMRP12 |ABC-AD |At1g30420 |F26G16.1 AC009917 248 X -
AtPDR1 ABC-A |At3g16340 |T02004.17 AC001645 154 - -
AtPDR3 ABC-E |At2g29940 |[F23F1.14 AC004680 170 - -
AtPDR4 ABC-B |At2g26910 [F12C20.5 AC005168 176 - -
AtPDR5 ABC-D [At2g37280 [F3G5.7 AC005896 189 - -
AtPDR6 ABC-F |At2g36380 [F1011.1 AC006919 184 X -
AtPDR7 ABC-S [At1g15210 |F9L1.15 AC007591 175 - -
AtPDRS8 ABC-R |At1g59870 |[F23H11.19 AC007258 239 - -
AtPDR9 ABC-AE [At3g53480 |F4P12.180 AL132966 480 X -
AtAOH1 ABC-Z |At2g41700 |[T11A7.20 AC002339 344 - -
AtTAP1 ABC-X [At1g70610 |[F5A18.21 AC010796 199 - -
AtWBC3 |ABC-Y |At2g28070 |[F24D13.14 AC005851 209 - -

3.1.1.3 Genfamilien des Detox-Arrays

Die auf dem Detox-Array vertretenen Genfamilien sind vermutlich an der Detoxifizierung von
Xenobiotika beteiligt. Die Sonden fiir die drei anderen Genfamilien wurden von
Kooperationspartnern nach den gleichen Kriterien hergestellt wie die Sonden der ABC-
Transporter.

Die Genfamilie der Cytochrom P450 Monooxygenasen ist mit einer Auswahl von 65
genspezifischen Sonden vertreten, die von Danicle Werck-Reichhart aus Strasbourg kloniert
wurden. Felix Mauch aus Fribourg stellte 62 genspezifische Sonden zur Verfiigung, die die
Genfamilien der Glutathion-abhingigen Enzyme komplett abdecken. Auch die Genfamilie der
UDP-Glycosyltransferasen ist nahezu vollstindig mit 115 genspezifischen Sonden auf dem
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Array vertreten. Diese Sonden wurden von Sigrun Wegener und Oliver Thulke (GSF,
Miinchen) hergestellt. Die FASTA-Analysen zur Uberpriifung der Spezifitit dieser Sonden ist
hier nur fiir diejenigen durchgefiihrt worden, die nach Xenobiotika-Behandlung deutliche
Verschiebungen der Transkriptmenge anzeigten. Eine Zusammenfassung ist der Tabelle 3.4
zu entnehmen und eine detaillierte Darstellung dem Anhang (7.1.2-7.1.4).

Somit bestand der Detox-Array zum Zeitpunkt der in dieser Arbeit dargestellten Versuche aus
270 genspezifische Sonden, die eine Untersuchung des Expressionsprofils dieser vier
potentiell am Detoxifizierungsmechanismus beteiligten Genfamilien ermdglichen.

Von Enrico Martinoia aus Neuchatel wurden 2 cDNA-Klone zur Verfiigung gestellt, die in
Einzelfdllen zu Vergleichszwecken herangezogen wurden.

3.1.2 Herstellung der genspezifischen Sonden

Bei der Herstellung der Sonden sollte zum einen ein Verfahren entwickelt werden, mit dem
die Sonden in einem Hochdurchsatzverfahren hergestellt werden konnen. Dabei sollte die
Herstellung moglichst effizient durchfiihrbar und die Ausbeute der PCR sollte moglichst
konstant sein. Die Ubertragung der PCR-Produkte auf die Membran und deren Hybridisierung
sollte Signale ergeben, deren Qualitdt eine zuverldssige Auswertung ermoglichte.

3.1.2.1 Herstellung im Hochdurchsatzverfahren und Qualitiitskontrolle

In Abbildung 3.3 ist die Herstellung der Sonden, die letztendlich auf die Mebranen iibertragen
wurden, schematisch dargestellt. Die genspezifischen PCR-Produkte wurden in den pGEM-T
Easy Vektor (Promega) kloniert. Dadurch konnte die Amplifizierung aller Sonden mit nur
einem Oligonukleotidpaar (M13(22)-f und M13(25)-r) in einer einzigen PCR-Reaktion
(,,Erste Runde®) durchgefiihrt werden. Nach der Kontrolle in einem Agarosegel und einer
Verdiinnung wurden diese PCR-Produkte wiederum als Matrize verwendet. Die
Oligonukleotide T7 und Sp6 wurden in der ,zweiten Runde* verwendet (2.11.3) (alle
Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang unter 7.3.5 aufgefiihrt). Diese
Oligonukleotide sind ebenfalls vektorspezifisch, aber in Richtung des einklonierten Fragments
eingeriickt (,,nested” PCR). Die so amplifizierten genspezifischen Sonden, wurden
konzentriert und gereinigt und nochmals auf einem Agarosegel liberpriift (Abbildung 3.2).

Dieses Verfahren hatte mehrere Vorteile:

1.) Durch die Verdiinnung der PCR-Produkte aus der ,ersten Runde* konnte diese
mehrfach in der ,,zweiten Runde* eingesetzt werden.

2.) Die Amplifizierung aller Sonden erfolgte in beiden Runden jeweils mit nur einem
Oligonukleotidpaar in einer gemeinsamen PCR-Reaktion.

3.) Die Ausbeute der PCR-Produkte wurde dadurch erhoht und war gleichméafBiger als
nach der ,,ersten Runde* PCR.

4.) Eine Kontamination benachbarter Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden so
weitgehend vermieden.

5.) Alle PCR-Produkte enthalten eine gemeinsame Sequenz, die eine Hybridisierung mit
einem Oligonukleotid ermoglicht, um die Qualitdit und Quantitdt der PCR-
Produkte auf der Membran zu tiberpriifen.
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Abb. 3.3: Prinzip der Herstellung genspezifischer Sonden. Nach der Subklonierung des genspezifischen
PCR-Produkts, fanden zwei Runden PCR statt, die eine gleichméBig hohe Ausbeute an PCR-Produkten
ermdglichte. Diese sind im unteren Teil der Abbildung, exemplarisch fiir eine Mikrotiterplatte nach der ,,zweiten
Runde* PCR gezeigt (invertierte Darstellung der Ethidiumbromid-Fluoreszenz).

3.1.2.2 Qualitiitsvergleich der PCR-Produkte

Um eine gleichbleibende Qualitit der auszuwertenden Signale zu gewéhrleisten, wurde der
Einfluss des PCR-Reaktionspuffers und der Reinigungsmethode der Sonden untersucht.
Neben dem Taqg-Polymerase-Puffer von Appligene (A) wurde auch der Puffer von Hybaid (H)
getestet. Der Unterschied der Puffer bestand im Wesentlichen in der Konzentration der
Detergenzien. Wiahrend der Appligene-Puffer 0,1% Triton X-100 enthédlt, betrdgt die
Konzentration fiir Tween 20 in dem Hybaid-Puffer nur 0,01%. Jedes der drei PCR-Produkte
wurde je viermal mit einem der beiden 10x Reaktionspuffer hergestellt und diese dann mit
vier verschiedenen Methoden gereinigt und konzentriert (sieche 2.11.3.4 und Abbildung 3.4).
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Abb. 3.4: Qualititsvergleich der PCR-Produkte drei verschiedener genspezifischer Sonden (A, B und C,
je doppelt aufgetragen). Nach Amplifizierung in Appligene-Puffer (A) und in Hybaid-Puffer (H) und nach
Konzentration mit vier verschiedenen Methoden: 1. Filtration iiber MultiScreen PCR®-Platten (Millipore) und
Resuspension in Array-Link-Puffer (GeneScan) (AL). 2. Filtration iiber MultiScreen PCR®™ -Platten (Millipore)
und Resuspension in bidest. Wasser (W). 3. Eintrocknung unter Vakuum und Aufnahme in bidest. Wasser (V).
4. Reinigung tiber ,, QIAquick PCR Purification Kit“ und Aufnahme in EB-Puffer (PP) (2.11.3.4). PCR-Produkte
wurden auf Membran {ibertragen und mit radioaktiv markiertem T7-Oligonukleotid hybridisiert. Eingekreist sind
Beispiele von PCR-Produkten mit schlechter Qualitét.

Es zeigte sich, dass die Qualitit der Signale sehr stark von dem Detergenziengehalts des PCR-
Reaktionspuffers abhing. So sind bei den PCR-Produkten, die mit Appligene-Puffer
hergestellt und entweder iiber die MultiScreen PCR® -Platte (Millipore) filtriert und mit
bidest. Wasser resuspendiert oder unter Vakuum getrocknet und in bidest. Wasser gelost
wurden, entweder verlaufene oder doppelte Signalpunkte zu erkennen. Solche Signale zeigten
sich auch in schwicherer Form bei den in Appligene-Puffer hergestellten PCR-Produkten, die
nach der Filtration in der MultiScreen PCR® -Platte (Millipore) in Array-Link-Puffer
(GeneScan) aufgenommen wurden oder bei den PCR-Produkten, deren Reaktion in Hybaid-
Puffer stattfand und lediglich nach Trocknung in geringerem Volumen bidest. Wasser
aufgenommen wurden. Deutliche Qualitétssteigerung der Signale sind bei den PCR-Produkten
zu erkennen, die unabhingig vom verwendeten Puffer mit dem ,, QIAquick PCR purification
Kit* gereinigt wurden. Hierbei kommt es durch die spezifische Bindung der DNA an die
Silica-Matrix auch zu einer Abtrennung der Detergenzien. Gleiche Qualitdt der Signale sind
bei der Verwendung von Hybaid-Puffer und der Filtration iiber die MultiScreen PCR®-Platte
(Millipore) zu erkennen, jedoch unabhidngig davon, ob in Wasser oder in Array-Link-Puffer
resuspendiert wurde.

Obwohl die Signale nach der Aufreinigung mit dem ,, QIAquick PCR purification Kit*
unabhingig vom verwendeten Puffer sehr gut waren, wurde sich fiir das weitere Vorgehen
gegen dieses Verfahren entschieden, da es sehr zeit- und kostenaufwendig ist, die PCR-
Produkte im 96er Mikrotiterplattenformat mittels dieser Methode zu reinigen und zu
konzentrieren. Es wurde sich grundsitzlich gegen die Verwendung des Appligene-Puffers
entschieden und nur noch der Tag-Polymerase-Puffer von Hybaid verwendet. Die
Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte iiber die MultiScreen PCR" -Platten (Millipore) und
aus denen sie dann mit bidest. Wasser resuspendiert wurden.
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3.1.3 Normalisierungsstrategie der erhobenen Daten

Ein grundsétzliches Problem der Arrays ist, dass die iibertragenen DNA-Mengen des gleichen
PCR-Produkts zwischen den Membranen variiert. Da die Signalintensititen zum einen von
der iibertragenen DNA-Menge abhingen [Kloska, not published #557] und zum anderen die
Signale mindestens zweier verschiedener Membranen miteinander verglichen werden, stellte
dies ein Problem dar. Am MPI fiir Molekulare Pflanzenphysiologie (Golm) wurde fiir diesen
Zweck die ,,Haruspex“-Datenbank entwickelt. Um Verrechnungen iiber die Datenbank laufen
lassen zu konnen, miissen zundchst die Daten einer Referenzhybridisierung mit dem
Oligonukleotid T7 aufgenommen werden. Nach Entfernen der Oligonukleotide wird auf der
gleichen Membran die komplexe Hybridisierung durchgefiihrt (Abbildung 3.5). Die Daten
beider Hybridisierungen werden in der Datenbank miteinander verrechnet (,,volle
Normalisierung®). Werden diese Ergebnisse von zwei zu vergleichenden Behandlungen
miteinander verrechnet, so haben die Unterschiede der aufgetragenen DNA-Mengen keinen
malgeblichen Einfluss auf das Ergebnis (2.11.5-2.11.7).
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Abb. 3.5: Filter mit aufgetragenen PCR-Produkten nach Durchfitlhrung der Hybridisierungen. A:
Referenzhybridisierung mit radioaktiv markiertem Oligonukleotid (2.11.5); B: Komplexe Hybridisierung mit
radioaktiv markierter cDNA aus Blattmaterial. (2.11.6). Positionen A-H und 1-12 entsprechen den Positionen der
Mikrotiterplatte, aus denen die PCR-Produkte stammen. In dem ,,Subgrid* sind jeweils die PCR-Produkte aus 4
Mikrotiterplatten je zweimal aufgetragen. Die mittlere Position jedes ,,Subgrids“ bleibt ohne PCR-Produkt und
dient zur Verrechnung des Lokalen Hintergrunds.
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Um die Reproduzierbarkeit der Hybridisierungen und den  Einfluss der
Normalisierungsstrategie iiber die ,,Haruspex“-Datenbank zu untersuchen, wurden die
Signalintensititen von zwei Filtern miteinander verglichen, mit denen zundchst eine
Referenzhybridisierung und anschlieBend eine komplexe Hybridisierung von zwei
unabhingigen Blatternten durchgefiihrt wurde. Fiir die Darstellungen in Abbildung 3.6
wurden 125 Gene ausgewihlt, deren Signalintensitit in allen Fillen deutlich iiber dem lokalen
Hintergrund lagen.

Gegeneinander aufgetragen in Abbildung 3.6 sind jeweils die Genaktivititen der 125
ausgewihlten Gene aus zwei verglichenen Datensdtzen. Angegeben wird jeweils die
Gleichung der Regressionsgeraden und das Bestimmtheitsmaff (R?). Ist die Steigung der
Regressionsgeraden gleich ,,eins®, so sind die gemessenen Genaktivititen beider Datensétze
gleich. Abweichungen entstehen zum Beispiel durch unterschiedliche Effizienz der
radioaktiven Markierungen. Das Bestimmtheitsmall ist ein Mal} fiir die Streuung zweier
Datensétze von der Regressionsgeraden. Ist das Bestimmtheitsmal} gleich ,,eins®, so liegen die
verglichenen Genaktivitdten derselben Signalpunkte von zwei verschieden Datensédtzen alle
auf der Regressionsgeraden. Abweichungen sind in diesem Fall ein Zeichen fiir
unterschiedlich aufgetragene DNA-Mengen.

In den Diagrammen A und E der Abbildung 3.6 wurde zunichst die Reproduzierbarkeit der
doppelt aufgetragenen PCR-Produkte auf demselben Filter miteinander verglichen. Da
samtliche versuchsabhingigen Parameter filir die benachbarten Punkte konstant sind, sind die
Abweichungen des Bestimmtheitsmalles von dem Wert Eins nur auf die Fluktuation der
Auftragsvolumina der PCR-Produkte auf die Membran zuriickzufiihren. Obwohl die
Ubertragung derselben PCR-Produkte auf die benachbarten Positionen mit derselben Nadel
des 96er Stempels erfolgt (2.11.4.1), betrigt das Bestimmtheitsmall fiir die beiden
Referenzhybridisierungen nur 0,9 und fiir die komplexen Hybridisierungen 0,92. Die Steigung
der Trendlinie, ein Mal} fiir die Korrelation der Genaktivititen beider Datensétze, ist
erwartungsgeméal nahezu gleich eins.

Betrachtet man jeweils nur einen Punkt der doppelt aufgetragenen PCR-Produkte, aber auf
zwei unterschiedlichen Filtern (Diagramme B und F, Abbildung 3.6), so ergeben sich
Abweichungen fiir die Steigung der Trendlinie, da die Gesamtintensititen der beiden
Hybridisierungen voneinander abweichen. Das Bestimmtheitsmal der komplexen
Hybridisierung vermindert sich auf 0,84. Zusétzlich zu der Varianz der aufgetragenen PCR-
Produktmenge, addiert sich hier der Effekt der Effizienz der radioaktiven Markierung der
cDNA.

Das Bestimmtheitsmal3} wird durch den doppelten Auftrag der PCR-Produkte auf einen Filter
und der Berechnung der Mittelwerte verbessert (Diagramme C und G). Da diese Mallnahme
jedoch keinen Einfluss auf die radioaktive Gesamtaktivitit der einzelnen Hybridisierungen
hat, bleibt die Steigung der Trendlinie dhnlich wie in den Diagrammen B und F.

Die interne Normalisierung, die in der Datenbank ,,Haruspex* automatisch erfolgt (2.11.7),
beinhaltet die Verrechnung des lokalen Hintergundwertes, sowie die Division jedes einzelnen
Punktes durch den Mittelwert der Signalintensitit aller Punkte. Aulerdem wird der Mittelwert
der doppelt aufgetragenen PCR-Produkte gebildet (Diagramme D und H). Da durch diese
Verrechnung Unterschiede in der Gesamtaktivitit beriicksichtigt werden, nédhert sich die
Steigung der Trendlinie wieder dem Wert Eins.
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Abb. 3.6: Reproduzierbarkeit und Einfluss der Normalisierungsstrategie. Vergleich

Hybridisierungen anhand einer Auswahl von 125 Genen (A-D: Referenzhybridisierung; E-H: Komplexe
Hybridisierung). Vergleich der Intensititen der doppelt aufgetragenen PCR-Produkte auf einem Filter (A;E),
Intensitdten je einer Position im Vergleich von zwei Filtern (B,F), berechnete Mittelwerte der doppelt
aufgetragenen PCR-Produkte auf zwei Filtern (C;G), Vergleich der intern normalisierten Werte (D;H),
vollstindig normalisierte Werte von zwei Filtern (I). F1: Filterl; F2: Filter2; A1 und B1: jeweilige Positionen der
doppelt aufgetragenen PCR-Produkte; R%:Bestimmtheitsmal.
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Dem Phénomen, dass die Signalintensitidt von der Menge der aufgebrachten PCR-Produkte
abhéngig ist (Diagramme A und E), kann durch die vollstindige Normalisierung Rechnung
getragen werden (2.11.7). In diesem Schritt erfolgt die Division der intern normalisierten
Werte der komplexen Hybridisierung durch die der Referenzhybridisierung. Unterschiede in
den aufgetragenenen DNA-Mengen werden dadurch verrechnet. Dies zeigt sich deutlich in
Diagramm [ der Abbildung 3.6, in der die Genaktivititen der beiden Filter miteinander
verglichen werden. Die Steigung der Trendlinie ndhert sich dem Wert Eins und auch das
Bestimmtheitsmal steigt von 0,86 (Diagramm H) auf 0,91.

Die genauere Betrachtung zweier komplexer Hybridisierungen macht deutlich, dass die
doppelte Auftragung der PCR-Produkte auf eine Membran und der Bezug auf eine
Referenzhybridisierung erheblich zur Reproduzierbarkeit der Versuche beitrdgt. Da hier nur
die Summe fiir 125 Gene betrachtet wurde, kann dies im Einzelfall, in dem die aufgetragene
DNA-Menge tatsdchlich hohen Schwankungen unterlag, eine noch hohere Bedeutung haben.
Daher wurden alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche mittels dieser
Normalisierungsstrategie ausgewertet. Zusétzlich wurden alle Experimente in drei
unabhingigen Versuchsansétzen wiederholt.

3.1.4 Sensitivitiat des Detox-Arrays

Die Qualitdt eines DNA-Arrays ist neben der Spezifitit (siche 3.1.1.2) auch von der
Sensitivitdt des Systems abhdngig. Um diese messen zu konnen, wurden zusétzlich zu den
spezifischen Gensonden auch Sonden hergestellt, die die Transkripte einer synthetischen RNA
detektieren konnen. Zu der von Applied Biosystems vertriebenen synthetischen RNA pAW109
wurden drei Sonden hergestellt, die 100, 200 und 300bp lang waren. Diese ausgewéhlten
Langen decken im Wesentlichen den Bereich ab, der auch fiir die genomischen Sonden
verwendet wurde. Diese Sonden wurden ebenfalls in den Vektor pGEM T-Easy kloniert und
zusammen mit den genomischen Sonden amplifiziert und auf die Nylonmembranen
iibertragen.

Um unter realen Testbedingungen zu arbeiten wurden unterschiedliche Mengen an pAW109-
RNA zur pflanzlichen RNA zugegeben (2.11.6). Dieser Versuch wurde von Matthias
Affenzeller in unserem Labor durchgefiihrt. Die Auswahl der zugegebenen Mengen erfolgte
aufgrund folgender Uberlegungen:

Geht man davon aus, dass 2% der Gesamt-RNA messenger-RNA ist, so ist in 30ug Gesamt-
RNA 600ng mRNA enthalten. Sind von den 25.000 Genen in Arabidopsis thaliana ca. 1/3 der
Gene zu einem bestimmten Zeitpunkt aktiv, so gibt es ca. 10.000 unterschiedliche
Transkriptspezies in der mRNA. Bei einer durchschnittlichen Transkriptlinge von 1200b
enthalten die 600ng mRNA ca. 1x10'? Transkripte. Somit ergeben sich pro durchschnittlich
transkribiertem Gen ca. 1x10’ Transkripte. Um die Nachweisgrenze zu untersuchen, wurden
von der synthetischen RNA zu drei verschiedenen RNA-Priparationen 20x10°, 50x10° und
100x10° Transkripte zugegeben. Nach Auswertung der komplexen Hybridisierung ergab sich
fiir die Genaktivititen der drei verschiedenen Transkriptmengen und der drei verschiedenen
Langen der Sonden das in Abbildung 3.7 gezeigte Bild.
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Abb. 3.7: Abhiingigkeit der Signalstirke von Transkriptmenge und Sondenlinge. 20x10°, 50x10° und
100x10° Kopien der synthetischen RNA pAWI109 (Applied Biosystems) wurden zu 30pg Gesamt-RNA
zugegeben und die Genaktivitdten der drei 100, 200 und 300bp langen Sonden ermittelt (2.11.6) (Durchfiihrung
des Versuchs: Matthias Affenzeller).

Unabhingig von der Linge der Sonde, konnten 50x10° Kopien der synthetischen RNA
nachgewiesen werden, wihrend der Nachweis von 20x10° Kopien nicht reproduzierbar war.
Der Nachweis von 50x10° Kopien der synthetischen RNA erfolgte nach Zugabe zu
1x10"* Transkripten mRNA, so dass die Detektionsgrenze bei 1/20.000 liegt. Eine
Abhingigkeit der Signalstirke von der Sondenldnge, zeigte sich nur zwischen 100bp und
200bp. Durch die Verlidngerung der Sonde um weitere 100bp konnte keine Verstidrkung des
Signals mehr beobachtet werden.

3.2 Organspezifische Expression der ABC-Transporter

Von den 28 ABC-Transportern, die auf dem Detox-Array vertreten sind, wurde zunéchst die
organspezifische Expression untersucht. Die Kenntnis der organspezifischen Expression jedes
einzelnen ABC-Transporters stellt eine wichtige Basis flir alle sich anschliefenden
Funktionsuntersuchungen dar. Um einen moglichst guten Uberblick zu bekommen, wurde die
Expression der 28 ABC-Transporter in den fiinf Organen Blatt, Bliitenstainde, Wurzel, Schote
und Sténgel untersucht. Das dafiir verwendete Pflanzenmaterial stammte aus hydroponischen
Kulturen (2.11.1). Die Blitter und Wurzeln wurden nach 21 Tagen geerntet. Bliitenstdnde und
Stangel nach 5 Wochen und Schoten nach 6 Wochen. Die Durchfiihrung dieses Versuchs
erfolgte zusammen mit Matthias Affenzeller.

Von den 28 untersuchten ABC-Transportern, konnten 27 auf Transkriptebene in mindestens
einem der untersuchten Organe nachgewiesen werden, sechs davon in allen fiinf Organen.
Auffallig ist, dass 25 in der Wurzel nachgewiesen werden konnten, wihrend im Gegensatz
dazu nur sieben im Blatt detektiert wurden. Die anderen drei Organe sind mit 11 Nachweisen
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im Stingel, 13 in der Blite und 14 in der Schote mittelmaBig hdufig vertreten.
Moglicherweise spielt hier eine Rolle, dass in der Wurzel die Gene mit sehr hohen
Transkriptmengen wie Ribulosebisphosphat-Carboxylase und Gene des
Lichtsammelkomplexes nicht vorhanden sind. Aufgrund der verminderten Konkurrenz
konnen andere Transkripte in der Wurzel leichter nachgewiesen werden. Dieser Punkt liefert
aber nicht nur in diesen Experimenten ein moglicherweise verzerrtes Bild der
organspezifischen Expression, sondern ebenso in konventionellen Methoden wie Northern-
Blot und RT-PCR.

Neun Mitglieder der Subfamilie MRP waren in dieser Untersuchung eingeschlossen, die alle
in mindestens einem der Organe nachgewiesen werden konnten. Die hochste Expression
wurde fiir AtMRP12 in der Wurzel detektiert, die dort ca. 10 mal héher war als in den anderen
Organen und als die durchschnittlich detektierte Transkripthohe der anderen MRP-Mitglieder.
Fiir diese Sonde gibt es allerdings eine potentielle Kreuzhybridisierung mit AtMRP13, die mit
88% tiber 197bp auch relativ hoch ist (Tabelle 3.1; Anhang 7.1). Ungeféhr fiinfmal héher war
die Expression von AtMRP5 in der Schote im Vergleich zu der ansonsten in dieser Subfamilie
im Durchschnitt detektierten Genaktivitdt (Abbildung 3.8A).

Wihrend alle untersuchten Mitglieder dieser Subfamilie in der Wurzel detektiert werden
konnten, konnte die Expression im Blatt nur fiir AtzMRP12 gezeigt werden.
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Abb. 3.8: Organspezifische Expression und phylogenetischer Stammbaum der 28 untersuchten ABC-
Transporter. Die Zahlen geben einen relativen Wert zur Expressionshdhe an (Genaktivitédt; Berechnung siche
2.11.7). Je heller die Grauschattierung mit denen die Zahlen unterlegt sind, desto hoher die Expression. Schwarz:
keine Expression nachgewiesen. Die drei Subfamilien, von denen mehr als ein Mitglied untersucht wurde, sind
extra gekennzeichnet (MRP:multidrug resistance associated protein; MDR:multidrug resistance protein; PDR:
pleiotropic drug resistance). Die Standardabweichungen sind der Abbildung 7.1 im Anhang zu entnehmen.
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Von den untersuchten 9 Mitgliedern dieser Subfamilie wurden bereits 5 (AtMRPI-5)
experimentell in Northern-Experimenten oder mit Hilfe von Reportergen-Konstrukten
nachgewiesen (Gaedeke et al., 2001; Lu et al., 1998; Lu et al., 1997; Sanchez-Fernandez,
1998; Tommasini et al., 1998; Tommasini et al., 1997).
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Abb. 3.9: Bestitigung ausgewiihlter Ergebnisse mittels quantitativer RT-PCR. Die relativen Werte der
quantitativen RT-PCR (diagonal gestreift) wurden zur besseren Vergleichbarkeit an die Genaktivititen (schwarz)
der Wurzel angepasst. Genaktivititen geben Werte relativ zur Expressionshéhe an (Berechnung siehe 2.11.7).

Alle acht untersuchten Mitglieder der Subfamilie MDR sind in mindestens einem der flinf
Organe exprimiert. AtMDRI, dessen Expression bereits zuvor in Reportergen-Konstrukten
gezeigt wurde (Sidler ef al., 1998), konnte als einziger in allen fiinf Organen nachgewiesen
werden, wobei die schwiéchste Expression im Blatt und die hochste im Stingel zu finden war.
Allerdings sind die Expressionsunterschiede in Wurzel, Stingel, Bliite und Schote nur
minimal. In einer semi-quantitativen RT-PCR konnten die relativen Transkripth6hen in den
Organen im Wesentlichen reproduziert werden. Auch hier zeigte sich die niedrigste
Expression im Blatt und eine deutlich hohere Expression in den anderen vier Organen.
Allerdings konnte die hochste Expression im Stdngel hier nicht bestitigt werden (Abbildung
3.9). Neben AtMDRI konnte nur fiir AtMDRS5 die Expression im Blatt gezeigt werden. Auch
hier zeigte die RT-PCR, dass zumindest AtMDR4 ebenso im Blatt transkribiert wird. Dieses
Gen ist jedoch eindeutig am hochsten in der Wurzel exprimiert (Abbildung 3.2, 3.8 und 3.9).
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Die nahe verwandten Gene AtMDR2 und AtMDR 10 konnten nur in den Reproduktionsorganen
nachgewiesen werden.

Von den sieben untersuchten Vertretern der Subfamilie der PDR, konnte nur AtPDR3 in
keinem der untersuchten Organe nachgewiesen werden. Die sechs anderen sind in der Wurzel
transkribiert, wobei AtPDRS, AtPDR7 und AtPDRY relativ hoch in der Wurzel exprimiert
sind. AtPDR4 und AtPDRS konnten in allen Organen nachgewiesen werden, wobei AtPDR4
die hochste Expression in der Schote zeigte. Auch fiir diese beiden Gene konnten die relativen
Transkripthohen im Wesentlichen in einer semi-quantitativen RT-PCR reproduziert werden
(Abbildungen 3.9 und 3.2). Lediglich die hohe Expression von A4tPDR4 in der Schote konnte
mit der unabhéngigen Methode nicht bestétigt werden. 4tPDRI wurde, auller im Blatt, in
allen vier anderen Organen eindeutig transkribiert.

Die jeweils einer Subfamilie zugehorigen Gene, AtTAPI, AtWBC3 und AtAOHI, wurden
durchgehend in der Wurzel und in der Bliite exprimiert. A¢tTAPI und AtAOHI wurden
zusétzlich auch in allen drei anderen Organen nachgewiesen.

Expressionsmuster, die sich mit der Zugehorigkeit zu Subfamilien korrelieren lassen, lielen
sich nicht finden. Aber es gibt einige Beispiele von je zwei nahe verwandten Genen, deren
Expression in den Organen gleich ist. AtMDR2 und AtMDRI0 sind beide nur in den
Reproduktionsorganen detektiert worden. Kein anderes von den 28 Genen wurde
ausschlieBlich in Bliitenstdnden und Schoten nachgewiesen. AtMRPI und AtMRP2 wurden in
allen Organen aufler den Blittern nachgewiesen. Auch dieses Expressionsmuster ergab sich
nur fiir diese beiden Gene. AtMRP7 und AtMRPS8 und AtPDRS5 und AtPDR9 konnten jeweils
nur in den Wurzeln nachgewiesen werden, das trifft allerdings auch auf noch andere
untersuchte ABC-Transporter zu. Allerdings kénnen sich Expressionsmuster auch fiir nahe
verwandte Gene sehr wohl unterscheiden. 4tPDR7 und AtPDRS8 sind am gleichen Ast des
Stambaums angeordnet, trotzdem differiert hier das Expressionsmuster. Wahrend AtPDR7 nur
in der Wurzel nachzuweisen war, konnte 4tPDRS in allen Organen detektiert werden, wobei
die Expression in der Wurzel am hochsten war.

ABC-Transporter wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals in einer derart umfassenden
systematischen Art untersucht. Mit Hilfe der verwendeten genspezifischen Sonden konnten 27
Mitglieder der Superfamilie aus sechs Subfamilien auf Transkriptebene nachgewiesen werden.
Die Expression von 21 ABC-Transportern wurden ertmals in einem derartig umfassenden
Organ-Expressionsprofil gezeigt.

3.3 Induktionen nach Xenobiotika-Behandlung

Um die Reaktion der Pflanze auf die Einwirkung von fiir die Pflanzen fremden Substanzen
(Xenobiotika) zu untersuchen, wurden drei Substanzen ausgewdhlt, die sich sowohl in ihrer
Struktur, als auch in ihrer Wirkung auf die Pflanze unterscheiden. Dazu wurden zwei
Herbizide (Primisulfuron und Bromoxynil) und ein aus monokotylen Nutzpflanzen bekannter
»dafener (Benoxacor) ausgewihlt. Die Auswirkungen dieser Substanzen sollten sowohl auf
Transkriptebene als auch auf Proteinebene untersucht werden.
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3.3.1 Behandlung der Pflanzen

Fir die ausgewihlten Xenobiotika Primisulfuron, Bromoxynil und Benoxacor mussten
zunidchst die zu applizierenden Mengen an Arabidopsis thaliana ausgetestet werden. Die
eingesetzten Applikationsmengen sollten sublethal sein, aber dennoch, wenn mdglich, zu
einem spdteren Zeitpunkt Pflanzenschidden verursachen. Der Zeitpunkt der Materialernte
wurde nach den Vorversuchen so gewihlt, dass bis zur Ernte keine sichtbaren Schiden
auftraten (2.11.2).

Primisulfuron inhibiert die pflanzenspezifische Acetolactat-Synthase und verhindert dadurch
die Synthese der verzweigten Aminosduren. Eine Folge dessen ist die Beeinflussung des
Wurzel- und SproBwachstums. Bereits nach 1-2 Tagen ist die Schadigung an
Wachstumsstillstand, Absterben der terminalen Vegetationskegel, Anthocyanfiarbung und
Nekrosen sichtbar (Hock et al., 1995). Bei einer feldiiblichen Applikation werden 10-40g/ha
ausgebracht (Hock et al., 1995), das entspricht im Labormaflstab in etwa 1-4mg/m? In
Vorversuchen konnte beobachtet werden, dass das Wachstum bei einer Applikation von
750ug/m? nach 2-3 Tagen gegeniiber der Kontrolle eindeutig beeintrachtigt ist (siche
Abbildung 3.10; 2.11.2).

Das Herbizid Bromoxynil gehort zu der Klasse der Photosynthese-Inhibitoren. Dabei
konkurriert es mit dem Plastochinon Qg um die Bindungsstelle am D1-Protein, verhindert
dadurch den Elektronentransport und damit die Bildung von NADPH-Aquivalenten, sowie die
Photophosphorylierung. Durch die Behinderung des Elektronentransports werden die
Elektronen zundchst auf Chlorophyll und dann auf Sauerstoff iibertragen und es entstehen
reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Zusitzlich wird der Austausch des D1-Proteins (,, rapidly
turning over DI protein“) durch die Bindung des Herbizids gehemmt, was den natiirlichen
Reparaturmechanismus dieses Proteins unterbindet (Smeda & Vaughn, 1997). Die feldiibliche
Applikation liegt bei 400-600g/ha (Hock et al., 1995), das entspricht ca. 40-60mg/m?. Die in
den eigenen Versuchen applizierte Menge von 1,9mg/m? (2.11.2) fiihrte zu einer
unterschwelligen Photosynthesehemmung, was nach ca. 2-3 Tagen zu den dafiir typischen
Symptomen wie hellgriinen und weilen Chlorosen (Hock ef al., 1995) an den Blattern der
behandelten Pflanzen fiihrte (sieche Abbildung 3.10).

Von Benoxacor, ein in Mais-Kulturen angewendeter Safener, ist bekannt, dass durch die
Behandlung Cytochrom P450 Monooxygenasen und Glutathion-S-Transferasen induziert
werden und dadurch die Metabolisierung von Herbiziden beschleunigt wird. Auf dikotyle
Pflanzen hat diese Substanz keine Safener-Wirkung. Dennoch konnte interessanterweise in
Soja- und Fichtenzellkulturen durch Zugabe von Benoxacor die Aktivitit der 2,4,5-
Trichlorphenol-Glucosyltransferase induziert werden (Messner et al.,1996). Die feldiibliche
Applikationsmenge liegt bei 67g/ha (Hock et al., 1995), dies entspricht im Labormalstab
6,7mg/m?. Die auf die Pflanzen verteilte Menge entsprach 4,2mg/m? und verursachte, wie
erwartet, keine sichtbaren Schiden.

In Tabelle 3.3 sind die in einer Spriihapplikation aufgebrachten Mengen, zusammen mit den
Konzentrationen des Losemitttels und des Detergenzes dargestellt.



Ergebnisse 68

Typischer Blattschaden
einer Bromoxynil-behandelten
Pflanze

Kontrolle 0,75mg/m? Kontrolle 1,9mg/m?

Primisulfuron Bromoxynil

Abb. 3.10: Behandlung der Pflanzen mit den Herbiziden Primisulfuron und Bromoxynil. Gezeigt sind die
sichtbaren Schidden 3 Tage nach Behandlung mit den angegebenen sublethalen Applikationsmengen (Weiler
Balken = 1cm).

Tab. 3.3: Versuchsbedingungen und Zusammenfassung der applizierten Xenobiotika-Mengen. Die
Sprithapplikation der Pflanzen mit den Xenobiotika erfolgte 21d nach Aussaat mit 4ml der angegebenen
Losungen in einer 2500cm? groflen Wanne. Pflanzenmaterial wurde nach den angegebenen Zeiten geerntet
(2.11.2).

Herbizide Safener

Primisulfuron Bromoxynil | Benoxacor

Kontr. Beh. Kontr. Beh. |[Kontr. Beh.
Pflanzen / Topf [Anzahl] 10 10 10 10 10 10
Applikation - Versuch [mg/m?] # 0,75 # 1,9 # 42
Losemittel [%] 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Losemittel Aceton Acetonitril Acetonitril
Silwet L-77 [%] 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Inkubationszeit [h] 24+36 24+36 24 24 24 24

Die Ernte des Pflanzenmaterials erfolgte fiir alle Behandlungen in jeweils drei unabhédngigen
Versuchen nach 24 Stunden, zusidtzlich wurde in zwei voneinander unabhéngigen
Behandlungen mit Primisulfuron nach 36h Pflanzenmaterial geerntet.
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3.3.2 Induktionen auf Transkriptebene

Ein Hauptanliegen dieser Arbeit war, die Auswirkungen der Xenobiotika-Behandlungen auf
die Pflanzen zu untersuchen. Durch den FEinsatz des Detox-Arrays konnten die
Expressionsprofile der vier ausgewdhlten Genfamilien Cytochrom P450 Monooxygenasen,
UDP-Glycosyltransferasen, Glutathionabhéngige Enzyme und der ABC-Transporter
untersucht werden. Unter den auf die Behandlungen reagierenden Genen konnten sich auch
solche befinden, die an der Detoxifizierung dieser Substanzen beteiligt sind. Eine Reaktion
von ABC-Transportergenen konnte demnach auf die Beteiligung bei der Kompartimentierung
der Xenobiotikametabolite hinweisen.

Von den 270 Genen, die mittels spezifischer Sonden in diese Untersuchungen eingeschlossen
waren, zeigten insgesamt 59 Gene eine Reaktion in Form von deutlicher Induktion
(mindestens 2-fach induziert) oder Repression (mindestens um die Hélfte reduziert). Davon
reagierten 53 auf die Behandlung mit Primisulfuron und 7 Gene wurden in ihrem
Transkriptionsverhalten durch die Behandlung mit Bromoxynil verdndert (Tabelle 3.4). Fiir
kein Gen konnte eine Verdnderung der Transkription nach der Behandlung mit Benoxacor
nachgewiesen werden. Dies konnte darauf hinweisen, dass Benoxacor keine Auswirkung auf
die dikotyle Pflanze Arabidopsis thaliana hat. Aber es ist auch nicht auszuschlieBen, dass die
an monokotyle Pflanzen angelehnte Applikationsmenge fiir die dikotyle Modellpflanze zu
niedrig war, um Anderungen des Transkriptionsprofils detektieren zu konnen. Die verinderten
Gene nach Primisulfuron- und Bromoxynilbehandlung stammten aus allen vier Genfamilien.
Die beiden Behandlungen mit den sich in ihrer Struktur und in ihrem Angriffspunkt
unterscheidenden Herbizide induzierten jeweils spezifische Gengruppen. Nur das Glutathion-
S-Transferase Gen AtGSTU20 zeigte 36h nach Behandlung mit Primisulfuron und nach
Behandlung mit Bromoxynil eine deutliche Repression (Abbildungen 3.12 und 3.14).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Behandlungen beschrieben. Dabei wurde
bei der Behandlung mit Primisulfuron unterschieden, ob die Induktionen oder Repressionen
nur nach 24h (Abbildung 3.11) oder nur nach 36h (Abbildung 3.12) zu detektieren waren,
oder ob diese Verdnderungen zu beiden Zeitpunkten bestanden (Abbildung 3.13). Die
Verdnderungen durch die Behandlung der Pflanzen mit Bromoxynil sind der Abbildung 3.14
zu entnehmen. Die verdnderten Gene sind zugehdrig zu ihren jeweiligen Genfamilien in
separaten Diagrammen dargestellt. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist Tabelle 3.4 zu
entnehmen.

Von den 53 Genen, die sich nach Primisulfuronbehandlung in ihrem Transkriptionsniveau
verdandert hatten, waren 35 Gene nur nach 24h verdndert, sechs ausschlie8lich nach 36h und
12 Gene blieben zu beiden Zeitpunkten induziert bzw. reprimiert.

Von den 65 untersuchten Cytochrom P450 Monooxygenasen konnte fiir acht Gene
ausschlieBlich 24h nach Behandlung mit Primisulfuron (Abbildung 3.11A) eine Induktion
nachgewiesen werden. Da diese Induktion nach 36h nicht mehr bestand, handelt es sich hier
also um eine transient erhohte Expression der Gene. Die induzierte CYP76C2 wurde bereits in
anderen Untersuchungen mit Zelltod und Seneszenz assoziiert und gezeigt, dass die Induktion
bereits vor der Entwicklung der hypersensitiven Reaktion (HR), die sich in Pflanzen nach
Pathogenbefall entwickelt, erfolgte (Glazebrook, 2001; Godiard et al., 1998). Eine ebenfalls
transiente Induktion konnte fiir 7 der 115 untersuchten UDP-Glycosyltransferasen festgestellt
werden (Abbildung 3.11B). Auch zu diesen Genen ist die Funktion weitestgehend unbekannt.
Lediglich fiir UGT74F1 wurde gezeigt, dass das heterolog exprimierte Enzym Salicylsdure
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glucosyliert (Lim et al., 2001a). Drei Mitglieder, UGT84A2, UGTS89CI und UGT89B1, waren
zu diesem Zeitpunkt reprimiert. Von den 12 induzierten Glutathion-abhéngigen Enzymen
wurde bisher nur AtGSTF2 néher charakterisiert (Abbildung 3.11C). Dieses Enzym mit
nachgewiesener  Glutathion-S-Transferaseaktivitit gegeniiber CDNB  (1-chloro-2,4-
dinitrobenzene) und BITC (Benzylisothiocyanat) ist sowohl durch Herbizide (Metolachlor
und 2,4 Dichlorphenoxyessigsdure) als auch durch Signalmolekiile (Ethylen und Salicylsdure)
induzierbar (Wagner et al., 2001; Zajc et al., 1999; Zhou & Goldsbrough, 1993). Vier der 28
ABC-Transporter zeigten 24h nach Behandlung eine deutliche Induktion (Abbildung 3.11D).
Die vier Volllingen-Transporter AtAOHI, AtMRP4, AtMRP3 und AtPDRS8 gehoren zu drei
unterschiedlichen Subfamilien. Die Induktionen fiir AzPDRS und AtAOHI konnten anhand
einer semi-quantitativen RT-PCR bestétigt werden (siehe Tabelle 3.6). Wihrend AtAOH1 und
AtPDRS zum ersten Mal in Untersuchungen eingeschlossen wurden, wurden die anderen
beiden ABC-Transporter bereits in ersten Untersuchungen charakterisiert. So zeigte sich
AtMRP4 durch Menoadion, Benoxacor, Primisulfuron und IRL1803 induzierbar (Sanchez-
Fernandez, 1998; Tommasini et al., 1997). AtMRP5 wird im Zusammenhang mit Auxin-
Transport oder Ionenaufnahme bzw. lonenkanalregulation diskutiert (Gaedeke et al., 2001).
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Abb. 3.11: Induktionen bzw. Repressionen von Genen 24h nach Behandlung mit Primisulfuron.
Cytochrom P450 Monooxygenasen (Diagramm A), UDP-Glycosyltransferasen (Diagramm B), Glutathion-
abhingige Enzyme (Diagramm C) und ABC-Transporter (Diagramm D). Die Verdnderungen des
Transkriptionsniveaus sind logarithmisch zur Basis 2 dargestellt.

Keiner der untersuchten ABC-Transporter zeigte eine Induktion oder Repression
ausschlieBlich 36h nach Behandlung mit Primisulfuron. Nur CYP79B2 und AtGSTUI?2
wurden induziert. Fir CYP79B2 wurde bereits gezeigt, dass dieses Gen Wund- und
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Pathogeninduzierbar ist. Es katalysiert die Umwandlung von Tryptophan zu Indol-3-
acetaldoxim, welches ein Intermediat in der Biosynthese von Indolessigsdure oder
Indolglucosinolaten darstellt (Hull et al., 2000; Mikkelsen et al., 2000). Die anderen vier
Gene, CYP70646, UGT79B2, UGT85A1 und AtGSTU20, wurden reprimiert.
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Abb. 3.12: Induktionen bzw. Repressionen von Genen 36h nach Behandlung mit Primisulfuron.
Cytochrom P450 Monooxygenasen (Cyt P450; Diagramm A), UDP-Glycosyltransferasen (UDP-GT;
Diagramm B) und Glutathion-abhéngige Enzyme (GSH-abh.; Diagramm C). Grauer Balken: Repression durch
Bromoxynilbehandlung. Die Verdnderungen des Transkriptionsniveaus sind logarithmisch zur Basis 2
dargestellt.
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Abb. 3.13: Induktionen bzw. Repressionen von Genen 24h und 36h nach Behandlung mit Primisulfuron.
Cytochrom P450 Monooxygenasen (Cyt. P450; Diagramm A), UDP-Glycosyltransferasen (UDP-GT;
Diagramm B), Glutathion-abhingige Enzyme (GS-abh.; Diagramm C) und ABC-Transporter (ABC-Tr.;
Diagramm D). Induktion nach 24h: schwarze Balken; Induktion nach 36h: graue Balken. Die Verdnderungen des
Transkriptionsniveaus sind logarithmisch zur Basis 2 dargestellt.
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Eine iiber einen ldngeren Zeitraum verdnderte Transkription konnte fir 12 der 270
untersuchten Gene nachgewiesen werden (Abbildung 3.13). Sowohl nach 24h als auch 36h
nach der Behandlung mit Primisulfuron zeigten zwei der Cytochrom P450
Monooxygenasen eine Induktion. Wéhrend die Funktion von CYP81DS8 bisher nicht bekannt
ist, ist CYP71B15 auch als PAD3 bekannt und ist sehr wahrscheinlich in der Biosynthese des
Phytoalexins Camalexin involviert (Zhou et al., 1999). Drei UDP-Glycosyltransferasen
zeigten ebenfalls zu beiden untersuchten Zeitpunkten eine Induktion (Abbildung 3.13B). Fiir
die heterolog exprimierte UGT73B3 wurde bereits gezeigt, dass die Glucosylierung von
Zimtsduren und Benzoesduren zwar erfolgt, jedoch mit sehr geringer Aktivitét. Fiir zwei der
finf induzierten Glutathion-abhingigen Enzyme (AtGSTF6 und AtGSTZI) wurde bereits
gezeigt, dass sie durch Methyljasmonat und 2,4 Dichlorphenoxyessigsdure induzierbar sind.
AtGSTF6 ist zusdtzlich durch Metolachlor, Ethylen, Wasserstoffperoxid und Salicylsdure
induzierbar, wihrend A¢tGSTZI durch Metolachlor reprimiert wird (Wagner et al., 2001).
Zudem konnte flir AtGSTZI gezeigt werden, dass dieses Enzym die notwendige
Isomerisierung von Maleylaceton zu Fumarylaceton wihrend des Tyrosinabbaus
glutathionabhéngig katalysieren kann (Dixon et al., 2000). Der ABC-Transporter AtMRP3, fiir
den bereits zuvor gezeigt wurde, dass dieser durch eine Behandlung mit Primisulfuron
induzierbar war (Tommasini et al., 1997), zeigte ebenfalls zu beiden untersuchten Zeitpunkten
eine deutliche Induktion (Abbildung 3.13D). In einer semi-quantitativen RT-PCR konnten die
Induktionen zu beiden Zeitpunkten bestétigt werden (siche Tabelle 3.6).
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Abb. 3.14: Induktionen bzw. Repressionen von Genen, 24h nach der Behandlung mit Bromoxynil.
Cytochrom P450 Monooxygenasen (Cyt P450; Diagramm A), UDP-Glycosyltransferasen (UDP-GT; Diagramm
B), Glutathion-abhéngige Enzyme (GSH-abh.; Diagramm C) und ABC-Transporter (ABC-Tr.; Diagramm D).
Grauer Balken: Repression 36h nach Primisulfuronbehandlung Die Verdnderungen des Transkriptionsniveaus
sind logarithmisch zur Basis 2 dargestellt.

Die Behandlung mit Bromoxynil fiihrte bei 7 Genen zu einem verdnderten
Transkriptionsniveau (Abbildung 3.14). Aus der Genfamilie der Cytochrom P450-Gene
konnte nur fiir CYP71B7 eine Induktion nachgewiesen werden (Abbildung 3.14A). Fiir dieses
Gen wird allerdings angenommen, dass es eine Rolle in dem Terpenoidstoffwechsel spielt, da
es das Modellsubstrat 7-Ethoxycumarin in Gegenwart von Cuminhydroperoxid deethyliert
(Maughan et al., 1997). Von den 115 UDP-Glycosyltransferasen zeigte nur UGT75D1 eine
deutliche Induktion (Abbildung 3.14B). Wird dieses Gen heterolog exprimiert, so ist es in der
Lage ein erstes Hydrolyseprodukt von Bromoxynil, die 3,5-Dibromo-4-hydroxybenzoeséure
zu glucosylieren (Messner, pers. Mitteilung). Zwei weitere Gene UGT8942 und UGT78D1
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wurden reprimiert. Eine Glutathionperoxidase wurde induziert und die bereits vorher
erwahnte AtGSTU20 zeigte eine deutliche Repression. Ein ABC-Transporter aus der aus zwei
Mitgliedern bestehenden TAP-Subfamilie zeigte nach dieser Behandlung eine ca. 8-fache
Induktion.

Tab. 3.4: Zusammenfassung der Graphiken 3.11-3.14. Zusitzlich angegeben sind bekannte Reaktionen bzw.
Funktionen aus der Literatur. Angegeben sind auBlerdem die Ergebnisse der FASTA-Analyse in der Arabidopsis
thaliana Datenbank MIPS. Unterschieden wurde, ob Kreuzhybridisierungen mit Genen der eigenen Genfamilie
bestanden (x mit EGF) oder zu fremden Genfamilen (x mit FGF). Die Anzahl der Kreuze spiegelt die Anzahl der
potentiellen Kreuzhybridisierungen wider (genauere Angaben siche 3.1.1.3 und Anhang 7.1.2). PS 24h: 24h nach
Primisulfuronbehandlung geerntet; PS 36h: 36h nach Primisulfuronbehandlung geerntet; BXN: Bromoxynil;
Induziert: 1T; Reprimiert: . CYT P450: Cytochrom P450 Monooxygenasen; DCA: Dichloranilin, 2,4D:
2,4 Dichlorphenoxyessigsdure; San-Fern: Sanchez-Fernandez; HR: hypersensitive Reaktion.

CYT P450 | PS 24h | PS 36h | BXN|Funktion Zitat x mit EGF | x mit FGF
CYP706A4 ) - = |unbekannt - - -
CYP706A6 - y = |unbekannt - X -
CYP71B15 ) ) = |Camalexin-Biosynthese Zhou (1999) XX XX
CYP71B20 ) - = |unbekannt - XXXXXX -
Terpenoidstoffwechsel (Deethyliert
CYP71B7 - - 1 |Modellsubstrat 7-Ethoxycumarin in Maughan (1997) - X
Gegenwart von Cuminhydroperoxid
CYP72A8 ) - = |unbekannt - - -
CYP76C1 ) - = |unbekannt - X -
assoziiert mit Zelltod und Seneszenz,
CYP76C2 ? - - induziert durch nekrotis.ie.rende ‘ Godiard (1998) XX -
Schwermetalle und Bleinitrat, Induktion
erfolgt vor Entwicklung von HR
CYP76C6 ) - = |unbekannt - XXXX -
Abbau von Tryptophan, wund- und Hull (2000)
CYP79B2 - T ™ |pathogeninduzierbar Mikkelsen (2000) - -
CYP81D1 ) - = |unbekannt - - -
CYP81D8 ) ) = |unbekannt - - -
CYP98A9 ) - = |unbekannt - X XX
UDP-Glycosyltransferasen
UGT73B3 1 1 - [glucosyliert Zimtsauren und Benzoe- |, ;. 560141, x XX
sauren mit geringer Aktivitat
UGT73C5 ) ) = |unbekannt - XXXX -
UGT74E2 ) - = |unbekannt - XX XX
UGT74F1 ) - = |glucosyliert Salicylséure Lim (2001a) - -
glucosyliert Zimtsauren,
Indolessigsaure, Salicylsaure, 3,4- Jackson (2001)
UGT75B1 ) - = |Dihydroxy und 4-Hydroxybenzoesaure |Lim (2001a/b) - -
mit geringer Aktivitat; Involviert in Hong (2001)
Kallosesynthese
glucosyliert 3,5-Dibromo-4- Messner (pers.
UGT75D1 - - T hydroxybenzoesaure und TCP Mitteilung) - X
UGT76B1 0 - = |unbekannt - - -
UGT76E11 ) - unbekannt - X -
UGT78D1 - unbekannt - - -
UGT79B2 - = |unbekannt - XXX X
lucosyliert Sinapinséaure, .
UGT84A2 J - - (gEsterg'” dung) P Lim (2001b) - -
glucosyliert Sinapinsaure, Zimtsaure,
UGTB84A3 ) - = |Ferulasdure und p-Cumarsaure Lim (2001b) - -
(Esterbildung)
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Tabelle 3.4: Fortsetzung

UGT85A1 - l = |unbekannt - - -

UGT86A1 Iy - |unbekannt - -

UGT87A2 ) = |unbekannt - X -

UGT89A2 - - y [Qlucosylert34- - Lim (2001a) x x
Dihydroxybenzoeséure in Position 3

UGT89B1 . . _ glucosyliert 3,4-Dihydroxy- und 4- Lim (2001a) . .
Hydroxybenzoeséaure

UGT89C1 l - = |unbekannt - - -

Glutathion-abhdngige Enzyme

AtGIxII.1 ) - = |unbekannt - - -

AtGIxI.3 ) - - |unbekannt - X -

AtGIxIl.4 ) - = |unbekannt - - -

AtGIxIL.5 ) - - |unbekannt - X X

AtGpx1 ) - = |unbekannt - - X

AtGpx3 - - 1 |unbekannt - - -

AtGpx7 ) - = |unbekannt - - -

AtGrd2 ) - |unbekannt - - -
ethyleninduzierbar, interagiert m.

FOE5043 (Oxyacetamid), induzierbar
d. Metolac(hlor)j 2,4D, Eth))‘/len und Zhou (1993)

AtGSTF2 ) - - . . . . . |Zajc (1999) XX X
Salicylsaure; pathogeninduzierbar; Wagner (subm.)
Glutathion-S-Transferaseaktivitat '
gegenlber CDNB und BITC

AtGSTF3 ) - = |unbekannt - XXX X
induzierbar d. Metolachlor, 2,4D,

Methyljasmonat, Ethylen,

AtGSTF6 Y T © |Wasserstoffperoxid und Wagner (subm.) X -
Salicylsaure; pathogeninduzierbar

AtGSTF7 ) 1 = |unbekannt - XX -

AtGSTU12 - b - |unbekannt - - -

AtGSTU16 ) - = |unbekannt - X -

AtGSTU17 V) - - |unbekannt - - -

AtGSTU18 l J = |unbekannt - - X

AtGSTU20 - l ! |unbekannt - - -

AtGSTU24 by - - |unbekannt - - -

AtGSTU3 ) - = |unbekannt - X -

AtGSTU4 ) - - |unbekannt - X -

AtGSTU9 ) = |unbekannt - - -
Abbau von Tyrosin; Isomerisierung;

Dehalogenierung von DCA; )

AtGSTZ1 ? » - |induzierbar d. Methyljasmonat ung ~ |PON (2000) x -
2,4D; reprimiert durch Metolachlor; Wagner (subm.)
pathogeninduzierbar

ABC-Transporter

AtAOH1 ) - = |unbekannt - - -
induzierbar d. Amino.tr?azol, San-Fern. (1998)

AtMRP3 ? 2 _ Bgn9xacor, Oxabetrinil, Tommasini . .
Primisulfuron, IRL1803. Transport (1997/1998)
von DNB-GS und Bn-NCC1
induzierbar durch Menoadion, San-Fern. (1998)

AtMRP4 ) - - L L - -
Benoxacor, Primisulfuron, IRL1803 Tommasini (1997)
Auxin-Konjugat-Transporter,

AtMRP5 ) - = |lonenaufnahme oder Gaedeke (2001) - -
lonenkanalregulator

AtPDR8 ) - = |unbekannt - - -

AtTAP1 - - unbekannt - - -
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Tab. 3.5: Unabhiingige Quantifizierung der Induktionen von ABC-Transportern in einer quantitativen
RT-PCR. Angegeben ist die mittels Detox-Array gemessene Induktion mit Standardabweichung (SD) im

Vergleich zu der mittels RT-PCR nachgewiesenen Induktion.

Genname Behandlung Detox-Array RT-PCR
Induktion (x-fach) SD | Induktion (x-fach)
AtPDRS Primisulfuron, 24h 6,35 +/-2,46 3,3
AtAOH1 Primisulfuron, 24h 3,37 +/-1,32 4
AtMRP3 Primisulfuron, 24h 10,2 +/-8,43 3,7
AtMRP3 Primisulfuron, 36h 6,97 +/-5,69 2,8

3.3.3 Hauptkomponentenanalyse der Herbizidversuche

In einer Hauptkomponentenanalyse wurden die erstellten Transkriptionsprofile hinsichtlich
der Unterschiede und Gemeinsamkeiten eingehender untersucht (Alter et al., 2000; Holter et
al., 2000). Durchgefiihrt wurde diese Analyse in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Gerhard
Welzl am Institut fiir Biomathematik und Biostatistik (GSF).

Zusitzlich zu den Behandlungen mit Primisulfuron (24h und 36h) und Bromoxynil wurden
die Daten einer Prosulfuronbehandlung mit eingeschlossen. Diese Versuche erfolgten nach
demselben  Protokoll ~wie die anderen Herbizidbehandlungen (2.11.2). Die
Prosulfuronbehandlung und die komplexen Hybridisierungen wurden von Lucien Bovet in
Neuchatel (Schweiz) mit Hilfe des Detox-Arrays durchgefiihrt. Prosulfuron ist wie
Primisulfuron ein Sulfonylharnstoff, der die Acetolactatsynthase hemmt.

Es wurden nur die Gene mit in die Hauptkomponentenanalyse mit eingeschlossen, die in
mindestens einem der vier Versuche detektiert wurden, unabhéngig davon, ob diese Gene
induziert, reprimiert oder konstant geblieben sind. Wurden Gene in den verbleibenden
Versuchen nicht detektiert, oder musste der Wert aufgrund eines experimentellen Artefakts
entfernt werden, so wurde dafiir der Wert ,,1* eingesetzt. Da in diese Analyse alle Werte
eingehen, unabhédngig davon, ob es sich um eine mehr als zweifache Induktion oder
Repression handelte, wurden 178 Gene verrechnet. Dies sind mehr als in den graphischen
Darstellungen unter 3.3.2, da hier nur die Werte der Gene betrachtet wurden, die eine mehr als
2-fache Induktion oder Repression zeigten.

Das Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse zeigt Abbildung 3.15. Zur besseren Ubersicht
wurden 25 Gene ausgewdhlt, die mit dem Gennamen dargestellt wurden, alle anderen werden
durch ein Kreuz symbolisiert. Die Pfeile zeigen die Richtungen der vier Variablen
(Behandlungen) an, wobei die Darstellung so gewihlt ist, dass in der zweidimensionalen
Projektion, die Korrelationen am besten dargestellt sind.

Die mit Namen angezeigten Gene sind auch schon in den Abbildungen 3.11-3.14 zu sehen.
Diese Gene sind mafigeblich an der Komponentenbildung beteiligt. Gene, die entlang der
Pfeile eingezeichnet sind, wurden durch die entsprechende Behandlung induziert. Gene, die
auf der riickwértigen Seite des Schnittpunktes der Pfeile liegen wurden reprimiert. Da die
Reaktionen auf die Behandlungen hier miteinander verrechnet wurden und einige Gene auf
mehrere Behandlungen reagierten (z.B.: AtGSTU20), sind diese nicht genau einem Pfeil
zugeordnet.
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Die Abbildung zeigt die deutliche und auch erwartete Korrelation der beiden
Primisulfuronbehandlungen. Die Prosulfuronkomponente weicht leicht davon ab, dennoch ist
die Korrelation mit Primisulfuron deutlich zu erkennen. Das weist darauf hin, dass einige
Gene in den Behandlungen der Sulfonylharnstoffe unterschiedlich reagierten, aber die
Reaktion im Wesentlichen die gleiche ist. Dass Bromoxynil als Elektronentransporthemmer
eine andere Reaktion ausldste ist daran zu erkennen, dass die Komponente BXN24 deutlich in
eine andere Richtung weist.
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Abb. 3.15: Hauptkomponentenanalyse von vier Herbizidbehandlungen. Primisulfuron 24h (PRS24) und 36h
(PRS36), Prosulfuron 24h (PRO24) und Bromoxynil 24h (BXN24). Genname oder Kreuz représentieren jeweils
ein Gen. Die Hauptkomponentenanalyse wurde in Zusammenarbeit mit G. Welzl, IBB (GSF) durchgefiihrt.

3.3.4 Induktionen auf Proteinebene

Das Induktionsverhalten der ABC-Transporter sollte auch auf Proteinebene untersucht
werden. Da der Fokus dieser Arbeit auf den Volllingen-Transportern lag und iiber die
Subfamilien PDR und MDR (bzw. PGP) bisher nur sehr wenig bekannt ist, wurden zwei
Antikorper so hergestellt, dass die jeweiligen Subfamilien detektiert werden konnten. Hier
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wurde auf die Spezifitdt, wie sie im Detox-Array von besonderer Bedeutung war, verzichtet,
um eine grofere Sicherheit zu haben diese Gene auf Proteinebene zu detektieren. Es musste
mit besonderen Schwierigkeiten gerechnet werden: 1. Die Expressionshdhe einzelner
Mitglieder konnte sehr niedrig sein. 2. Zum Zeitpunkt der Antikorperentwicklung war die
organspezifische Expression noch unbekannt. 3. Es war mit methodischen Schwierigkeiten zu
rechnen, da die vollstindige Solubilisierung der ca. 150kDa Membranproteine ein
entscheidender Faktor fiir das gleichméfige Einwandern in das Polyacrylamidgel ist. Die
Solubilisierung hédngt jedoch von den physikochemischen Eigenschaften des jeweiligen
Proteins ab.

3.3.4.1 Antigenherstellung

Da die nukleotidbindenden Doménen in den einzelnen Subfamilien hohe Homologien
aufweisen, wurden diese Bereiche heterolog exprimiert und diese Antigene zur
Antikorperherstellung eingesetzt. Diese Aminosduresequenzen wurden in einer BLAST-Suche
tiberpriift, ob moglichst viele der Mitglieder der entsprechenden Subfamilie hohe Homologien
aufwiesen und ausgeschlossen werden konnte, dass Mitglieder anderer Subfamilien erkannt
werden.

Fir die Subfamilie der PDR wurde die Sequenz von AtPDR4 (At2g26910) als Basis
verwendet. Die nukleotidbindenden Doménen (NBD) erstrecken sich von Aminosédure 161 bis
384 und 856 bis 1046. Verwendet man diese Bereiche fiir eine BLAST-Suche so findet man
fiir die erste NBD 5 Sequenzen und fiir die zweite NBD 9 Sequenzen mit iiber 80%iger
Homologie zu Sequenzen der gleichen Genfamilie. Deswegen wurde der Bereich der zweiten
NBD zur Antigenherstellung ausgewéhlt (Abbildung 3.15).

In der Subfamilie der MDR diente die Sequenz von AtMDR1 (AtPGP1, At2g36910) als Basis.
In diesem Gen erstrecken sich die nukleotidbindenden Doménen von 396 bis 580 und von 856
bis 1046. Auch hier wurden die NBD in einer BLAST-Suche miteinander verglichen. Die
erste NBD hat zu 19 weiteren Sequenzen eine Homologie zwischen 80 und 90%, die zweite
hingegen nur zu 2 Sequenzen zwischen 70 und 80%. Da hier die erste nukleotidbindende

Domine die deutlich hoheren Homologien aufwies wurde diese zur Antigenherstellung
ausgewdhlt (Abbildung 3.15).

Die Antigene wurden als GST- (Glutathion-S-Transferase-) Fusionsproteine exprimiert und
zur Immunisierung von Hilthnern eingesetzt. Um zu zeigen, dass die Antiseren das Antigen
erkennen, wurden die Bereiche der nukleotidbindenenden Doménen auch als Fusionsprotein
mit MBP (maltosebindendes Protein) heterolog exprimiert. Nach Induktion einer
Bakterienkultur wurden die Lysate in einem Western-Blot eingesetzt (Abbildung 3.17; 2.13.5-
2.13.8). Beide Seren erkannten die jeweiligen Fusionsproteine (ohne Abbildung).
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Abb. 3.16: Membrantopologien von AtPDR4 und AtMDR1 (AtPGPI) (verindert nach MIPS). Dargestellt
sind jeweils die ATP-bindenden Doménen (griin) mit Angaben der Aminosédurebereiche und die potentiellen
transmembranen Helixdoménen (blau). Die Aminosdurebereiche der Antigene wurden jeweils unterhalb der
Gesamtsequenz angegeben.

Amplifizierung eines ausgewahlten Fragmentes mittels
PCR aus genomischer DNA von Arabidopsis thaliana
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Abb. 3.17: Prinzip der Antigenherstellung und Prinzip des Funktionsnachweises der Antigenerkennung.
Der Bereich des ausgewihlten Fragments wurde einmal als GST- (Glutathion-S-Transferase) und einmal als
MBP- (Maltosebindendes Protein) Fusionsprotein exprimiert (blau: heterologer Anteil des Gens bzw. Proteins,
der aus dem Expressionsvektor stammt; rot: Anteil des ausgewihlten Gens bzw. Proteins). Das GST-
Fusionsprotein wurde zur Immunisierung verwendet, das MBP-Fusionsprotein diente als Nachweis der
Antigenerkennung.
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3.3.4.2 Nachweis der Induktion auf Proteinebene

Fir die gleichméBige FEinwanderung der Proteine in das Polyacrylamidgel ist die
Solubilisierung ein entscheidender Faktor. Die Bedingungen unter denen eine vollstédndige
Entfernung der Membranlipide von den Proteinen moglich ist, hingen jedoch entscheidend
von den weitgehend unbekannten physikochemischen Eigenschaften des jeweiligen Proteins
ab (Rehm, 1995). Es wurden einige Detergenzien ausgewéhlt und mikrosomale Fraktionen
von Bléttern mit unterschiedlichen Verfahren und Detergenzien solubilisiert (2.13.9) und in
Western-Blots mit den beiden Antikorperseren behandelt. Dabei wurde zunidchst darauf
geachtet, dass sich Banden zeigten, die in entsprechender GroBe zu detektieren waren. Die
erwartete GroBe fiir die PDR-Subfamilie liegt in etwa im Bereich zwischen 160 und 165kDa,
fiir die MDR-Subfamilie zwischen 130 und 155kDa. Allerdings geht man davon aus, dass
Membranproteine in einer SDS-Gelelektrophorese eine erhdhte Mobilitit aufweisen und
deswegen die sichtbaren BandengroBen meist kleiner als die theoretischen Angaben sind
(Ausubel et al.,1995).

Der Antikorper gegen die MDR-Subfamilie (a-fampgp) zeigte im Gegensatz zum Pri-
Immunserum keine zusétzliche Bande. Ein Grund dafir koénnte sein, dass entweder diese
Subfamilie nicht oder nur sehr niedrig im Blatt exprimiert wird, wie es auch die
organspezifischen Expressionsuntersuchungen auf Transkriptebene andeuten. Da die
Expression einiger Mitglieder in der Wurzel hoher ist, sollte der Antikorper zur Untersuchung
von mikrosomalen Fraktionen der Wurzel eingesetzt werden. Ein zweiter Grund kdnnte sein,
dass die heterogene GroBe der Mitglieder (130-155kDa) nicht zu einer Verstirkung des
Signals fiihrt.

Der Antikorper gegen die PDR-Subfamilie (o-fampdr) hingegen detektierte in der
Solubilisierung mit erhdhter SDS-Konzentration eindeutig eine 150kDa groBe Bande
(Abbildung 3.18). Zusitzlich konnte eine 75kDa-Bande detektiert werden. Diese ist
moglicherweise auf die Detektion der WBC-Subfamilie zuriickzufiihren. Diese Subfamilie hat
in diesem Bereich eine Homologie von ca. 60% zu der PDR-Subfamilie und besteht aus
,halben ABC-Transportern.

Auf Transkriptebene konnte bereits gezeigt werden, dass der aus der Subfamilie der PDR
stammende ABC-Transporter A/PDRS 24h nach Primisulfuronbehandlung induziert war. Die
Frage war nun, ob die Induktion dieses Transporters bzw. dieser Subfamilie auch auf
Proteinebene nachzuweisen ist. Von dem aus der Xenobiotikabehandlung stammenden
Blattmaterial wurden mikrosomale Fraktionen gewonnen. Um sicher zu stellen, dass in allen
Spuren die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde, wurde die Proteinbestimmung nach Esen
durchgefiihrt, da so die Konzentration in den bereits denaturierten und solubilisierten Proben
unmittelbar vor der SDS-Gelelektrophorese bestimmt wird (Esen, 1978) (2.13.3.3).

Es wurden je 10ug Protein der acht verschiedenen mikrosomalen Fraktionen in einem SDS-
Gel aufgetrennt, auf eine Membran {ibertragen und mit a-fampdr Antikérperserum behandelt.
Die 75kDa zeigte eine gleichbleibende Intensitdt und konnte deswegen als interne Kontrolle
genutzt werden, um zu zeigen, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden.
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Abb. 3.18: Detektion der PDR-Transporter auf Proteinebene. Mikrosomale Fraktion von Blittern (21d)
wurde mit erhdhter SDS-Konzentration solubilisiert und ca. 35ug Protein/Spur aufgetragen. Nach dem Western-
Blot wurde mit pra-Immunserum und mit dem Antikorperserum a-fampdr behandelt. Links angegeben ist der
Groflenstandard des Proteinmarkers.

In allen 8 Spuren konnte eine 150kDa Bande detektiert werden (Abbildung 3.19). Eine
deutliche Induktion zeigte sich nach Primisulfuronbehandlung nach 24h und eine etwas
schwichere auch nach 36h. Dies ist im Einklang mit der auf Transkriptebene detektierten
Induktion von AtPDRS. Die auch nach 36h detektierte Induktion auf Proteinebene ist
entweder auf die verzdgerte Expression der Proteine zuriickzufithren oder aber auf ein
Mitglied dieser Subfamilie, das nicht auf Transkriptebene untersucht wurde. Letzteres ist
moglicherweise auch der Grund fiir die Detektion einer deutlichen Induktion auf Proteinebene
nach Benoxacor-Behandlung, die aber auf Transkriptebene nicht gezeigt werden konnte. Die
Bromoxynilbehandlung fiihrte zu keiner eindeutigen Reaktion auf Proteinebene. Da auch auf
Transkriptebene kein Mitglied dieser Subfamilie durch Bromoxynil induziert wurde, stehen
diese beiden Ergebnisse im Einklang miteinander.
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Abb. 3.19: Induktionen der PDR-Transporter auf Proteinebene. 10ug Protein/Spur von mikrosomalen
Fraktionen aus Blattern der vier Behandlungen (je Kontrolle (K) und Behandlung (B)) wurden auf ein SDS-Gel
aufgetragen, im Western-Blot auf eine Membran iibertragen und mit dem Antikdrperserum a-fampdr behandelt.
Links angegeben ist der GroBenstandard des Proteinmarkers.
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3.4 Isolierung einer Insertionsmutante

Transgene Pflanzen, die in einem ausgewihlten Gen so verdndert sind, dass die Funktion
entweder beeintrdchtigt oder vollstindig ausgeschaltet ist (,,knock-out*), kdnnen einen
wichtigen Beitrag zur Funktionsaufkldarung leisten. Zwei ABC-Transportergene wurden
ausgewdhlt, um in einer Sammlung von Insertionsmutanten gezielt nach diesen ,, knock-out **-
Linien zu suchen. Ist eine Linie mit einer einzigen Insertion in dem gewihlten Gen gefunden,
kann neben einer phénotypischen Charakterisierung auch den Fragen nachgegangen werden,
ob sich die organspezifische Expression anderer, naher verwandter ABC-Transporter im
Vergleich zum Wildtyp verdndert und ob und wie sich die Expressionsprofile nach
Xenobiotikabehandlung verdndern.

3.4.1 Identifizierung von Insertionslinien am MPI fiir Ziichtungsforschung

Um nach Insertionsmutanten zu suchen, bot sich das ZIGIA-Projekt an. Ziel des ZIGIA-
Projektes am Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung in Koln ist es, eine Sammlung an
Mutanten zu etablieren, in denen alle 25.500 Gene von Arabidopsis thaliana betroffen sind,
um so eine Basis fiir eine umfassende Genfunktionsstudie zu schaffen. Die Population
umfasst derzeit 11.000 Linien, die durchschnittlich 8-16 En-Insertionen tragen (Wisman et al.,
1998). Zum Zeitpunkt der Suche nach ABC-Transportermutanten, umfasste die Sammlung
lediglich 3.000 Linien mit ca. 15.000 Insertionen (Winkler et al., 1998). Um mdglichst
effizient einzelne Insertionslinien zu identifizieren, sind die Pflanzen in einem
dreidimensionalen System organisiert und die DNA der Pflanzen wird so gepoolt, dass nach
der Durchfiihrung von zwei PCR-Ansdtzen auf eine Einzelpflanze riickgeschlossen werden
kann. Werden in dem zweiten PCR-Ansatz positive Signale erhalten, so kann die
Einzelpflanze, mit der gesuchten Insertion, identifiziert werden (Winkler ef al., 1998).

Am MPI fiir Ziichtungsforschung wurden zu den beiden Genen AtMDR4 und AtPDR4
Oligonukleotide fiir das PCR-Screening hergestellt. Diese wurden so in den Genbereich
gelegt, dass es je ein Primerpaar im vorderen und hinteren Genbereich gab, die theoretisch die
Amplifizierung dieser Bereiche ermoglichten (AtMDR4: 4411fwl, 4411bwl, 4411fw2,
4411bw2 und AtPDR4: 5168fwl, 5168bwl, 5168fw2, 5168bw2; Sequenzen sind im Anhang
7.3.4 aufgefiihrt). Jeder der genomischen Oligonukleotide wurde in den PCR-Ansdtzen mit
zwei Oligonukleotiden kombiniert, die jeweils am Ende des Transposons binden konnten.
Dies ermoglichte die Amplifizierung eines chimiren PCR-Produktes, das also Teile des En-
Elementes und des gewiinschten Gens enthielt, unabhingig von der Orientierung des
inserierten En-Elementes.

Am MPI fiir Ziichtungsforschung konnten fiir das Gen AtMDR4 drei und fiir AtPDR4 zwei
Insertionslinien identifiziert werden. Die fiir AtPDR4 die Signale nicht ganz eindeutig waren,
mussten die zwei Linien noch aus fiinf Linien herausgefunden werden (Tabelle 3.6).
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Tab. 3.6: Isolierte Pflanzenlinien am MPI fiir Ziichtungsforschung, die Transposoninsertionen in den
Genen AtMDR4 und AtPDR4 tragen. Angegeben ist, ob die Insertion eindeutig der Pflanzenlinie zugeordnet
werden konnte (ja) oder nicht (?). Unter den fiinf Linien fiir AtPDR4 sind aber zwei Linien, die die Insertion
tragen. Zusitzlich sind die Oligonukleotidkombinationen angegeben (Sequenzen siehe 7.3.4), mit denen die
Insertionen detektiert wurden. In den weiteren Untersuchungen wurde eine eigene Bezeichnung (Eigene Bez.)
eingefiihrt.

Genname |[Insertion | Pflanzen-Nr. | Eigene Bez. | Oligo- Kombination
AtMDR4 ja 7AAB1111 1 4411bw1/En26+8202
AtMDR4 ja 5AEB92 2 4411bw1/En26+8202
AtMDR4 ja 5ABA22 3 4411bw1/En26+8202
AtPDR4 ? TAT117 4 5168bw1/En26+8202
AtPDR4 ? 7AS5 5 5168bw1/En26+8202
AtPDR4 ? 7AQ106 6 5168bw1/En26+8202
AtPDR4 ? 4ACA107 7 5168bw1/En26+8202
AtPDR4 ? 4ACA108 8 5168bw1/En26+8202

3.4.2 Bestitigung der Insertionen

Aus den 8 Kandidaten wurden nun die Linien isoliert, in denen sich die Insertion bestétigen
lieB. Gleichzeitig konnte dabei die Orientierung des En-Elementes festgestellt werden, indem
jeweils nur ein Oligonukleotid passend zum En-Element in der PCR-Reaktion eingesetzt
wurde. Aullerdem sollte die genaue Insertionsstelle determiniert werden, da dies Aufschluss
iiber die zu erwartende Auswirkung der Insertion geben kann. So kann die Insertion im
Promotorbereich entweder zu einem ,,knock-out* fithren, oder aber auch nur zu einem
verdnderten Transkriptionsmuster. Insertionen im vorderen Bereich fiihren mit einer hohen
Wabhrscheinlichkeit zu einem Funktionsverlust dieses Gens, weiter am Ende vielleicht nur zu
einer Funktionsbeeintrachtigung.

In je 30 Nachkommen einer Kandidatenlinie wurde mit den in Tabelle 3.6 angegebenen
Oligonukleotidkombinationen nach transposontragenden Nachkommen gesucht (2.14.1). In
Linie 2 konnte die Insertion in Gen AtMDR4 bestitigt werden. Durch die Kombination eines
genomischen mit je einem En-Oligonukleotid wurde die Orientierung des Transposons in
zwei Nachkommen bestimmt. Um die genaue Insertionsstelle bestimmen zu konnen, wurde
mit der positiv getesteten Kombination das PCR-Produkt angereichert und sequenziert. Beide
Sequenzen waren identisch und enthielten sowohl Teile des En-Elementes als auch des
gesuchten Gens (Abbildung 3.20). Das Transposon ist an Position 1135 inseriert und befindet
sich somit im 5. Exon des Gens AtMDR4. Die Insertion in einem Exon fiihrt mit sehr grof3er
Wahrscheinlichkeit zu einem ,, knock-out“ dieses Gens. Sollte trotzdem eine Transkription
und Translation des ersten Teilstiicks erfolgen, so wird dieses Protein nicht funktionsfahig
sein, da diese Insertion im Bereich der ersten nukleotidbindenden Doméne liegt (Abbildung
3.16).
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AtMDR4 (Linie 2):

1 AAACCCACAC TCTTAAATTA AAAGCGTCGG TTTCATCGGG ACCCCGACAC TCTTAAATTA
61 AGAGTGTCGG TGCAGCAAAA CCCACACTTT TACTTCCATT AAGAGTGTCG GCCCCGACAC
121 TCTTTAATTA ACTGACACTC CTTTGACGTT TTCTTGTAGT GGATAAGCAA TTACAATAAA
181 CATCTTGTCA CTGCTTATAA AGCAGGAGTC ATTGAAGGTG GTTCAACTGG ATTGGGTCTT
241 GGAACGCTCT TTCTTGTAGT CTTTTGTAGC TACGCTTTAG CAGTATGGTA TGGAGGAAAG
301 TTGATATTGG ATAAAGGCTA CACAGGAGGA CAAGTTCTCA ATATCATCAT CGCTGTTTTA
361 ACTGGATCCA TGTAAGTACC TTTCATTAGC AATACCTCTT TGGTTCATTA ACTTCCCTGC
421 AAACTAATTT GAGATATCTT TTTGTTCCTT CCTTAGGTCG TTAGGTCAAA CATCGCCTTG
481 CTTAAGCGCA TTTGCAGCTG GACAAGCCGC GGCTTACAAG ATGTTTGAGA CAATTGAGAG
541 AAGACCTAAC ATAGATTCTT ATAGTACAAA TGGTAAAGTT TTGGATGACA TTAAGGGAGA
601 T

En205—

4411bw1
ATG — TAG

N

Position 1135

Transposon: ¥
Exon : mm

Intron : —
Oligonukleotide : &

Abb. 3.20 : Insertionsstelle des En-Elementes in Gen AtMDR4. Im oberen Teil ist die Teilsequenz des PCR-
Produktes gezeigt (schwarz: Sequenz des En-Elementes; rot: Sequenz von AtMDR4). Im unteren Teil ist die
Insertionsstelle im Bezug auf das gesamte Gen gezeigt.

Auch fiir die Nachkommen der Linie 8 (4¢PDR4) konnte die Insertion bestitigt werden. Der
positive Nachweis konnte bei dieser Linie nur dann erfolgen, wenn von dem PCR-Ansatz eine
weitere Reaktion angesetzt wurde und mit einem eingeriickten genomischen Primer
(5168nbwl) eine ,,semi-nested“ PCR durchgefiihrt wurde. Das PCR-Produkt, das mit den
Oligonukleotiden En205 und dem etwas eingeriickten genomischen 5168nbw1 hergestellt
wurde, wurde aufgereinigt und sequenziert. Die erhaltene Sequenz wurde mit der Sequenz des
Gens verglichen und war identisch. Die Insertion befindet sich demnach im Bereich des
21. Exons von insgesamt 24. Allerdings iiberspannte die erhaltene Sequenz entweder nicht
den Ubergang zum En-Element (Sequenzierung mit 5168nbw1) oder die Sequenzierung brach
frithzeitig ab (Sequenzierung mit En 205). Da in diesem Bereich in der PDR-Subfamilie die
transmembranen Dominen liegen, die vermutlich die Substratspezifitit determinieren
(Higgins, 1995), konnte es durch diese Insertion, vorausgesetzt die Transkription und die
Translation sind nicht von vorne herein schon unterbunden, zu einem Verlust der
Substraterkennung oder zu einer Verdnderung der Substratspezifitdt kommen.

Fiir die anderen 6 Linien konnte die Insertion des Transposons in dem gewiinschten Gen nicht
bestétigt werden.
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3.4.3 Riickkreuzungen

Nachdem die Insertionen der En-Elemente in den ausgewdhlten Genen bestdtigt werden
konnte, sollten nun die in den Linien 2 und 8 zusitzlich im Genom verteilten Transposons
durch Riickkreuzungen entfernt werden. Pflanzen, in denen die Insertion durch PCR bestitigt
werden konnte, wurden in Wildtyp-Pflanzen (Col-R) des auch im ZIGIA-Projekts
verwendeten Okotyps riickgekreuzt (2.14.4). Die aus den Kreuzungen stammenden Samen
wurden ausgesit und von den Pflanzen erneut die Insertion mittels PCR bestatigt.

Beide Linien wurden so zweimal in den Wildtyp gekreuzt. Fiir Linie 2 waren in jedem Fall die
Insertionen bestdtigt worden, fiir Linie 8 konnte nur nach der ersten Riickkreuzung die
Insertion bestitigt werden.

3.4.4 Nachweis der En-Elemente

Um nach wenigen Riickkreuzungen einen Einblick zu erhalten, wieviele weitere Insertionen in
dem Genom enthalten sind, wurde eine Southern-Analyse fiir Linie 2 und Linie 8
durchgefiihrt.

Die genomische DNA (2.10.8.2) der Ausgangslinien, der Pflanzen nach der 2. Riickkreuzung
und des Wildtyps Col-R wurde mit HindlIll restriktionsverdaut und einer Southern-Analyse
(2.14.5) unterzogen. Die En-Sonde, mit der hybridisiert wurde, stammte aus dem 5’-Bereich
des Transposons (Abbildung 3.21).

Die erwarteten Bandengréfen betrugen fiir Linie 2 2.238bp und fiir Linie 8, da hier nicht die
genaue Insertionsstelle bestimmt werden konnte, ca. 2500bp. Die Wildtyp-DNA zeigte wie
erwartet keine Bande. Das Ausgangsmaterial fiir Linie 2 enthielt acht Insertionen. Nach zwei
Riickkreuzungen waren noch sieben Insertionen vorhanden, davon sind noch vier an derselben
Stelle, wie im Ausgangsmaterial. An drei Stellen erscheinen neue Banden, die mdglicherweise
auf einen unvollstindigen Restriktionsverdau zurlickzufiihren sind. Da das En-Transposon
aber weiterhin aktiv bleibt, ist alternativ nicht auszuschlief8en, dass dies eine Folge von neuen
Insertionen des Transposons ist. Die Insertion in dem Gen AtMDR4 ist auch nach 2
Riickkreuzungen noch bei 2,3 kb nachzuweisen. Die Southern-Analyse fiir Linie 8 bestétigte
das negative PCR-Ergebnis nach der zweiten Riickkreuzung, denn die Bande bei 2,5kb, die im
Ausgangsmaterial noch zu detektieren war, konnte nach zwei Riickkreuzungen nicht mehr
detektiert werden (ohne Abbildung).
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kb

141

Abb. 3.21: Southern-Analyse der Insertionslinie2 fiir das Gen AtMDR4. A: Restriktionsverdaute
genomische DNA der Ausgangslinie, der gleichen Linie nach der 2. Riickkreuzung und des Wildtyps nach
Auftrennung in einem Agarosegel (Ethidiumbromidfluoreszenz), links angegeben sind die Bandengrofen des
Markers in kb. B: Southern-Blot (2.14.5.2) nach der Hybridisierung mit einer Sonde fiir das En-Element, mit
Pfeilen markiert sind die Insertionen im Gen AtMDRA4.

3.4.5 Fazit

Fiir die endgiiltige Vereinzelung der gewiinschten Insertion miissten flir Linie 2 noch
mindestens 5-6 Riickkreuzungen vorgenommen werden. Linie 8 sollte nach der ersten
Riickkreuzung erneut ausgesit werden, um dort die Insertion noch einmal zu bestitigen und
miisste dann noch mindestens 5-6 mal in den Wildtyp riickgekreuzt werden. Da der Umfang
dieser noch notwendigen Arbeiten den zeitlichen Rahmen der vorliegenden Arbeit iiberstieg,
wurden die Arbeiten an dieser Stelle von mir eingestellt.
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4 Diskussion

Pflanzen haben ein universelles Detoxifizierungssystem, mit dem sie eine grole Anzahl an
natiirlichen und synthetischen Chemikalien metabolisieren konnen. Ein wichtiger
Mechanismus dabei ist die Konjugation der Substanzen mit hydrophilen Konjugaten wie
Glutathion oder Glucose. Diese Konjugate konnen anschlieBend in einem ATP-abhédngigen
Mechanismus aus dem Cytosol in die Vakuole oder in den Apoplasten kompartimentiert
werden. Diese Detoxifizierungsreaktionen haben viel Ahnlichkeiten mit den Reaktionen des
sekunddren Metabolismus. Transportvorgidnge von Glutathion-Konjugaten in die Vakuole
zeigten mechanistische Ahnlichkeiten mit ABC-Transportern, die aus
medikamententoleranten menschlichen Tumorzellen bekannt sind. Da es bisher zu ABC-
Transportern in Arabidopsis thaliana nur wenige experimentelle Daten gibt, lag der Fokus der
hier vorliegenden Arbeit auf dieser Genfamilie.

Fir wichtige Genfamilien, die an der Detoxifizierung beteiligt sind, Cytochrom P450
Monooxygenasen, UDP-Glycosyltransferasen, = Glutathion-S-Transferasen und ABC-
Transporter wurde ein funktionsbezogener DNA-Macroarray (,,Detox-Array*) etabliert.
Aufgrund des mittlerweile abgeschlossenen Sequenzierungsprojektes der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana war es moglich, genspezifische Sonden zur Erstellung von
Expressionsprofilen herzustellen. Die hohe Spezifitit dieser Sonden ermdglichte auch hoch
homologe  Mitglieder  dieser = Genfamilien  differenziert zu  betrachten und
Kreuzhybridisierungen weitestgehend auszuschlieen.

Der Detox-Array wurde eingesetzt, um die organspezifische Expression der ABC-Transporter
zu untersuchen. Damit wurde eine wichtige Basis fiir weitere Arbeiten hergestellt.

AulBlerdem wurden nach Behandlung mit zwei Herbiziden, Primisulfuron und Bromoxynil, die
sich sowohl in ihrer Struktur als auch in ihrem Wirkort unterscheiden und dem in
Nutzpflanzenkulturen eingesetzten Safener Benoxacor Expressionsprofile der ausgewihlten
Genfamilien erstellt. Die komplexen Reaktionsmuster stellen eine Basis fiir die
Identifizierung einzelner responsiver, und damit moglicherweise an der Detoxifizierung
beteiligter Gene dar. Im Vergleich mit weiteren von Kooperationspartnern durchgefiihrten
Versuchen wurden die Expressionsprofile anhand einer Hauptkomponentenanalyse
zueinander in Bezug gestellt.

4.1 Spezifitiat und Sensitivitit des Detox-Arrays

Die meisten bisher bestehenden DNA-Arraysysteme nutzten cDNAs mit einer Linge
zwischen 500bp und 1,5kb als Sonden (Ruan et al, 1998; Schena et al., 1995), und nur
wenige nutzten den Bereich der 3’-untranslatierten Bereiche der cDNA zur Synthese von
genspezifischen Sonden mit einer Lange zwischen 100bp und 500bp (Hauser et al., 1998;
Yazaki et al., 2000). Fiir cDNA Arrays konnen offentlich zugédngliche cDNA-Bibliotheken
genutzt werden (http://arabidopsis.org/abrc/) oder eigene cDNA-Banken eingesetzt werden,
auch ohne dass die Sequenzen der einzelnen Klone bekannt sind. Dies ermdglicht die
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Entdeckung neuer und bisher nicht charakterisierter Gene, insbesondere in nicht sequenzierten
Organismen. Komplette cDNA-Klone beinhalten einen hohen Anteil kodierender Sequenz.
Weil auf kodierende Bereiche ein starker Selektionsdruck wirkt, der darauf abzielt die
funktionellen Doménen eines Proteins zu konservieren, bringt dieses System entscheidende
Nachteile mit sich. Genfamilien, deren Mitglieder zum Teil hohe Homologien aufweisen,
konnen aufgrund von Kreuzhybridisierungen nicht differenziert betrachtet werden. Wie in
Abbildung 3.1 anhand einer Datenbankanalyse und in Abbildung 3.2 anhand -eines
methodischen Vergleichs gezeigt werden konnte, ist es mit spezifischen Sonden, im
Gegensatz zu cDNA-Klonen moglich, die relativen Expressionsniveaus einzelner Gene, wie
sic anhand der spezifischen Methode der RT-PCR detektiert wurden, in gleichen
Verhiltnissen nachzuweisen. Da mit dem hier etablierten Detox-Array ausgewdihlte
Genfamilien untersucht werden sollten, war die hohe Spezifitit der Gensonden eine der
wichtigsten Voraussetzungen.

Zur Untersuchung der Spezifitit wurde eine Homologiegrenze von 70% innerhalb eines
Sequenzbereichs von 70bp festgelegt. Untersuchungen zur Kreuzhybridisierung anhand von
cDNAs zeigten, dass unterhalb einer Sequenzhomologie von 70% nahezu keine
Kreuzhybridisierung mehr nachzuweisen ist (Xu et al., 2001). Experimentelle Daten zeigten,
dass sich auch bei hoheren Homologien Kreuzhybridisierungen ausschlieBen lassen.
Expressionsmuster von Genen, deren Sonden hohere Homologien als 70% aufwiesen, konnten
im Experiment voneinander unterschieden werden. So war zum Beispiel die fiir das AtMDR10
Gen eingesetzte Sonde iiber einen Bereich von 235bp zu 73% dem AtMDR2 Gen homolog,
wiéhrenddessen sich die Sonde fiir AtMDR?2 als genspezifisch erwies. Im Falle einer
Kreuzhybridisierung miiten sich die organspezifischen Expressionsmuster beider Sonden
gleichen. Beide Gene konnten zwar in der Schote nachgewiesen werden, aber nur 4tMDR?2
wurde auch in den Bliitenstdnden detektiert. Die unterschiedlichen Expressionsmuster beider
Gene schlieBBt eine tatsdchliche Kreuzhybridisierung im Experiment fiir diesen Fall aus
(Abbildung 3.8). Um aber eine groBtmogliche Sicherheit zu haben, dass es sich tatsédchlich um
spezifische Sonden handelt, ist diese Grenze dennoch sinnvoll und sollte zukiinftig fiir die
Neusynthese von Sonden, wenn moglich, eingehalten werden.

Die Genaktivititen der spezifischen Sonde und des cDNA-Klons fiir AtPDRS (43A12)
unterschieden sich in der Wurzel um den Faktor 2 (Abbildung 3.2). Dies warf die Fragen auf,
ob der Unterschied mit dem Verlust an Sensitivitdt der spezifischen Sonden zu erkldren ist, ob
die Lange der Sonden einen Einfluss auf die Signalintensitit hat oder ob
Kreuzhybridisierungen im Experiment zur Verstiarkung der Signalintensitét gefiihrt haben.

Die Untersuchungen zur Sensitivitit mittels Zugabe synthetischer RNA (pAW109) zeigte, dass
die minimale Anzahl an zu detektierenden Molekiilen bei 50x10° lag (Abbildung 3.7). Dies
entspricht bei einer Zugabe zu 30ug Gesamt-RNA, und der Annahme, dass 2% davon mRNA
ist, einem Detektionslimit von 1/20.000 (3.1.4). Die Bestimmung der Sensitivitit in einem
vergleichbaren DNA-Array (Bernard et al., 1996), in dem cDNAs als fixierte Sonden
eingesetzt wurden, ergab ebenfalls ein Detektionslimit von 1/20.000. Dies erlaubt die
Schlussfolgerung, dass die Erhohung der Spezifitit der fixierten Sonden nicht zu einem
Verlust der Sensitivitét gefiihrt hat.

Vermutlich hat die Liange der Sonden nur einen geringen Einfluss auf die Signalintensitat.
Zum einen zeigten die 200bp und 300bp langen Sonden fiir die synthetische RNA (pAW 109,
Applied Biosystems) oberhalb des Detektionslimits von 50x10° Kopien keinen Unterschied in
der Signalintensitdt (Abbildung 3.7). Zum anderen wurde die Signalintensitdt von dem 1kb
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langen cDNA-Klon 43A12 mit zwei weiteren verglichen, die ebenfalls zu AtPDRS gehdren
und 800bp (49G12) und 1,5kb (184B22) lang sind. Auch hier zeigten sich nur geringe
Unterschiede in der Signalintensitét, die aber nicht direkt mit der Lénge der Klone in Relation
zu setzen waren (ohne Abbildung). Um den Einfluss der Lénge ausschlieBen zu konnen,
miissten ldngere Sonden passend zur synthetischen RNA auf den Detox-Array integriert
werden und die Signalintensitdten untersucht werden.

Die genspezifische Sonde fiir AtPDRS wies im Gegensatz zu den cDNA-Klonen keine
weiteren Kreuzhybridisierungen in dem Datenbankvergleich auf. Die drei cDNA-Klone hatten
jeweils Homologien zu zwei weiteren Genen, die liber einen ldngeren Bereich als 70bp hoher
als 70% war (Anhang 7.2). Vermutlich liegt hier der Grund fiir die unterschiedlichen
Signalintensititen zwischen genspezifischer Sonde und cDNA-Klon.

4.2 Organspezifische Expression der ABC-Transporter

Als Basis fiir alle weiteren Arbeiten diente die Untersuchung der organspezifischen
Expression der ABC-Transporter (3.2) in Wurzel, Blatt, Stéingel, Bliitenstanden und Schoten.
Die Auswahl der zu untersuchenden ABC-Transporter fand bis Ende August 2000 statt. Der
Fokus lag auf den Vollldngentransportern, fiir die 26 genspezifische Sonden hergestellt
wurden. Zwei weitere Gene, die zu den halben Transportern gehdren, wurden zusitzlich in die
Untersuchungen mit einbezogen. Seit Beendigung des Sequenzierungsprojektes im Dezember
2000 gibt es den Annotierungen zufolge, 52 Volllangentransporter und 103 ABC-Transporter
insgesamt (Sanchez-Fernandez et al., 2001).

Die Subfamilie der MRP (multidrug-resistance-associated proteins) wurde anhand von neun
Mitgliedern untersucht. In Northern-Experimenten und in Reportergenkonstrukten wurden
bereits die Expressionen von fiinf MRPs untersucht (Sanchez-Fernandez et al., 2001).

Die in dem Detox-Array detektierten Expressionen von AtMRP5 in Wurzeln, Bliitenstdnden
und Schoten entsprechen im Wesentlichen den Expressionsmustern der Reportergen-
Konstrukte, die hohe Expressionen in Wurzeln, Bliiten und Schoten zeigten (Gaedeke et al.,
2001). Zusitzlich zeigten die histochemischen Lokalisierungsexperimente transkriptionelle
Aktivitdt in SchlieBzellen und in den Leitgeweben niederer und hoherer Ordnung des Blattes.
Fir die Detektion solcher auf wenige Zellen begrenzten Transkripte sind
Reportergenkonstrukte besonders gut geeignet. Da fiir die Erstellung eines Expressionsprofils
jedoch das ganze Blatt geerntet wird, das die groBe Menge an Mesophyllzellen einschlief3t,
werden einzelne, auf wenige Zellen begrenzte Transkripte verdiinnt und koénnen somit
unterhalb der Sensitivititsgrenze der Arraymethode sein.

In Northern-Analysen, in denen Sonden passend zum 3’-untranslatierten Ende der Gene
AtMRP1 und AtMRP?2 zur Hybridisierung eingesetzt wurden, wurde flir AtMRP1 im Vergleich
mit AtMRP2 eine hohere Expression in Wurzeln, Stingeln und Bliiten gezeigt (Lu et al.,
1998). Die Array-Experimente bestitigten diese Ergebnisse, mit der Ausnahme, dass die
Expression im Blatt fiir beide Gene nicht detektiert werden konnte. In Schoten, die im
Northern-Experiment nicht untersucht wurden, war die Expression fiir A#/MRP2 hoher als fiir
AtMRPI1. AuBlerdem war die Expression in der Wurzel fiir beide Gene in Relation zu den
anderen Organen hoher als es im Northern-Experiment gezeigt wurde. Die bestehenden
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Unterschiede in der organspezifischen Expression sind vermutlich auf methodische
Unterschiede zuriickzufiihren. Das fiir die Arrays verwendete Pflanzenmaterial wurde
hydroponisch angezogen und auflerdem nach drei und nicht nach fiinf Wochen wie bei Lu et
al. (1998) geerntet.

Frithere Untersuchungen des organspezifischen Expressionsmusters des Gens AtMRP3, die
mittels Dot-Blot-Northern und einem cDNA-Klon von AtMRP3 als Sonde durchgefiihrt
worden sind, zeigten eine ubiquitire und gleich starke Expression in allen untersuchten
Organen (Keimling, Spross, Wurzel, Stingel) (Tommasini et al., 1998). Dieses im Gegensatz
zu den Array-Ergebnissen wenig differenzierte Bild ist womoglich auf Kreuzhybridisierungen
des eingesetzten cDNA-Klons als Sonde zuriickzufiihren.

Mit dem Detox-Array konnte fiir AzMRP4 eine relativ starke Expression in Schoten und eine
schwichere, aber detektierbare Expression in Wurzeln und Stingeln nachgewiesen werden. In
der Literatur wird die Expression dieses Gens im Vergleich zu AtMRP3 als niedriger
eingestuft (Tommasini et al., 1997). Da dort fiir beide Gene jedoch ein cDNA-Klon als Sonde
eingesetzt wurde und die Expression in ganzen Pflanzen in einem Dot-Blot-Northern
untersucht wurde, sind die Ergebnisse nicht vergleichbar.

In der Subfamilie der MDRs (multidrug resistant proteins) konnten Transkripte aller acht
untersuchten Mitglieder in mindestens einem der untersuchten Organe detektiert werden.
AtMDR I-Transkripte konnten sogar in allen fiinf untersuchten Organen nachgewiesen werden.
AtMDRI1 wurde verstirkt in Bliitenstinden und Stingeln und vermindert in Bléttern
exprimiert. AtMDR1 (AtPGPI) war der erste ABC-Transporter, der in Arabidopsis thaliana
nachgewiesen und inzwischen ndher charakterisiert wurde (Dudler & Hertig, 1992; Sidler et
al., 1998). Es wird vermutet, dass dieses Gen in dem Transport von Signalmolekiilen
involviert ist, die direkt oder indirekt die Lidnge des Hypokotyls regulieren. Mittels
Reportergenkonstrukten wurden Wurzel- und SproBscheitel als exprimierende Organe
nachgewiesen. Auflerdem zeigten sich Expressionen des Gens an den Ansatzstellen der
Blatter (Nodien), an der Basis der Stammblitter, am proximalen Teil der Mittelrippe und in
den meristematischen Regionen der sekundiren Bliitenstdnde und in den Bliitenbdden (Sidler
et al., 1998). Das Expressionsmuster von AtMDRI deckt sich mit den detektierten
Expressionen mittels DNA-Array. Insbesondere die Beobachtung, dass die GUS-Farbung nur
in jungen Bléttern sichtbar war, aber nicht mehr in adulten, deckt sich mit der niedrigen
Genaktivitdt in den Bléttern. Aullerdem konnten die relativen Expressionshéhen in den
Organen mittels quantitativer RT-PCR bestitigt werden (Abbildung 3.9).

Die hohe Expression von AtMDR4 in der Wurzel (Genaktivitét 0,15), die in dieser Subfamilie
nur von AtMDR I noch iibertroffen wurde (Genaktivitit 0,3), konnte ebenfalls mittels RT-PCR
bestétigt werden, wobei allerdings die sensitivere Methode eine schwache Expression in den
anderen vier Organen andeutet (Abbildung 3.9). Die schon in 4.1 diskutierte Expression der
beiden nahe verwandten Gene AtMDR2 und AtMDRI10 weist auf eine Spezialisierung in den
Reproduktionsorganen hin, da nur diese beiden Gene ausschlieBlich in diesen Organen
nachgewiesen werden konnten.

Die Subfamilie der PDR (pleiotropic drug resistant proteins) war zum ersten Mal
Bestandteil systematischer Expressionsanalysen. Zwei Gene (4tPDRI und AtPDRS8) wurden
in allen fiinf Organen nachgewiesen, wobei die hochste Expression fiir 4#PDRS in der Wurzel
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gezeigt wurde. Auch hier konnten die relativen Expressionshohen in den Organen mittels
quantitativer RT-PCR bestitigt werden (Abbildung 3.9).

In einem genomweiten Ansatz von Arabidopsis thaliana werden die Transkripte als cDNA-
Klone aus unterschiedlichen Organen und Entwicklungsstadien isoliert und die
Genzugehorigkeit durch Sequenzierung eines Teilstiicks festgestellt (,, expressed sequenced
tags “, EST). Diese Informationen sind iiber 6ffentliche Datenbanken wie TIGR und MIPS
erhéltlich und geben Hinweise darauf, in welchen Organen die Gene hiufig oder weniger
hdufig exprimiert sind. Vergleicht man diese Daten jedoch mit den mittels Detox-Array
erstellten Expressionsprofilen, so zeigen sich doch einige Unterschiede. Fiir AtPDRS existiert
in der TIGR-Datenbank kein cDNA-Klon (Stand vom 07.12.01), obwohl die Expression in
der Wurzel nachgewiesen werden konnte. Fiir A#Z4OH1 enthélt die TIGR-Datenbank nur einen
aus keimenden Samen stammenden cDNA-Klon (Stand vom 07.12.01), jedoch konnten
mittels Detox-Array AtAOHI-Transkripte in allen Organen der Pflanze nachgewiesen werden.
Die mittels Detox-Array erstellten Expressionsprofile zeigen zum einen, dass die in den
Datenbanken annotierten Gene zum groflen Teil exprimiert werden, auch wenn keine oder nur
aus anderen Organen stammende ESTs in der TIGR-Datenbank vorhanden sind. Zum anderen
zeigten die erhobenen Expressionsdaten Ubereinstimmung mit der Literatur, insbesondere
dann, wenn auch dort fiir Northern-Analysen Sonden aus dem 3’-UTR eingesetzt wurden oder
Reportergenkonstrukte zum Vergleich zur Verfligung standen.

Die umfassende Untersuchung zeigte ein Bild eines differenzierten Expressionsprofils der
ABC-Transporter in Arabidopsis thaliana. Zusammen mit der grolen Anzahl von 103
annotierten ABC-Transportern ist diese Genfamilie, auch wenn ein redundanter Anteil von
Genen nicht auszuschlieflen ist, vermutlich in vielen verschiedenen Prozessen der Pflanze
beteiligt. Zur Zeit ist die Beteiligung von ABC-Transportern an endogenen
Kompartimentierungsprozessen noch reine Spekulation. An folgenden notwendigen
Transportprozessen, ist jedoch eine Beteiligung der ABC-Transporter nicht auszuschlieen:
1.) Da es kein Exkretionssystem wie in tierischen Organismen gibt, ist die Exkretion auf
zelluldrer Ebene von besonderer Bedeutung. 2.) Die vielen verschiedenen sekundire
Metabolite, von denen bis heute 50.000 verschiedene in Pflanzen identifiziert wurden
(Martinoia et al., 2000), wéren fiir die synthetisierenden Zellen zum Teil toxisch, wenn sie
nicht in andere Zellkompartimente transportiert werden wiirden. 3.) Auch die chemische
Komplexitidt der direkten Umgebung, insbesondere in der Rhizosphire, erfordert einen
Schutzmechanismus gegen die zum Teil toxischen Substanzen (Sanchez-Fernandez et al.,
2001).

4.3 Reaktionen der ABC-Transporter auf Xenobiotika

Spétestens seit Beendigung des Sequenzierungsprojektes von Arabidopsis thaliana ist klar
(AGI, 2000), dass die potentiell am Xenobiotikametabolismus beteiligten Genfamilien mit
einer groBen Anzahl an Isoenzymen in der Pflanze vorhanden sind. Mit dem in dieser Arbeit
gewidhlten Ansatz, moglichst alle Vertreter anhand genspezifischer Sonden auf
Transkriptebene zu untersuchen, sollte es moglich sein, die Anzahl der mdglichen
Genkandidaten  einzuschrinken, um auf dieser Basis die  weiterfithrenden
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Funktionsuntersuchungen durchfiihren zu kénnen. Da die Reaktionen der ABC-Transporter
im Rahmen dieser Arbeit von besonderem Interesse waren, werden diese zundchst separat
diskutiert.

Nach der Spriihapplikation mit sublethalen Konzentrationen des Herbizids Primisulfuron, das
durch die Hemmung der Acetolactatsynthase die Bildung von verzweigten Aminosduren
verhindert, zeigten fiinf ABC-Transporter nach 24h eine deutliche Induktion (Abbildung 3.11
und 3.13). Die Reaktionen von AtMRP3 und AtMRP4 bestitigen die bereits in der Arbeit von
Tommasini et al. (1997) anhand von sterilen Schwimmkulturen gezeigten Induktionen dieser
beiden Gene. AtMRP4 zeigte in der Arbeit von Tommasini et al. (1997) eine ca. 2-4fache
Induktion, die auch nach der Spriihapplikation des Herbizids gefunden wurde. Die von
Tommasini et al. (1997) gezeigte 40-fache Induktion von AtMRP3 konnte in dieser
GroBenordnung nicht bestdtigt werden, allerdings ist die im Array gezeigte ca. 8-fache
Induktion von AtMRP3 eine der stirksten gemessenen Reaktionen (Abbildung 3.13). Die
Beobachtungen von Tommasini et al. (1997), dass die Induktion von AtMRP3 in einer
Zeitreihe konstant bleibt, wihrenddessen sich die Induktion von AtMRP4 mit der Zeit
verringert, und die Beobachtung, dass AtMRPI nicht durch Primisulfuron induzierbar ist,
decken sich mit den Ergebnissen des Spriihversuchs.

Auller den bereits erwdhnten ABC-Transportern aus der Subklasse der MRP konnte die
Induktion eines weiteren Mitglieds dieser Subklasse nachgewiesen werden. AtMRP5 zeigte
nach 24h eine ca. 4-fache Induktion, die nach 36h nicht mehr nachzuweisen war. Ebenso
verhielt sich der einzige ABC-Transporter aus der Subklasse der AOH. Mit einer ca. 6-fachen
Induktion zeigte der ABC-Transporter A¢tPDRS eine der stirksten Induktionen, die ebenfalls
nur transient nach 24h auftrat. Nach der Spriihapplikation sublethaler Mengen von
Bromoxynil wurde ein weiterer bisher nicht untersuchter ABC-Transporter induziert. Der aus
der TAP-Subfamilie stammende 4¢TAP1 wurde durch diese Behandlung ca. 6-fach induziert
(Abbildung 3.14) (siehe 4.5).

Mit einem gegen die PDR-Subfamilie gerichteten Antikorper wurde die Induktion auf
Proteinebene gezeigt (Abbildung 3.19). Nach Behandlung mit Primisulfuron war die
Induktion sowohl nach 24h als auch nach 36h sichtbar. Da die Induktion von A¢PDRS auf
Transkriptebene nur nach 24h nachweisbar war, ist die nach 36h auf Proteinebene detektierte
Induktion entweder auf eine verzogerte Expression des Proteins zuriickzufiihren oder ein
weiteres Mitglied dieser Subfamilie, das nicht in den Untersuchungen enthalten war, wurde
induziert. Die sichtbare Induktion der PDR-Subfamilie auf Proteinebene nach Benoxacor-
Behandlung ist vermutlich auf einen nicht in den Untersuchungen auf Transkriptebene
einbezogenen Vertreter zuriickzufiihren. Untersuchungen in dieser Richtung auf Proteinebene
gibt es bisher nur fiir einen Vertreter der MRP-Subfamilie (Theodoulou et al., 1998). Dabei
wurde Weizen mit dem Safener Cloquintocet-mexyl in Kombination mit dem Xenobiotikum
Phenobarbital behandelt und die Induktion an isolierten Tonoplastenvesikeln gezeigt.

4.4 Die Transkriptionsprofile

Unter Einsatz des Detox-Arrays war es moglich die Auswirkungen verschiedener Xenobiotika
auf 270 Gene des sekunddren Metabolismus zu untersuchen. Anhand der in Abbildung 3.15
gezeigten Hauptkomponentenanalyse wurde bereits deutlich, dass die strukturell verwandten
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Sulfonylharnstoffe Primi- und Prosulfuron eine dhnliche Reaktion ausldsten. Diese Reaktion
war grundverschieden von dem Expressionsprofil nach Behandlung mit Bromoxynil.

Da der Detox-Array bereits zur Evaluierung anderer Behandlungen von Arabidopsis thaliana
eingesetzt  wurde, konnten alle Transkriptionsprofile  gemeinsam in  einer
Hauptkomponentenanalyse untersucht werden (Abbildung 4.1). Dazu gehoren die
institutsintern durchgefiihrten Lichtstressversuche von Michael Gotz, in denen die
Auswirkungen erhohter UV-B Strahlung auf Arabidopsis thaliana einmal in Kombination mit
hoher und einmal mit niedriger photosynthetisch aktiver Strahlung (PAR) untersucht wurden.
Pierre-Henri Dubuis aus der Arbeitsgruppe von Felix Mauch (Fribourg, Schweiz) fiihrte
Versuche mit einem virulenten und einem avirulenten Stamm von Pseudomonas durch und
behandelte auBerdem Arabidopsis thaliana mit den Signalmolekiilen Salicylsdure,
Methyljasmonat und Ethylen.

1.0 T |

Arabidopsis Behandlungen:
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()]
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c
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I

PRS36: Primisulfuron 36h
PSAVIR PRS24: Primisulfuron 24h
PRO24: Prosulfuron 24h
BXN24: Bromoxynil 24h
PSVIR_ Ben24: Benoxacor 24h
SA: Salicylsaure
ETH: Ethylen
MEJA: Methyljasmonat
PSAVIR: Pseudomonas, avirulent

Komponente (2)
o
o

-0,5 - - PSVIR: Pseudomonas, virulent
UVLOW: UV-B mit niedriger PAR
UVHIGH: UV-B mit hoher PAR
MEJAOSETH
1.0 | ] |
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Komponente (1)

Abb. 4.1: Hauptkomponentenanalyse aller bisher mit dem Detox-Array durchgefiihrten Versuche.
Durchfiihrung der Hauptkomponentenanalyse in Zusammenarbeit mit G. Welzl, IBB (GSF).

Die Unterschiede in den Expressionsprofilen aller untersuchten Gene aufgrund der
Herbizidbehandlungen wird im Vergleich mit den zusitzlich durchgefiihrten Versuchen noch
einmal verdeutlicht. Das Expressionsprofil nach Bromoxynilbehandlung grenzt sich deutlich
von dem Profil nach Primisulfuronbehandlung ab. Aufgrund der Projektion in die Ebene
scheint Prosulfuron nicht die Komponente von Primisulfuron zu teilen. Dass es aber deutliche
Ubereinstimmungen in den Expressionsprofilen gibt, sicht man deutlich in Abbildung 3.15.
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Aufgrund des gleichen Wirkorts und der strukturellen Ahnlichkeit entspricht das auch den
Erwartungen.

Die in Abbildung 4.1 gezeigte Hauptkomponentenanalyse zeigt im groben eine Dreiteilung
der Reaktionen.

1.) Die Behandlung von Arabidopsis thaliana mit Methyljasmonat und Ethylen fiihrte,
wie in der Hauptkomponentenanalyse zu sehen, zu dhnlichen Expressionsprofilen.
Methyljasmonat und Ethylen stellen in dem Signaltransduktionsweg der induzierten
systemischen Resistenz Signalmolekiile dar (Glazebrook, 2001), die durch die
Kolonisierung der Wurzeln von bestimmten Bakterien der Rhizosphire ausgeldst wird.

2.) In der zweiten Gruppe befinden sich die Behandlungen mit Salicylsdure, mit dem
Pathogen Pseudomonas und die Primisulfuronbehandlung. Pflanzen haben spezifische
Resistenzgene, mit denen sie Pathogene erkennen, die entsprechende Avirulenzgene
tragen. Der Kontakt eines solchen Pathogens mit der Pflanze 16st eine Pflanzenabwehr
aus, die normalerweise den programmierten Zelltod von den Pflanzenzellen nach sich
zieht, die in direktem Kontakt mit dem Pathogen stehen. Dieses Phdnomen wird
hypersensitive Reaktion (HR) genannt und 16st ihrerseits eine systemische Resistenz
aus, die als systemisch erworbene Resistenz (SAR) bezeichnet wird. Die SAR
beinhaltet die Akkumulation des Signalmolekiils Salicylsdure in der gesamten Pflanze
(Glazebrook, 2001). Anhand der Hauptkomponentenanalyse ist erkennbar, dass die
Behandlung von Arabidopsis thaliana mit dem Pathogen Pseudomonas und mit
Salicylsdure zu dhnlichen Expressionsprofilen gefiihrt hat. Jedoch ist es wichtig an
dieser Stelle zu beachten, dass die Grundlage fiir diese Analyse nur Gene sind, die aus
dem Sekundirmetabolismus stammen und Gene, die bekannt dafiir sind, dass sie eine
Rolle in den Signaltransduktionswegen spielen, nicht auf dem Array vorhanden waren.
Vollig neu ist die Beobachtung, dass die Behandlung mit den Sulfonylharnstoffen eine
dhnliche Antwort wie Salicylsdure oder einem entsprechenden Pathogen hervorrutft.

3.) In der dritten Gruppe der Hauptkomponentenanalyse befinden sich die beiden UV-B-
Behandlungen und die beiden Xenobiotikabehandlungen mit Bromoxynil und
Benoxacor. Insgsamt werden bei diesen Behandlungen nur wenige Gene in ihrem
Transkriptniveau verindert. Dennoch konnte man die Ahnlichkeit der
Expressionsprofile nach UV-B- und Bromoxynilbehandlung damit erkliren, dass in
beiden Féllen die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies ausgeldst wird.

Pflanzenabwehr gegen Pathogenbefall beinhaltet die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
im Apoplasten. Dieser sogenannte ,, oxidative burst” wird sowohl von bestimmten
Pathogenen wie zum Beispiel Pseudomonas ausgelost, als auch von dem als Elicitor
verwendeten Ozon (Sandermann et al., 1998). Sowohl Pathogen als auch Ozon fithren zur
Induktion von PR-Proteinen (,,pathogen-related proteins®) und zur Anreicherung von
Salicylsdure (Sandermann et al., 1998). Sauerstoffradikale im Apoplasten fiihren also
zunidchst zu einer HR und spiter zu einer SAR. Solche Sauerstoffradikale, die wihrend
Lichtstress oder nach Bromoxynilbehandlung gebildet werden, entstehen im Chloroplasten
und fiihren vermutlich zu einer anderen Form der Antwort, wie die Hauptkomponentenanalyse
andeutet (Abbildung 4.1). Anscheinend ist die Pflanze in der Lage Sauerstoffradikale im
Apoplasten von denen im Chloroplasten zu unterscheiden.
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4.5 Klassifizierung der Auswirkungen

Die dargestellten Auswirkungen der Herbizidbehandlungen in den
Hauptkomponententenanalysen (Abbildungen 3.15 und 4.1) und die in Abschnitt 3.3 und
Tabelle 3.4 dargestellten Ergebnissen fithren zur Ableitung von drei Theorien:

1.) Die Applikation eines Herbizids und dessen Penetration in die Zelle induziert die
Transkription von Genen, die an der Metabolisierung und damit der Detoxifizierung
beteiligt sein kdnnen.

2.) Die Induktion von Genen, deren Funktion bereits charakterisiert wurde, fithrt zu der
Annahme, dass die Xenobiotika bisher unbekannte Auswirkungen haben.

3.) Die Transkriptionsprofile deuten darauf hin, dass es Ahnlichkeiten zwischen einer
systemisch erworbenen Resistenz (SAR) und der Behandlung mit Primisulfuron gibt.

Diese drei Theorien sollen nun im Einzelnen anhand der Reaktionen auf Genebene diskutiert
werden.

1.) Metabolisierung der Herbizide

Als erstes wird der Frage nachgegangen, ob sich anhand der Gene, denen man eine Funktion
zuweisen kann, Hinweise fiir eine Beteiligung an der Metabolisierung der Xenobiotika finden.

Die Mehrheit der induzierten Gene ist bisher nicht funktionell charakterisiert und der
Metabolismus von Primisulfuron in Arabidopsis thaliana wurde bisher nicht untersucht.
Auch nach diesen Untersuchungen bleibt es spekulativ, welche Gene fiir eine Metabolisierung
verantwortlich sein konnten. Voraussetzung fiir die Interpretation der Ergebnisse in diesem
Sinn ist die Annahme, dass Primisulfuron die Gene induziert, die fiir die eigene
Metabolisierung notwendig sind.

Unter den induzierten Cytochrom P450 Monooxygenasen konnte sich eine befinden, die in
der Lage ist Primisulfuron am Phenyl- oder am Pyrimidinring zu hydroxylieren. Eine solche
Reaktion ist bereits fiir mikrosomale Cytochrom P450 Monooxygenasen aus Zea mays
bekannt und ist die Voraussetzung fiir die Glucosylierung an 5’-Position, die bereits in vitro
mit einer partiell aufgereinigten Glycosyltransferase und UDP-Glucose gezeigt wurde (Kreuz
& Martinoia, 1998). Von allen induzierten Genen nach Primisulfuronbehandlung, die bereits
funktionell charakterisiert wurden, konnte eine UDP-Glycosyltransferase an der
Glucosylierung des Primisulfurons an 5’-Position verantwortlich sein. Die durch die
Primisulfuronbehandlung induzierte UGT73B3 zeigte Glucosylierungsaktivitét in 4’- und 5°-
Position gegentiber 2,4- und 2,5-Dihydroxybenzoesdure (Lim et al., 2001a). Diese Struktur ist
dhnlich wie die des Phenylringes von Primisulfuron, daher ist eine Glucosylierung von diesem
Enzym in 5’-Position denkbar. Aber auch unter den induzierten und bisher nicht
charakterisierten Genen konnte sich ein Kandidat fiir diese Reaktion befinden. Fiir
Hydroxyprimisulfuron-Glucosid, das bei der Glucosylierung in 5’-Position entsteht, konnte
bereits ein Transport in isolierte Pflanzenvakuolen nachgewiesen werden. Dabei konnte die
Aufnahme durch Zugabe von Mg-ATP stimuliert und durch Vanadat gehemmt werden, wie
dies auch typisch fiir ABC-Transporter vermittelte Transportvorginge ist (Gaillard et al.,
1994; Klein et al., 1996).
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Da die Aufnahme von Hydroxyprimisulfuron-Glucosid durch das endogene Glucosid Esculin
gehemmt wird, nicht aber die Aufnahme des Metolachlor-Glutathions, wurde vermutet, dass
zwei unterschiedliche Systeme fiir den Transport von Glutathion- und Glucose-Konjugaten
verantwortlich sind (Gaillard ez al., 1994). In weiteren Studien wurde bereits gezeigt, dass die
heterolog exprimierten ABC-Transporter aus der Subfamilie MRP AtMRP1-3 und AtMRP5 in
der Lage sind unterschiedliche Glutathion-Konjugate zu transportieren (Gaedeke et al., 2001,
Liu et al., 2001; Lu et al., 1998; Lu et al., 1997; Tommasini et al., 1998). Der Transport von
Glucose-Konjugaten ohne Glutathion von heterolog exprimierten ABC-Transportern wurde
bisher nicht gezeigt. Neben den drei ABC-Transportern der MRP-Subfamilie wurden auch
noch zwei ABC-Transporter aus zwei weiteren Subfamilien induziert (4¢24OH1 und AtPDRS).
Der anschlieBende Transport des moglicherweise entstehenden Glucose-Konjugats, wie in
anderen Pflanzen gezeigt, in die Vakuole (Gaillard et al., 1994), konnte von einem der
induzierten ABC-Transporter iibernommen werden.

Jedoch konnen erst heterologe Expressionen aller Kandidatengene und die Isolierung der
Metabolite aus Arabidopsis thaliana Aufschluss dariiber geben, inwieweit die induzierten
Gene mit dem Metabolismus von Primisulfuron tatsdchlich im Zusammenhang stehen.

Auch der Metabolismus von Bromoxynil ist bisher in Arabidopsis thaliana nicht ndher
untersucht worden. Es existieren aber eingehende Untersuchungen der Metabolite von
Bromoxynil in Hordeum vulgare und Stellaria media (Schaller et al., 1992). AuBler dem
Befund, dass durch Hydrolyse der Nitrilgruppe die Carbonsdure von Bromoxynil (3,5-
Dibromo-4-hydroxybenzoesédure) entsteht, werden eine Vielzahl unterschiedlicher Glucoside
generiert, die noch mehrfach konjugiert werden.

Fiir die nach Bromoxynilbehandlung induzierte UGT75D1 konnte bereits gezeigt werden,
dass mit UDP-Glucose und der 3,5-Dibromo-4-hydroxybenzoesdure eine Umsetzung
stattfindet (Messner, personliche Mitteilung). Da UGT75D1 im Stammbaum in unmittelbarer
Nachbarschaft zu den esterbildenden UGTs UGT75B1 und UGT75B2 liegt (Lim et al., 2001a;
Lim et al, 2001b), scheint eine Esterbildung bei der Umsetzung moglich. Die
nachgewiesenen nicht-extrahierbaren Riickstdnde in der Ligninfraktion von Arabidopsis
thaliana fordern einen Transport der Metaboliten iiber die Plasmamembran (Wunderwald,
personliche Mitteilung). Homologe zu dem induzierten ABC-Transporter der Subfamilie der
TAP (,,transporter associated with antigen processing‘) sind aus dem menschlichen
Organismus bekannt und charakterisiert (Williams et al., 1996). Lokalisiert in der Membran
des Endoplasmatischen Retikulums werden Peptidfragmente, die im Cytosol von Proteasomen
degradiert wurden, in das ER transportiert und in Verbindung mit MHC Klasse I Molekiilen in
Vesikeln an die Plasmamembran transportiert und die Antigene an der Oberfldche prasentiert.
Desweiteren wurde gezeigt, dass die stets heterodimere bildendenden TAP-Transporter in
transfizierten Tumorzelllinien Resistenz gegeniiber dem Chemotherapeutikum Mitoxantrone
verleiht. Es wurde spekuliert, dass die hydrophobe Substanz anstatt der Peptide von dem
TAP-Komplex in das ER transportiert und via Golgivesikel aus der Zelle hinaus geschleust
wird (Lage et al., 2001). Denkbar, wenn auch sehr spekulativ, ist nun, dass auch die
Bromoxynilkonjugate ebenso liber diesen Weg in den Apoplasten transportiert werden.
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2.) Unbekannte Auswirkungen der Herbizide

Andere Enzymaktivititen von induzierten Genen legen die Vermutung nahe, dass eine
Behandlung mit Herbiziden weitreichendere Auswirkungen hat, als die Hemmung des
bekannten Wirkortes und die Metabolisierung der Substanz.

So werden zum Beispiel nach Behandlung mit Primisulfuron zwei Gene induziert, die
vermutlich am Abbau von aromatischen Aminosduren involviert sind. Die
Cytochrom P450 Monooygenase CYP79B2 katalysiert die Umwandlung von Tryptophan zu
Indol-3-acetaldoxim, welches ein Intermediat bei der Umwandlung von Indolglucosinolaten
zu Indolessigsdure darstellt (Hull et al., 2000; Mikkelsen et al., 2000). Die Glutathion-S-
Transferase AtGSTZ1 konvertiert glutathionabhingig Maleylaceton zu Fumarylaceton, ein
Reaktionsschritt, der beim Abbau von Tyrosin zu Acetoacetat und Fumarat vorkommt (Dixon
et al., 2000). Durch die Hemmung der Acetolactatsynthase wird das bestehende
Gleichgewicht zwischen aromatischen und verzweigten Aminosduren gestort. Bei der
Neusynthese von Proteinen ist dies aber wichtig, um einen geregelten Einbau zu
gewihrleisten. Das Gleichgewicht konnte nun durch den Abbau der aromatischen
Aminosduren wieder hergestellt werden. Denkbar ist auch, dass Primisulfuron einen zweiten,
bisher unbekannten Wirkort hat.

Nach der Behandlung mit Bromoxynil wurde CYP7IB7 induziert. Diese
Cytochrom P450 Monooxygenase ist in der Lage das Modellsubstrat 7-Ethoxycumarin in
Gegenwart von Cuminhydroperoxid zu deethylieren (Maughan et al., 1997), und wird
deswegen im Zusammenhang mit dem Terpenoidstoffwechsel diskutiert. Da die genaue
Funktion dieses Enzyms nicht bekannt ist und Terpenoide sowohl Funktionen im priméren als
auch im sekundiren Stoffwechsel haben, bleibt der Zusammenhang ungeklart.

3.) Vergleich der Transkriptionsprofile

Die in der Hauptkomponentenanalyse (Abbildung 4.1) aufgedeckten Ahnlichkeiten der
Expressionsprofile auf die Behandlungen mit Salicylsdure, Pseudomonas und Primisulfuron
warfen die Frage auf, ob anhand charakterisierter Gene, die nach Primisulfuronbehandlung
induziert waren, auch solche befinden, die mit der Pflanzenabwehr in Form einer systemisch
erworbenen Resistenz in bereits in Zusammenhang gebracht wurden.

Unter den nach Primisulfuronbehandlung induzierten und bereits charakterisierten Genen,
befinden sich zwei Cytochrom P450 Monooxygenasen und eine UDP-Glycosyltransferase.
Die nur transient nach 24h induzierte CYP76C2 (Abbildung 3.11A) wurde bereits mit Zelltod
und Seneszenz assoziiert und die Induktion erfolgte stets vor der Entwicklung der
hypersensitiven Reaktion (Godiard et al, 1998). Dariiber hinaus wurde auch CYP71BI15
(Abbildung 3.13A) induziert, eine Cytochrom P450 Monooxygenase, die auch als PAD3 in
der Literatur beschrieben wird (Zhou et al., 1999). Die phytoalexin deficient3 (pad3) Mutation
verursacht einen Defekt in der Produktion von Camalexin. Camalexin ist ein in Arabidopsis
thaliana bekanntes Phytoalexin, das als Pflanzenabwehrstoff nach Infektion mit Pseudomonas
gebildet wird. Zhou et al. (1999) zeigen, dass die Cytochrom P450 Monooxygenase PAD3
sehr wahrscheinlich in der Biosynthese von Calamexin involviert ist. Auch die induzierte
UGT74F1 kann mit Reaktionen der Pflanzenabwehr in Zusammenhang gebracht werden. Als
heterolog exprimiertes Protein bildet die UDP-Glycosyltransferase den Glucoseester sowohl
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von Salicylsdure, als auch von Benzoesédure (Lim ef al., 2001a). Salicylsdureester wurde neben
dem Glucosid der Salicylsdure wiahrend der systemisch erworbenen Resistenz als Metabolit
identifiziert (Lee & Raskin, 1999).

Die Ahnlichkeit der Expressionsprofile nach Salicylsiure-, Pseudomonas- und
Primisulfuronbehandlung und einzelne induzierte Gene nach Primisulfuronbehandlung, die
bereits zuvor mit der Pflanzenabwehr in Zusammenhang gebracht wurden, legen die
Vermutung nahe, dass Primisulfuron eine Elicitor-dhnliche Wirkung auf Arabidopsis thaliana
hat.

Welche Aufgabe den ABC-Transportern in einem der drei Reaktionsmoglichkeiten zukommt,
muss in eingehenden Funktionsuntersuchungen geklirt werden.

Alle untersuchten Mitglieder der MDR-Subfamilie konnten in mindestens einem der
untersuchten Organe detektiert werden. Somit kommt dieser Subfamilie sehr wahrscheinlich
eine bedeutende physiologische Rolle zu, wie sie bereits fiir AtMDR1 gezeigt werden konnte
(Sidler et al., 1998). Es wurde fiir kein Mitglied dieser Subfamilie eine Verdnderung der
Transkriptmenge nach Xenobiotikabehandlung nachgewiesen.

Im Gegensatz dazu stehen die verdnderten Expressionsstirken bei gleich drei Mitgliedern der
Subfamilie der MRP nach Primisulfuronbehandlung. Ein weiterer MRP-Transporter
(AtMRP10) wurde ausschlieBlich nach Prosulfuronbehandlung induziert. Da auch diese
Subfamilie in allen Organen detektiert werden konnte, scheint zusitzlich zur natiirlichen
Funktion in ungestressten Situationen noch eine Funktion der Stressabwehr hinzuzukommen,
wie sie nach Pathogenbefall mit Pseudomonas und scheinbar auch nach
Primisulfuronbehandlung zu beobachten ist.

AtPDRS ist der einzige Vertreter der PDR-Subfamilie der nach Primisulfuronbehandlung
induziert wurde. Dies impliziert die Frage, ob A¢tPDRS einen Metaboliten des
Sulfonylharnstoffs zu transportieren vermag. Andererseits konnte im Verlauf der
Abwehrreaktionen ein erhohter Transport von Sekunddrmetaboliten oder Signalmolekiilen
notig sein. Fiir einen homologen ABC-Transporter in Nicotiana plumbaginifolia (NpABC1)
konnte gezeigt werden, dass dieser vermutlich an der Sekretion von Sekunddrmetaboliten im
Rahmen der Pflanzenabwehr beteiligt ist (Jasinski ef al, 2001). Da A¢tPDRS auch nach
Infektion mit Pseudomonas induziert wurde (Pierre-Henri Dubuis, personliche Mitteilung), ist
eine dhnliche Aufgabe auch fiir 4tPDRS denkbar.
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4.6 Ausblick

Die hohe Anzahl an ABC-Transportern, die durch den Abschluss des Sequenzierungsprojekts
von Arabidopsis thaliana im Dezember 2000 (AGI, 2000) aufgedeckt wurde, legt eine
wichtige Rolle im Sekunddrmetabolismus nahe (Sanchez-Fernandez et al., 2001). Durch die
Etablierung des Detox-Arrays konnten fiir 28 Vertreter die organspezifischen
Expressionsmuster als grundlegende Arbeit aufgenommen werden. In gegenwirtigen Arbeiten
werden die noch fehlenden Vertreter dieser Superfamilie in dem Detox-Array integriert.
Andere Genfamilien, die an den komplexen Vorgéngen der Metabolisierung von Xenobiotika
beteiligt sein konnten, sollten ebenfalls in den Detox-Array integriert werden (z.B.
Peroxidasen).

Mit einem ausgeweiteten Detox-Array konnten weitere Versuche durchgefiihrt werden. Die
genauere Untersuchung der Kinetiken nach Primisulfuron- und Bromoxynilbehandlung
konnten einen genaueren Einblick in die zeitlichen Verschiebungen der Genaktivitéten geben.

Wichtig wire es, ein besseres Verstdndnis liber die Auswirkungen der Xenobiotika auf
Pflanzen zu bekommen. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, fiihren strukturell &hnliche
Herbizide mit gleichem Wirkort auch zu dhnlichen Expressionsprofilen. Die Applikation von
Herbiziden, die zwar den gleichen Wirkort haben, sich aber in der Struktur unterscheiden,
miissten eine Gruppe von gleichen Genen induzieren, die alleine auf die Wirkung des
Herbizids zuriickzufiihren sind. Im Vergleich zu den verwendeten Sulfonylharnstoffen bieten
sich die Imidazolinone an, da sie sich strukturell unterscheiden, aber ebenfalls die
Acetolactatsynthase hemmen. Der entgegengesetzte Fall wiirde eintreten, wenn man die
Expressionsprofile von resistenten Mutanten untersucht. In diesem Fall wiirde die Hemmung
der Acetolactatsynthase ausbleiben und die Verdnderungen des Transkriptoms wiren
hauptsédchlich auf die Metabolisierung zuriickzufiihren.

Wie die iibergreifende Betrachtung mittels Hauptkomponentenanalyse gezeigt hat, konnen
durch Vergleiche mit weiteren biotischen und abiotischen Stressfaktoren Hinweise auf die
Auswirkungen der Xenobiotikabehandlungen erhalten werden. In gegenwirtigen Arbeiten
werden weitere UV-B-Behandlungen und Trocken- und Salzstressversuche durchgefiihrt.
Auch Versuche mit dem als Elicitor verwendeten Ozon koénnen in diese Analysen mit
einbezogen werden.

Um genaueren Einblick in die molekularen Ursachen fiir Koregulationen von Genen zu
bekommen, konnen Gene mit gleichen Reaktionsmustern im Promotorbereich auf gleiche
Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren untersucht werden. So werden gegenwirtig erste
Analysen an einer Gruppe von Genen, die transient 24h nach Behandlung mit Primisulfuron
induziert waren, durchgefiihrt.
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Eingehendere Charakterisierungen der ABC-Transporter sind notwendig, um mehr {iber ihre
Funktion zu erfahren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits Insertionsmutanten isoliert, die
im Hinblick auf ein verdndertes organspezifisches Transkriptionsprofil und
Metabolitenspektrum im Vergleich zum Wildtyp untersucht werden konnen. Auch die
Verdanderungen des Expressionsprofils nach Xenobiotikabehandlung koénnen weiteren
Aufschluss iiber die Funktion geben.

Mittels heterologer Expression von besonders interessanten ABC-Transportern in geeignete
Hefemutanten, konnten anhand von Transportstudien die transportierten Metabolite
identifiziert werden.

Mittels Reportergenkonstrukten und spezifischen Antikérpern kann die gewebe-, und
zellspezifische Expression, sowie die subzelluldre Lokalisation aufgeklart werden, woraus
sich widerum Hinweise auf die Funktion ableiten lassen.
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5 Zusammenfassung

Die Superfamilie der ABC-Proteine ist eine der groBten bisher bekannten Proteinfamilien.
Ihre Mitglieder enthalten ein oder zwei nukleotidbindende Doménen mit je einem Walker A-
und B-Motiv, sowie das charakteristische ABC-Motiv. Ein Grofiteil darunter sind
Membranproteine, die zusitzlich ein oder zwei Transmembrandomainen besitzen. Diese ABC-
Transporter sind vor allem in Mensch und Hefe charakterisiert, wo sie in zahlreichen
Transportprozessen iiber die Membranen involviert sind. Uber die Funktion der ABC-
Transporter in pflanzlichen Organismen ist wenig bekannt, jedoch gibt es Hinweise dass diese
Proteinfamilie in Pflanzen auch an der Kompartimentierung von Fremdstoffmetaboliten
beteiligt ist. In der Modellpflanze Arabidopsis thaliana wurden 103 ABC-Transportergene
annotiert, die sich in 9 Subfamilien aufteilen. Experimentell nachgewiesen wurden bisher
lediglich 6 Mitglieder aus 2 Subfamilien. In dieser Arbeit wurden 28 ABC-Transporter aus 6
Subfamilien, davon 4 bisher nicht untersuchte, hinsichtlich organspezifischer Expression und
Induktionsverhalten nach Herbizid- bzw. Safenerbehandlung untersucht.

Dazu wurde ein DNA-Array ("Detox-Array") mit genspezifischen Sonden zur parallelen
Transkriptanalyse etabliert. Zusétzlich wurden in Zusammenarbeit mit anderen Projekten
weitere Genfamilien mit einbezogen, die potenziell an der Detoxifizierung von Xenobiotika
beteiligt sind (Cytochrom P450 Monooxygenasen, Glutathion-S-Transferasen und UDP-
Glycosyltransferasen), um Koregulationen einzelner Mitglieder der unterschiedlichen
Genfamilien untersuchen zu konnen. Um die Unterscheidung auch hoch homologer
Mitglieder dieser Familien zu ermdglichen, wurden Sonden aus dem 3‘-untranslatierten
Bereich dieser Gene entwickelt und auf ihre Eignung zur Transkriptmessung untersucht.

Die Expressionsanalyse der ABC-Transporter in Wurzeln, Stingeln, Bléttern, Bliitenstinden
und Schoten zeigte neben den sechs bereits bekannten ABC-Transportern Transkripte von 21
weiteren Vertretern. Die meisten waren in der Wurzel (26 von 28) nachzuweisen, die
wenigsten (7 von 28) im Blatt. Am hochsten exprimiert waren AtMRP12 und AtPDRS in der
Wurzel und AtMRPS5 in der Schote.

Die Induktion der ABC-Transporter durch Xenobiotika wurde an Pflanzen 24h oder 36h nach
Behandlung mit unterschiedlichen Chemikalien (Primisulfuron, Bromoxynil, Benoxacor) in
sublethalen Dosen untersucht. Fiir die beiden Herbizide typische Schdaden konnten erst 3 Tage
nach der Behandlung beobachtet werden. Neben der in der Literatur beschriebenen
Primisulfuron-Induktion von AtMRP3 (Tommasini et al., 1997) waren AtPDRS, AtMRPS,
AtMRP4 und AtAOH]I transient nach 24h induziert. Mit einem Antiserum, das gegen die
Subfamilie der PDR-Transporter erzeugt worden war, konnte deren Induktion durch
Primisulfuron und Benoxacor auch auf Proteinebene nachgewiesen werden. Eine spezifische
6-fache Induktion nach Bromoxynil-Behandlung zeigte der ABC-Transporter AtTAPI. Die
sechs genannten ABC-Transporter stellen somit Kandidaten dar, die an der
Kompartimentierung von Metaboliten beteiligt sein kdnnen. Dabei kann es sich entweder um
Primisulfuron- bzw. Bromoxynilmetabolite oder durch die Behandlung mit den Xenobiotika
entstandene endogene Metabolite handeln.
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Eine Hauptkomponentenanalyse der Expressionsprofile zeigte, dass auf der Basis der auf dem
Detox-Array vertretenen, aus dem Entgiftungs- und Sekundidrmetabolismus ausgewidhlten
Genfamilien eine eindeutige Unterscheidung der Antwort auf die verschiedenen Herbizide
abgeleitet werden kann. Weitere Daten aus Kollaborationen mit anderen Projekten wurden in
einer zweiten Hauptkomponentenanalyse mit einbezogen und zeigen, dass die Unterschiede
vor allem auf die sekundidren Auswirkungen der Herbizide zuriickzufiihren sind. Die dabei
gefundene Koregulation der Primisulfuron-Behandlung mit der Reaktion auf das
Signalmolekiil Salicylsdure und ein bakterielles Pathogen lieB weiter schlieBen, dass
Primisulfuron einen Elicitor-dhnlichen Effekt auf die Pflanze hat.

Zur weiterfiihrenden Funktionsanalyse von ABC-Transportern wurden parallel zu diesen
Arbeiten knock-out Mutanten gesucht. In einer Kollektion des MPI fiir Ziichtungsforschung in
Koln konnten zwei Mutanten identifiziert werden, die jeweils ein En-Transposon innerhalb
der offenen Leserahmen von AtPDR4 bzw. AtMDR4 besitzen.
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7 Anhang

7.1 Untersuchungen zur Kreuzhybridisierung der genspezifischen Sonden

7.1.1

AtAOH1

ABC-Transporter

ABC_Z (344 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap(nt) E-value
tlla7 100 344 0
t32g6 73 83 0.15
£23ab 64 136 0.72
mud21 58 248 1.1
55 260 1.4

£25p17

tlla7 und t32g6 sind iberlappende BACs.

betrdgt 663nt.
- Keine Kreuzhybridisierung

AtMDR1  ABC_H (174 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%$identity overlap (nt) E-value
t1l38 100 174 6.5e-25
£2818 65 117 0.6

- Keine Kreuzhybridisierung

AtMDR2  ABC_J (197 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
en d 24 100 197 7. %9e=23
sa d 27 100 197 1.7e-22
t26314 60 185 0.77
mbbl8 61 176 0.9
t2315 63 155 1.1
£1447 63 149 1.3

- Keine Kreuzhybridisierung

AtMDR3  ABC G (181 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
t7bll 100 181 2.4e-26
wu_e 95 62 160 0.33
ch e 32 62 160 0.58
t12p18 65 125 1.9
mfbl3 60 161 1.9

- Keine Kreuzhybridisierung
AtMDR4  ABC K (177 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
f1l4m4 100 177 le-20
mx _c 24 67 123 1.3
myf5 65 120 1.8

- Keine Kreuzhybridisierung

t158

contig
.en_d 24
.£20b24
.£20b24
.sa d 28

contig
.t7b11
.wu_e 95

contig
.f14m4
.mx_c_ 24

Der Abstand zwischen At2g41700(C)

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.tlla?7 100 344 0 At2g41700
.t32g6 73 83 0.071 At2g41690
.f23a5 64 136 0.69 Atlg80830
.f23a5 64 136 1.2 Atlg80820
.wt_d 35 61 133 1.5 At4g24390
L£27£5 60 125 1.8 Atlg45000
.mx_c 24 58 193 1.8 At3g43220

FASTA against coding sequences
.contig %$identity overlap (nt)

E-value gene

100 174 3.3e-24At2g36910

FASTA against coding sequences

$identity overlap(nt) E-value gene
100 197 2.9e-25At4925960
68 106 1.2 Atlgl0680
68 106 1.3 Atlgl0670
62 160 1.7 At4gl2770
FASTA against coding sequences
$identity overlap(nt) E-value gene

100
62

181
160

3.1e-28At4g01820
0.3 At5g28190

FASTA against coding sequences
$identity overlap(nt) E-value gene
100 177 1.5e-22At2g47000
67 123 1.5 At3g43270

und At2g41690 (W)
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AtMDR5 ABC I (168 nt)

FASTA against genomic sequences

contig $identity overlap(nt) E-value

t7bll 100 168 2.9e-32

tn e 22 59 142 0.14

chloroplast 75 62 0.
Abstand zwischen At4g01830 (C)

At4g01820 betragt 193nt.
- Keine Kreuzhybridisierung

AtMDR6  ABC_L (198 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
fl1216 100 198 0

pl d 21 66 69 1

Abstand zwischen At2g39480 (C)
At2g39470 betragt 412nt.
- Keine Kreuzhybridisierung

AtMDR9  ABC_T (169 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
my d 34 100 169 2.8e-27
f25pl12 59 169 0.025
t8123 59 169 0.039
f4h5 68 85 0.67
f4ho 65 123 1.5
pl d 25 60 112 1.7
t26312 61 122 1.9

At4gl8050 (W)
At4gl18060 iberlappen um 39bp.

AtMDR10 ABC_AB (345 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %identity overlap(nt) E-value
£20b24 100 345 0

en d 24 73 235 1l,3e=11
sa d 27 73 235 3e-11

t8d8 61 176 0.22

Abstand zwischen Atlgl0670 (W)

und At4g01820 (C)

und At2g39470 (W)

und At4gl8060 (C)haben einen Abstand von 253nt.

.en_d 24 73

und Atlgl0680 (C)

. FASTA against coding sequences
.contig

%identity overlap(nt) E-value gene

.t7bl1l 100 168 2.3e-34At4g01830
.t7bl1l 100 168 2.3e-34At4g01820
.chloro 75 62 0.5 psahd

betrdagt 354nt. Abstand zwischen Sonde und

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.fl1216 100 198 0 At2g39480
.f1216 100 89 6.2e-19At2g39470
.gl d 21 66 77 0.85 At4g34310
.gf ¢ 22 68 63 1.8 At3g54340

betragt 596nt. Abstand zwischen Sonde und

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.my d 34 100 169 2.2e-28At4gl18050
.my d 34 100 169 3.4e-28At4g18060
.wt_d 24 61 171 0.23 At4g25040
.£4h5 68 85 0.75 Atlg06690
.£4h5 68 85 0.83 Atlg06700
.£f23h14 63 126 1.5 At2g01300
Sonde und EST (AV521384) des Gens

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.f20b24 100 341 0 Atl1lgl0670
.£20b24 100 345 0 At1gl0680
235

2.4e-11At4g25960

betrdgt 372nt. Abstand zwischen sonde ABC-AB

und Atlgl0670 Dbetrdagt 163nt. Kreuzhybridiserung fiber kurzen Bereich mdglich. AuBerdem
Kreuzhybridisierung mit At4g25960 (AtMDR2).
AtMDR17  ABC_AF (417 nt)
FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences
contig %identity overlap(nt) E-value contig %identity overlap(nt) E-value gene
rr c 28 100 417 0 .rr c 28 100 417 0 At3g62140
f14m4 73 185 2.8e-10 .rr c 28 100 417 0 At3g62150
t7bll 75 160 3.4e-09 .fl4m4 73 185 3e-11 At2g47000
tl4p4d 61 310 1.3e-07 .t7b1l1l 75 160 4.7e-10At4g01820
my d 34 69 146 1.6e-05 .tl4p4 61 310 1.7e-08At1g02520
f9cle 55 236 0.59 .t7bl1l 70 174 4.4e-08At4g01830
t4d8 57 240 0.96 .tl4p4 69 164 1.3e-07At1g02540
£28g4 58 248 1 .tldp4 69 164 1.9e-07At1g02530
t1f15 56 309 1.2 .my d 34 69 146 8.5e-06At4g18050
t2gl7 64 135 1.2 .my d 34 68 122 0.0019 At4gl8060
£12b7 56 309 1.3 .£28d6 58 245 0.26 At4g07440
.t6a23 59 206 0.7 At2g38510
.myh9 57 251 0.77 At5g09940
- Aus Auswertung entfernt, da Sonde die benachbarten Gene nicht unterscheidet! Zus&dtzlich

Kreuzhybridisierungen mit AtMDR4 und AtMDR3.
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AtMRP1  ABC_N (148 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
tdk22 100 148 9e-33
rr ¢ 23 71 60 0.61

- Keine Kreuzhybridisierung

AtMRP2  ABC_M (166 nt)

FASTA against genomic sequences

.contig %$identity overlap (nt)

.t4k22

FASTA against coding sequences

100 148

FASTA against coding

.contig %$identity overlap (nt)

contig%$identity overlap (nt) E-value

t29f13 100 166 3.3e-25 .t29f13 100 166

t8f5 64 115 0.24 .t29f13 100 166

f6d8 61 124 1.1 .t8f5 64 115

£7£23 66 100 1.9 .f6d8 61 124
Abstand zwischen At2g34660 (W) und At2g34670(C) (hypothetisches

354nt. Abstand zwischen Sonde und At2g34670 betragt 191nt.

- Keine Kreuzhybridisierung

AtMRP3  ABC_P (165 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap (nt) E-value
mjgl9 99 165 1.3e-30
mnb8 69 69 1.4
myf5 63 128 1.5
f7e22 59 166 1.7
£15d2 61 159 1.8

- Keine Kreuzhybridisierung

AtMRP4 ABC_Q (177 nt)

FASTA against genomic sequences
contig%identity overlap(nt) E-value
f17a22 100 177 3.9e-28

- Keine Kreuzhybridisierung

AtMRP5 ABC_O (212 nt)

FASTA against genomic sequences
contig%identity overlap (nt) E-value
£20d22 100 212 0

Kreuzhybridisierung mit At2g28810 trifft ca.

Gens.
- Keine Kreuzhybridisierung

AtMRP7  ABC_W (201 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap (nt) E-value
mjgl9 100 201 1.8e-33
fllpl7 67 132 0.19
£9k20 60 160 1.1
t518 67 91 1.4

- Keine Kreuzhybridisierung

.contig
.mjgl9
.£2h15

.contig
.f17a22
.f508

.£20c19

.contig
.£20d22
.f8nl6

.contig
.mjgl9
.t26c19
.£9k20

FASTA against coding

$identity overlap (nt)

99 165
62 132

FASTA against coding

%identity overlap (nt)
100 177
62 130
61 158

FASTA against coding

%$identity overlap (nt)
100 212
70 78

E-value gene
2.9e-32At1g30400

sequences
E-value gene
3.9e-28At2g34670
2.3e-27At2g34660
0.19 Atlg65430
1.3 Atlg52710

protein ohne EST)

sequences

E-value gene
1.5e-30At3g13080
0.34 Atlgl7780

sequences

E-value gene

1.1e-32At2g47800
0.82 Atlg23570
1.3 At3g26350

sequences
E-value gene
0 Atl1g04120
1.5 At2g28810

betragt

330bp hinter dem Stop-Kodon des betreffenden

FASTA against coding

$identity overlap (nt)
100 201
63 126
60 160

sequences

E-value gene

1.1e-33At3g13100
1 At2g22310
1.6 Atlg78810
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AtMRP8  ABC_V (301 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
mjgl9 100 276 0

ph c 22 57 235 1.2
msd24 63 126 1.2

- Keine Kreuzhybridisierung

AtMRP11 ABC U (230 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
t5e7 100 230 0
tl2j2 100 119 5.3e-18
mpol2 59 171 0.54
£5i14 58 190 1.3
by c 20 61 121 1.3
f13pl7 62 111 1.6
mpn9 66 93 2

- Keine Kreuzhybridisierung

AtMRP12  ABC AC (366 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap(nt) E-value
f26gl6 100 366 0
tdk22 100 366 0
t29f13 64 129 0.001
t18al0 65 88 1.3
ph c 21 80 41 1.5
mral9 66 96 1.6
Kreuzhybridisierung mit Atl1g3041

Familiensignatur) .

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.mjgl9 100 276 0 At3g13090
.tlo3 59 196 0.92 At2g04520
.pl d 21 61 209 1.2 At4g20850
.bt d 20 60 154 1.5 At4g31250

FASTA against coding sequences

.contig %identity overlap(nt) E-value gene
.t5e7 100 230 0 At2g07680
.£13pl7 62 111

1.8 At2g34230

FASTA against coding sequences

.contig %identity overlap(nt) E-value gene
.t4k22 100 366 0 At1g30420
.tdk22 88 197 6.2e-32At1g30410
.t29f13 64 129 0.0017 At2g34660
.t4k22 68 86 0.069 At1g30400
.t£7d17 68 99 0.88 At2g40760
0 (Hypothetisches Protein mit

>Nicht in Auswertung enthalten, da ABC-AD zu gleichem Gen gehdrt.

AtMRP12 ABC_AD (248 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %identity overlap(nt) E-value
f26gl6 100 248 0
t4k22 100 248 0
t18al0 65 88 1.3
ph c 21 80 41 1.5
mral9 66 96 1.7
Kreuzhybridisierung mit Atlg3041
Familiensignatur) .

AtPDR1 ABC A (154 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap (nt) E-value
mya6 100 154 1.le-26
f14m4 64 128 0.81

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.tdk22 100 248 0 At1g30420
.tdk22 79 79 2.4e-05At1g30410
.t7d17 68 99 0.6 At2g40760
.bl d 20 59 149 1.8 At4g27240
0 (Hypothetisches Protein mit

FASTA against coding sequences

.contig %identity overlap(nt) E-value gene

.myab 100 154 1.9e-27At3g16340
.f4he 63 107 1 At4g04580
.f14m4 64 128 1.4 At2g46890

- Keine Kreuzhybridisierung

AtPDR3 ABC_E (170 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap(nt) E-value
£f23f1 100 170 3.2e-27
f11lclo0 62 163 0.073
wu e 26 60 145 0.27
tl7a2 67 94 0.74

Abstand zwischen kreuzhybridisierender
- Keine Kreuzhybridisierung

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.£23f1 100 170 9.4e-28At29g29940
.f11cl0 62 163 0.16 At2g46400
.£23f1 76 77 0.18 At2g29960
.wu_e 26 60 145 0.59 At5g28700
.£27g20 64 105 0.9 Atlg32300

Sonde und At2g29960 betragt 324nt.

ABC-Transporter

ABC-Transporter
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AtPDR4 ABC B (176 nt)
FASTA against genomic sequences . FASTA against coding sequences
contig%identity overlap(nt) E-value .contig %$identity overlap (nt) E-value gene
£12c20 100 176 3.7e-34 .£f12c20 100 176 0 At29g26910

- Keine Kreuzhybridisierung

AtPDR5 ABC D (189 nt)

FASTA against genomic sequences . FASTA against coding sequences
contig %$identity overlap(nt) E-value . contig %$identity overlap(nt) E-value gene
£3g5 100 189 9.2e-29 .f3g5 100 189 8.4e-32At29g37280
wr d 20 62 145 0.83 .wr_d 20 62 145 0.58 At4g32280
. . . . .t24m8 61 192 0.84 At4g03980

- Keine Kreuzhybridisierung
AtPDR6 ABC_F (184 nt)

FASTA against genomic sequences . FASTA against coding sequences
contig%identity overlap(nt) E-value .contig %$identity overlap (nt) E-value gene
floll 100 184 2.3e-19 .floll 100 184 1.9e-23At29g36380
flol9 70 179 0.00031 .t4024 70 179 2.4e-05At1g66950
td4o024 70 179 0.00044 .mgds8 62 163 0.51 At3gl7230
mto24 65 144 0.93 . . . .
mgd8 62 163 1.2

Kreuzhybridisierung mit Atl1g66950 (putative ABC-Transporter)

AtPDR7 ABC_S (175 nt)

FASTA against genomic sequences . FASTA against coding sequences
contig%identity overlap(nt) E-value .contig %$identity overlap (nt) E-value gene
£911 100 175 6e-21 .f911 100 175 6.5e-22At1g15210
t9l6 68 94 1.7 .£911 100 134 2.5e-15At1g15200

Zwischen Atl1gl5210(C) und Atlgl5200(C) befindet sich eine repetitive Sequenz.
- Keine Kreuzhybridisierung

AtPDRS8 ABC_R (239 nt)

FASTA against genomic sequences . FASTA against coding sequences
contig%identity overlap(nt) E-value .contig %identity overlap (nt) E-value gene
f23h11 100 239 7.6e-32 .£f23h11 100 239 3.6e-33At1g59870
£31518 65 170 0.052 .fle6fl7 63 136 1.5 At5g38030
£19c17 68 100 1.3 . . .

- Keine Kreuzhybridisierung

AtPDR9 ABC_AE (480 nt)
FASTA against genomic sequences . FASTA against coding sequences
contig %$identity overlap(nt) E-value . contig %$identity overlap(nt) E-value gene
gf c 20 100 480 0 .gf ¢ 20 100 480 0 At3g53480
£3g5 70 185 5.1e-06 .£f3g5 70 185 2.2e-07At2g37280
fca all 64 234 4.8e-05 .f6al4 75 128 1.6e-05At1g18660
t26cl9 68 176 0.00015 .feca all 72 123 0.00047At4g15230
f6nl8 75 127 0.00018 .sr d 22 60 181 0.35 At4g08280
f6ald 75 128 0.00023 .f23h1l1l 61 133 0.75 Atlg59870
gl d 20 74 126 0.00048 .mvill 64 142 0.81 At3gl9250
ve c_ 25 62 173 0.043 .mral9 59 236 1.1 At5g45800
mzal5 67 121 0.093 .mxo2l 70 88 1.8 At39g29240
mgfl0 67 128 0.15 .t4o024 60 132 1.8 Atlg66950
sr d 22 60 181 0.4 .£19k6 59 187 1.9 Atlgb52290
mvill 64 142 1.1
£f13ml4 60 203 1.3

Kreuzhybridisierung mit At2g37280 (AtPDR5). Alle anderen angegebenen Kreuzhybridisierungen
sind nicht relevant.
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AtTAP1  ABC_X (199 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
£24913 100 199 0
f5al8 100 199 2.2e-35
se c 20 61 139 0.38

Abstand zwischen Atlg70610(C)

. contig
.f5al8
.f5al8
.se_c 20

und Atlg70620 (C)

des Gens Atlg70620 und der Sonde betragt 53nt.

- Keine Kreuzhybridisierung

AtWBC3 ABC_Y (209 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap(nt) E-value
£24d13 100 209 6.6e-23
fllpl7 67 142 1.3
k15n18 63 163 1.3

- Keine Kreuzhybridisierung

ABC_C (173 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
fca all 100 173 2. 26=32
fca all 81 123 9e-12
£3g5 66 125 0.0012
tlénll 63 115 0.023
£12c20 66 83 0.16
flol9 72 75 0.58
k2all 65 93 0.75
£91i5 65 86 0.94
tdo24 72 75 1.1
£5f19 65 86 1.1
t12pl8 63 97 1.1
mugl3 65 93 1.1
£13m22 61 114 2

.contig %
.£24d13
L f11pl7
.k15n18

contig
.fca all
.fca_all
.£3g5
.tléenll
.£12c20
.tdo024
.£1459
.£257

FASTA against coding sequences

$identity overlap(nt) E-value gene
100 199 0 At1g70620
100 199 0 Atlg70610
61 139 0.28 At3g51120

betrdgt 303nt.

FASTA against coding sequences

identity overlap(nt) E-value
100 209 1.5e-26At2
67 142 0.62 Atl
63 163 0.77 AtS5

FASTA against coding sequences

Abstand zwischen EST

gene
928070
361240
348650

$identity overlap(nt) E-value gene

76 125 3.7e-10At4g15230
76 125 6.2e-10At4g15220
66 125 0.0011 At2g37280
63 115 0.017 Atlgl5520
66 83 0.17 At2g26910
72 75 0.68 Atlg66950
61 133 1.6 Atlg09390
63 128 1.7

At1g25570

- Aus Auswertung entfernt, da Sonde nicht im kodierenden Bereich hybridisiert.

7.1.2  Cytochrom P450

CYP71B7 (500 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap(nt) E-value
£3£f19 100 500 0
mtcll 58 330 0.0048
mtcll 58 185 1

ge c_ 34 57 353 1.5
- Sonde Uberlappt mit EST (AV539776)

contig
. £3£19
.£3f19
.mtcll
.my d 35
.mtcll
.ku e 24
L£3£19
.dt_d 28
.mg_c 21
.bt_d 20

des benachbarten Gens

FASTA against coding sequences

%identity overlap(nt) E-value gene
100 500 0 Atlgl3110
100 417 0 Atl1gl3120

58 330 0.00053At3926210
55 390 0.32 At4g35160
58 185 0.56 At3g26200
58 231 0.99 At5gle070
63 156 1.2 Atlgl3080
59 204 1.3 At4g29180
56 247 1.6 At3g53290
59 245 1.8 At4g31410

(At1g13120) .

(AV529078)
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CYP71B15 (500 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt)

mdjl4
1n c 22
£7£22
tn e 23
£3£f19
mwf20
ch e 27
ch e 26
£28n24
t£2315
t9le6
9111
tl15fle
wu e 28
wt d 29
wu e 93

- Zwei Kreuzhybridisierungen mit weiteren P450-Enzymen:
(CYP, ohne Sonde)

100
69
70
71
74
62
63
63
58
61
58
58
59
55
57
59

500
236
196
164
115
261
200
200
370
248
399
399
279
391
383
234

E-value
0
0.00018

0.0083

lololololelele)]
i
S

Y

FASTA against coding sequences

contig %$identity overlap (nt)

.mdjl4 100 500
.tn e 23 72 151
.£3f19 74 115
.pl e 23 55 409
.£3f19 71 109
.f15c21 55 397
.koéeml3 60 278
.t2pll 58 361
L.E3f12 56 375
.t32g9 59 232
.f21p24 57 318
.t27d20 56 349
.f21p24 55 390
.t3pl8 56 344
.£20d23 55 380
.tn e 23 77 77

.t7d17 56 356
.bt d 20 57 352

At1gl3090

- Zwei weitere Kreuzhybridisierungen: At5g04690 und At5g04680

CYP71B20 (497 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt)

mtcll
£3£19
gf_c_ 20
mtcll
mxhl
f25pl2
mg c 21
ch_d_25
ch _d 24

- 6 Kreuzhybridisierungen mit anderen

CYP72A8 (300 nt)

100

497
102
180
100

81
461
129
123
123

E-value
0
0.033
0.074
0.7
0.97
.2

1
1.
1
1

BSOS W

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt)

miel
k5k13
£f12p23

pl d 27

Abstand zwischen Sonde und benachbartem Gen betragt 398bp.
- Keine Kreuzhybridisierung.

CYP76C1l (450 nt)

100
61
59
59

300
202
198
235

E-value
0
0.26
0.74
1.3

FASTA against genomic sequences

contig %identity overlap (nt)

£17k2
mrhl0
£14m2
t£8123
se_c 21

100
64
66
65
61

450
148
109
121
181

E-value
0
0.16
0.69
1.9
1.9

Abstand zwischen Sonde und At2g45550
- Kreuzhybridisierung mit At2g45570

.mtcll
.mtcll
.mtcll
.mtcll
LE3£19
.f£3f19
.mg_c 21
.mtcll
.mg c 21
.mtcll
.mtcll
.mca23
.mtcll
.mtcll
.£8d23
.tl2c22

.miel
.miel
.k5k13
.f22d16
.ge_c 24
.t14122

P450-Enzymen

E-

0.
0

O O OO oo

(CYP71B28)

value gene

0 At3g26830
00018At5g04690
.011 At1gl3090
0.1 At5g03400

.11 At1g13100
.13 At1g36180
.32 At5g49570
.43 At1g26930
.83 At4g08610
.93 At1g35030
1 At2923100
1.1 At4g04230
1.2 At2923100
1.4 At1g62580
1.4 Atlgl7140
1.6 At5g04680
1.8 At2g40760

2 At4g31280

FASTA against coding sequences
contig %identity overlap (nt)

100

153

E-value gene

2
4.
7o

[oleololololole o)

0 At3g26170
le-16At3926180
6e-14At3926160
4e-09At3g26150

.002 At1g13080
.024 At1g13070
.058 At3g53300
.35 At3g26220
.53 At3g53280
.72 At3g26230
.74 At3g26200
.89 At5g47910
1.2 At3g26280
1.3 At3926270
1.8 At2g18130
1.8 At1g44810

(alle ohne spezifische Sonde).

FASTA against coding sequences
contig %$identity overlap (nt)

100
100
61
59
58
62

300
103
202
2217
236
148

E-value gene

2o
0

0 At3gl4620
6e-13At3g14630

.19 At3g28970
1.2 At1g02900
1.4 At3g47820
1.6 Atlg51890

FASTA against coding sequences

.contig %identity overlap (nt)
.£17k2 100 450
.£17k2 100 158
.£17k2 74 87
L f14m2 66 109
.£14m2 69 98
.mxe2 56 219
.t8123 65 121
Lf11i2 67 95

(CYP76C4) betragt 343bp > Keine Kreuzhybridisierung

(CYP76C2)

E-v

alue gene
0 At2g45560

2.6e-23At2g45550

0.
0.

e e

085 At2g45570
28 Atlg33720
At1g33730
At3g29150
At1g57580
At3g30790

0w U w

und Atlgl3100
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CYP76C2 (450 nt)

FASTA against genomic sequences

FASTA against coding sequences

Sonde und Gen betragt

contig%identity overlap(nt) E-value contig %identity overlap(nt) E-value gene
£17k2 100 450 0 .£17k2 100 450 0 At2g45570
k21113 63 285 1.9e-07 .k21113 63 285 2.1e-07At5g65580
mub3 74 152 2.7e-06 .f17k2 75 85 0.049 At2g45560
tl2bll 74 152 4.2e-06 .f17k2 74 74 0.44 At2g45550
ap2 80 66 0.081 .f28016 68 110 0.57 Atlg76770
£28016 83 59 0.42 .£1005 58 190 0.83 Atlg35920
£3124 56 239 0.9 .bs c 22 57 202 1.4 At3g55490
£1005 58 190 1.3 .£3124 56 239 1.7 At3g09350
f14m2 68 88 1.7 .
- Zwel Kreuzhybridisierungen mit At2g45560 (CYP76Cl) und At2g45550 (CYP76C4)
CYP76C6 (500 nt)
FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences
contig %identity overlap(nt) E-value contig %identity overlap(nt) E-value gene
£14m2 100 500 0 .£14m2 100 231 0 At1g33710
£f14m2 86 131 le-09 .fl4m2 100 500 0 At1g33720
ch e 44 66 248 6.5e-08 .f1l4m2 86 131 5.8e-11At1g33730
£17k2 76 138 7.9e-07 .£f17k2 72 158 9.1e-08At2g45560
fliz21l 62 209 0.00043 .f17k2 76 138 9.8e-08At2g45570
rr c 23 63 152 0.41 .£17k2 71 135 1.1e-05At2g45550
dt_d 26 61 186 0.7 L£11i21 62 209 0.00029At1g43260
f23a5 64 151 0.75 .ge _c 34 68 91 0.5 At3g61040
ge c 34 68 91 0.86 .f14023 59 156 1.3 Atlg71691
wu_e 90 62 174 1.4 .dt_d 26 61 186 1.4 At4gll760
£f14023 59 156 1.4 ..
mxc9 62 152 1.6
my d 40 62 152 1.6
f4he 58 186 1.9
- Keine Kreuzhybridisierung mit benachbartem Gen: Abstand zwischen
270bp
- Vier Kreuzhybridisierungen mit anderen P450-Enzymen: Atl1g33730 (CYP76C5),
(CYP76C1), At2g45570 (CYP76C2), At2g45550 (CYP76C4).
CYP79B2 (500 nt)
FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences
contig %identity overlap(nt) E-value contig %identity overlap(nt) E-value gene
my d 45 100 500 0 .my d 45 100 500 0 At49g39950
£14m13 64 302 5e-06 .f14ml3 64 302 3.6e-07At2g22330
td4b21 59 292 0.16 .k21hl 59 246 0.22 At5g67050
en d 22 63 190 0.39 .sa_d 31 58 235 1.3 At4g24170
k21hl 59 250 0.48 .flol9 59 288 1.7 Atlg67070
k8al0 59 250 0.69
tl232 60 211 0.84
£28k20 58 257 1.9
- Keine Kreuzhybridisierungen
CYP81D1 (450 nt)
FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences
contig %identity overlap(nt) E-value .contig %identity overlap(nt) E-value gene
t30g6 100 450 0 .t30g6 100 450 0 At5936220
mabl6 100 450 0 .t30g6 100 177 6.6e-29At59g36210
£15b18 92 230 6.7e=-29 .t9fs8 58 186 1 At2g06870
my d 33 59 211 0.96
f2j6 60 153 1.8

Abstand zwischen Sonde und benachbartem Gen betragt 323bp.
- Keine Kreuzhybridisierungen

At2g45560
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CYP81D8 (408 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
en d 27 100 408 0
ap2 65 228 0.0037
£28gl1l 59 254 0.77
f1504 63 163 1

- Keine Kreuzhybridisierungen

CYP98A9 (500 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap(nt) E-value
£f1m20 100 500 0
t21114 68 109 0.38
£1413 62 143 1.2

FASTA against coding
contig %$identity overlap (nt)

.en_d 27 100 408
.ap2 65 228
.ap2 65 228
.£28gl1l 59 254
.si d 20 58 225

sequences
E-value gene

0 At4g37370
At4g37330
At4g37340
Atl1g66540
At4gl3670

0.0027
0.0029
0.86

1.5

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap (nt)
.f1m20 100 500
.£1m20 100 500
.f1m20 78 131
.f6al4d 76 107
.£14i3 62 127
.t21114 68 109
.rr_c 30 60 172
.f17014 60 169

- Sonde reicht bis in den codierenden Bereich des benachbarten Gens

- Eine Kreuzhybridisierung mit P450-Enzym: Atlg74540

(CYPI8AS) .

- Eine Kreuzhybridisierung mit At1g18800.

CYP706A4 (450 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %identity overlap(nt) E-value
sa d 29 100 450 0
f4n2 59 198 0.15
£3£20 55 298 0.77
t25n20 55 298 0.77
f25pl2 57 333 0.82
wu_d 24 58 208 0.83
ch e 43 67 126 1.2
fl4pl 61 153 1.6
£5g3 63 127 1.7
t32nl15 60 152 1.9
wu_e 35 60 165 2

- Keine Kreuzhybridisierungen

CYP706A6 (427 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
sa_d 29 100 427 0
mjed 56 276 1.2

- Eine Kreuzhybridisierung mit At4gl12300

FASTA against coding
contig %identity overlap (nt)

.sa_d_29 100 450
.sa_d_29 62 171
.sa_d_29 79 69
.t9h9 55 279
.k15c23 69 91

FASTA against coding

contig %$identity overlap (nt)

.sa_d 29 100 427

.sa d 29 64 284

.sa_d 29 81 74

.£9h3 54 235

.£5ml15 57 348
(CYP706RA4) .

E-value

E-value gene
0 Atlg74550
0 Atlg74560
1.9e-08At1lg74540
0.0065 At1gl8800
0.5 At1g50200
. At2g32820
At3g60390
At3g08660

B
[N

sequences
E-value gene
0 At4gl2300
0.013 At4gl2310
0.015 At4gl2320
1.5 At2g31520
1.8 At5g44620

sequences
gene
0 At4gl2320
1.7e-06At4g12310
0.074 At4gl2300
1 At4g03550
1.7 At1g20590
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7.1.3

AtGSTF2 (162 nt)

Glutathion-S-Transferasen und Glutathion-abhéingige Enzyme

FASTA against genomic sequences

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value . contig %identity overlap(nt) E-value gene
t1l0pll 100 162 1.6e-34 .tlO0pll 100 162 0 At4g02520
t14p8 100 162 2.9e-34 .t17ml3 91 163 2.8e-29At2g02930
t17ml3 91 163 7e-28 .f22d1l6 72 9¢ 3.7e-06At1g02930
£22d16 72 99 1.9e-06 .f22dl6 69 107 4.7e-06At1g02920
In c 27 70 62 0.78 .1ln c 27 70 62 1.1 At3g44510
. .dt d 21 71 74 1.2 At4g22670
.k3k7 69 65 1.6 At5g51040
.my e 21 63 100 1.9 At5g07470
- Zwei Kreuzhybridisierungen: At2g02930 (AtGSTF3) und At1g02930 (AtGSTF6) .

- Eine Kreuzhybridisierung mit At4g22670.

AtGSTF3 (157 nt)

FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value . contig %identity overlap(nt) E-value gene
t17ml3 100 157 1.4e-33 .t17ml3 100 157 0 At2g02930
tl0pll 91 157 1.3e-26 .tlOpll 91 157 9.3e-28At4g02520
t14p8 91 157 2.3e-26 .f22d16 70 81 0.0016 At1g02920
£22d16 70 81 0.00073 .f22d16 71 81 0.0023 At1g02930
bs c 26 66 69 0.36 .bs c 26 66 69 0.8 At3g56280
t28i24 69 69 0.74 .t20p8 63 90 1.1 At2g27120
t20p8 69 69 1 .t20p8 69 69 1.1 At2g27070
t9323 70 71 1 .f1504 69 69 1.3 Atlg35620
f1504 69 69 1 .t9j23 70 71 1.9 At2g48080
t30d6 65 69 1.1 .f23n11 65 69 2 At2g20570
mgd22 65 69 1.1 .

pt d 21 72 55 1.2

en d 28 72 55 1.2

mx18 62 101 1.4

mvc8 69 69 1.4

mznl4 66 75 1.5

ve c_ 25 67 85 1.7

mnfl3 72 55 1.7

t20p8 63 90 1.8

ch e 36 69 68 1.9
- Drei Kreuzhybridisierungen: At4g02520 (AtGSTF2), At1g02920 (AtGSTF7), At1g02930 (AtGSTF6)

- Eine Kreuzhybridisierung mit At2g48080

AtGSTF6 (150 nt)

FASTA against genomic sequences

FASTA against coding sequences

contig%identity overlap(nt) E-value .contig %identity overlap (nt) E-value gene

£22d16 98 150 2.5e-23 .f22d16 98 150 7.5e-23At1g02930

mbk21 63 149 0.16 .£22d16 79 102 1.2e-05At1g02920
.mbk21 63 149 0.58 At3gl2820

- Eine Kreuzhybridisierung mit At1g02920

AtGSTF7 (190 nt)

FASTA against genomic sequences

(AtGSTF7) .

FASTA against coding sequences

contig%identity overlap(nt) E-value .contig %$identity overlap (nt) E-value gene
£22d16 97 190 0 .£22d16 97 190 0 At1g02920
t1l0pll 68 90 0.00032 .f22d16 87 148 3.7e-22At1g02930
t14p8 68 90 0.00057 .tl0pll 68 90 0.00059At4g02520
t17ml3 70 81 0.00093 .t17ml3 70 81 0.0018 At2g02930
mgd22 61 126 0.41 .t8081 66 118 0.55 At2g28650
f18pl4 59 120 0.84 .f17a9 73 63 0.85 At3g07010
. .mqd22 61 126 0.95 At5g46920
- Zwei Kreuzhybridisierungen: At1g02930 (AtGSTF6) und At2g02930 (AtGSTF3).
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AtGSTU3 (169 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap (nt) E-value
flép2 100 169 3.9e-25
focle 66 103 1.5

- Eine Kreuzhybridisierung mit At2g29460

AtGSTU4 (133 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap (nt) E-value
flép2 100 133 4.6e-19
63 108 1.5

k7bl6

- Eine Kreuzhybridisierung mit At2g29470

AtGSTU9 (170 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
k19b1 100 170 1.6e-29
ku e 20 68 99 0.91
ch e 27 63 123 1.6
ch e 26 63 123 1.6

- Keine Kreuzhybridisierungen

AtGSTUl2 (178 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
tl7£3 100 178 2e-27
ch e 52 67 89 1.1
f8a24 61 133 1.4
f6ald 65 115 1.8

- Keine Kreuzhybridisierung

AtGSTUl6 (181 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
f23h11 100 181 9.8e-35
t30el6 100 181 1.9e-34
rr_c_20 71 57 1.5

- Eine Kreuzhybridisierung mit At1g59670

AtGSTU1l7 (193 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap(nt) E-value
£14n23 100 193 0
fl11i2 68 89 0.6
£27010 61 94 1.6

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene

fl6p2 100 169 5.3e-26At2g29470

flép2 75 125 0.00022At29g29460
(AtGSTU4) .

FASTA against coding sequences

.contig %identity overlap(nt) E-value gene

.fl16p2 100 133 2.3e-19At2g29460

.fléep2 74 109 0.02 At2g29470

.k7bl6 63 108 1.5 At5g50830
(AtGSTU3) .

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.k19b1 100 170 4.5e-28At5g62480
.t20p8 60 125 1.7 At2g27110
.ku e 20 68 99 1.9 At5gl7020

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
Lt17£3 100 178 1.2e-28At1g69920
.£19c17 63 138 1.4 Atlg42150
.ku e 30 64 108 1.7 At5gl7450
. FASTA against coding sequences
.contig %identity overlap(nt) E-value gene
.t30el6 100 181 1.7e-33At1g59700
.t30el6 73 125 4e-07 Atl1lg59670
.£5d14 65 90 1.2 Atlg32460

(putative GST, ohne Sonde) .

FASTA against coding sequences

.contig %identity overlap(nt) E-value gene
£14n23 100 193 0 At1gl0370
£14n23 100 159

4e-28 At1gl0360

Abstand zwischen Sonde und benachbartem Gen betragt 344bp.

- Keine Kreuzhybridisierung

AtGSTU18 (157 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap(nt) E-value

£14n23 100 157 1.7e-23

mup24 68 91 0.57
70 92 1.8

wt_e 21

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.£14n23 100 157 6.2e-25At1g10360
.mup24 68 91 0.56 At5g60700
.mup24 68 91 0.7 At5g60690
wt_ e 21 70 92 1.7 At5gl0510

- Eine Kreuzhybridisierung mit At5g10510.
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AtGSTU20 (204 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap (nt) E-value
£3£9 100 204 4.3e-30
£20d23 64 167 0.00069
mxc9 60 174 0.94

- Keine Kreuzhybridisierung

AtGSTU24 (192 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap(nt) E-value
£20d23 100 192 1.7e-31
£3£9 65 146 0.05
ch d 24 62 171 0.2
t3hl13 62 171 0.28
k11314 60 163 0.46

- Keine Kreuzhybridisierung

AtGSTZ1l (135 nt)

contig %$identity overlap (nt)
.£3£f9
L. £3£9
.£20d23
L.£3£9
.£3£9
.£20d23
.£3£9
.my d 40
.£13k3
.£13k3
.£20d23

.contig %identity overlap (nt)

.£20d23
.£20d23
.£3£9

FASTA against coding sequences

100 204
62 208
64 167
62 158
60 199
62 185
66 123
63 119
63 157
63 157
59 159

E-value gene

5.8e-30At1g78370
0.0011 At1lg78380
0.0043 Atlgl7180
.011 At1g78320
.027 At1g78360
.03 Atlgl7170
.087 At1g78340
.38 At4g09820
1 At2g36740
1.2 At2g36730
2 Atlgl7190

jololelelNe]

FASTA against coding sequences

100 192
66 139
65 146

E-value gene

3.4e-30At1gl7170
0.021 Atlgl7180
0.17 Atlg78380

FASTA against genomic sequences

FASTA against coding sequences

contig%identity overlap(nt) E-value .contig %identity overlap (nt) E-value gene

tl6fl6 100 135 3.9e-18 .tl6fl6 100 135 1.8e-21At2g02390
f14m4 79 63 0.71 .tl6efle 100 135 1.9e-19At2g02400
mvell 81 49 1.1 .t16£f16 77 95 0.00096At2g02380
t12313 65 100 1.4 .mvell 81 49 0.73 At3gl8810
£28i8 66 92 1.5 .f14m4 79 63 1.1 At2g47080

Abstand zwischen Sonde und benachbartem Gen betrdgt 348bp—> Keine Kreuzhybridisierung.

- Eine Kreuzhybridisierung mit At2g02380

AtGlxII.1 (210 nt)

FASTA against genomic sequences .
.cont

(AtGSTZ2)

FASTA against coding sequences

contig%identity overlap(nt) E-value ig %identity overlap(nt) E-value gene
tlo24 100 210 0 .tlo24 100 210 0 At2g43430
t28pl6 65 129 0.00027 .t2lels8 65 133 0.00021At1g06130
t2lel8 65 133 0.0003 .t28plé6 65 129 0.00025At2g31350
k12b20 61 136 0.29 .k12b20 61 136 0.43 At5g37670
k15015 75 54 1.3 .k12b20 61 136 0.45 At5g37680
.t7m7 69 94 1.9 At2g40140

- Keine Kreuzhybridisierung

AtGlxII.3 (210 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap(nt) E-value
t28pl6 100 210 0
t21lels 83 136 2.3e-18
tlo24 68 147 1.9e-09
f10a5 57 146 0.13
t23el8 68 75 0.49

- Eine Kreuzhybridisierung mit At1g06130

FASTA against coding sequences

.contig %identity overlap (nt)
.t28pl6
.t2lel8
.tlo24

.t2lel8
.f10ab

.t23el8

100 210
83 136
68 147
67 111
57 146
68 75

(AtG1xII.5)

E-value gene
0 At2g31350
1.4e-18At1g06130
2e-09 At2g43430
0.00075At1g06110
0.22 Atlg75710
1.1 Atlg76130
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AtGlxII.4 (225 nt)

FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value .contig %identity overlap(nt) E-value gene
£22g10 100 225 0 .t3£20 100 225 0 At1g53580
t3£20 100 225 0 .£22910 80 68 0.04 Atlg53560
t2pll 65 116 0.68 .k24a2 63 174 0.37 At3g28000
mbalO 65 136 0.91 .£28k19 61 le4 0.61 Atlg77830
tn_ e 20 59 161l 1.7 .f2h15 66 142 1.1 Atlgl7770
. .t2pll 65 116 1.3 Atlg26860
.mnj8 60 220 2 At5g37300

- Keine Kreuzhybridisierung

AtGlxII.5 (219 nt)

FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value .contig %identity overlap(nt) E-value gene
t2lel8 100 219 0 .t21el8 100 219 0 At1lg06130
t28pl6 83 99 2.9e-11 .t21el8 100 98 2.3e-17At1g06120
tlo24 66 115 0.00017 .t2lel8 87 121 7e-14 Atlg06110
£28pb23 63 121 1 .t28pl6 83 99 1.6e-10At2g31350
k9elb 64 92 1.2 .tlo24 66 115 0.0003 At2g43430
£2837 61 134 1.2 .t24pl3 62 121 0.11 Atlg26760
f1c9 61 134 1.2 .£28b23 63 121 1.8 Atlg26330
sa_e 20 59 147 1.8 .

Abstand zwischen Sonde und benachbartem Gen betragt 407bp > Keine Kreuzhybridisierung
- Eine Kreuzhybridisierung mit At2g31350 (AtGlxII.3).
- Eine Kreuzhybridisierung mit Atlg06110.

AtGpxl (236 nt)

FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value contig %identity overlap(nt) E-value gene
dt d 26 99 185 0 .dt d 26 99 185 0 At4gl1600
tlo24 69 75 0.082 .dt _d 26 9¢ 185 0 At4g11590
£7hl 62 115 0.13 .tlo24 69 75 0.19 At2g43350
gl d 21 64 116 0.17 .f7h1 62 115 0.26 At2gl6090
t32022 60 118 0.55 .gl d 21 64 116 0.28 At4g34370
t15pl7 60 118 0.75 .mgd22 64 104 0.7 At5g47020
- Eine Kreuzhybridisierung mit At4gl11590.

AtGpx3 (236 nt)

FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences
contig%identity overlap(nt) E-value contig %identity overlap(nt) E-value gene
f27cl2 100 236 1.3e-33 .f27cl2 100 236 0 At2g25080

.bs _c 25 61 131 1 At3g55740
.bs ¢ 25 61 131 1.5 At3g55750
.t2p4 60 169 1.7 At2g40620
- Keine Kreuzhybridisierung
AtGpx7 (185 nt)

FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences
contig %$identity overlap(nt) E-value contig %identity overlap(nt) E-value gene
mx c 23 100 185 0 .mx_c 23 100 185 0 At3g63080
mtcll 68 73 0.68
£5d14 60 153 1
mmg4 62 80 1.4
t20k24 62 125 1.4

- Keine Kreuzhybridisierungen
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AtGrd2 (195 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %identity overlap(nt) E-value .contig
muj8 100 195 0 .muj8
mfj20 62 106 0.44 .mfj20
rr_c_26 61 136 0.91 .tldp4
me c 21 62 114 1.3
- Keine Kreuzhybridisierung
7.1.4 UDP-Glycosyltransferasen
UGT73B3 (357 nt)
FASTA against genomic sequences
contig %identity overlap(nt) E-value contig
wr d 21 100 357 0 .wr d 21
£9013 69 230 5.3e-18 .wr d 21
fca all 59 207 8.4e-05 .wr_d 21
£13k3 61 198 0.0099 .£9013
pl d 26 60 104 0.4 .f9013
mhk7 73 61 0.5 .£9013
f2k11 64 85 0.53 .wr_d 21
myil3 61 129 0.68 .fca all
mqgk4 60 105 1.3 .fca all
£2447 64 85 1.4 .t25n20
f13pl7 65 82 1.5 .ge_c_26
fllal?7 59 111 1.6 .£13k3
£9c22 61 100 1.7 .k18317
sa d 28 59 162 1.9 .£13k3
. .£13k3
.fca_all
.ch d 21
.t6b20
.pl d 26
.t6b20
.mhk7
.£13k3
.£19k23
.f23a5
.£10d13
.£13k3
.k18g13

- Eine Kreuzhybrdisierung mit At4g34135

FASTA against coding sequences

$identity overlap(nt) E-value gene
100 195 0 At3g24170
62 106 1.2 At39g28370
58 114 1.7 Atlg02650
FASTA against coding sequences
$identity overlap(nt) E-value gene
100 357 0 At4g34131
84 223 9.4e-31At49g34135
100 136 2.2e-26At4g34120
68 253 2.2e-17At2g15490
69 230 9.2e-17At2g15480
70 214 1.8e-15At2g15500
63 352 4.5e-13At49g34138
59 207 6.2e-05At4g14090
59 207 0.00013At4g14100
60 182 0.0044 At1g05530
58 191 0.016 At3g46670
61 198 0.018 At2g36780
57 179 0.039 At5g05980
60 191 0.23 At2g36770
58 208 0.29 At2g36750
56 212 0.32 At4glb5490
64 117 0.41 At4g08710
63 108 0.69 At2g30560
60 104 0.71 At4gl3340
59 154 0.72 At2g30550
73 61 0.83 At5g40890
59 173 0.87 At2g36800
61 118 1 At1g62250
54 283 1.1 Atlg80930
66 96 1.2 Atlg69550
58 160 1.5 At2g36760
57 218 1.5 At5g54180

(UGT73B2) .

- Zwel Kreuzhybridisierungen mit At4g34120 und At2gl5500.

UGT73C5 (300 nt)

FASTA against genomic sequences
contig%identity overlap(nt) E-value
£13k3 100 300 0
t25m19 58 239 0.34

contig
.£13k3
.£13k3
.£13k3
.f13k3
.£13k3
.£13k3
.mg_c 21

- Vier weitere Kreuzhybridisierungen mit At2g36790

(UGT73C1) und At2g36760 (UGT73C2).

FASTA against coding sequences

%identity overlap(nt) E-value gene

100 300 0 At2g36800

91 262 0 At2g36790

74 290 1.6e-21At29g36780

67 232 5.2e-08At2g36770

83 99 6.1e-07At29g36750

79 102 7.9e-06At2g36760

61 163 0.24 At3g53160
(UGT71C2); At2g36780 (UGT73C3);



Anhang

123

UGT74E2 (381 nt)

FASTA against genomic sequences

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value . contig %identity overlap(nt) E-value gene
£3£20 100 381 0 .£3£20 100 381 0 At1lg05680
£20ml7 67 358 5.1le-17 .£3£f20 91 258 1.7e-31At1g05670
£31i6 63 300 2.1le-10 .£20ml17 67 358 2.3e-17At2g31790
£18019 68 225 5.4e-10 .£f20ml7 75 228 2.7e-15At2g31750
£18019 67 230 7.3e-10 .f18019 68 225 2.4e-10At2g43840
£14n23 63 259 2.9e-06 .f3i6 63 300 3.1e-10At1g24100
t25n20 63 218 3.9e-06 .f18019 67 230 7.5e-10At2g43820
£3£20 63 218 3.9e-06 .£f14n23 63 259 2.8e-06At1gl0400
mil23 61 229 7.5e-05 .t25n20 63 218 7.8e-06At1g05560
fca all 58 238 0.0045 .t25n20 58 341 1.7e-05At1g05530
ap2 65 147 0.01 .mil23 61 229 0.00013At3g21560
f2nl 60 148 0.28 .£18019 70 126 0.00015At2g43850
f7pl2 70 92 1.2 .t27el3 63 234 0.0016 At2g30150
£13mll 55 278 1.5 .fca all 62 167 0.0092 At4gl5470
£f12k21 70 92 1.6 .fca all 58 238 0.012 At4gl5480
t2p4 61 142 1.7 .ap2 65 147 0.013 At4g36760
£535 54 320 1.8 .ap2 65 147 0.029 At4g36770
tn e 26 57 290 1.8 .t27el13 61 170 0.067 At2g30140
vt e 21 58 260 1.9 .tléelb 55 332 0.44 Atlg22340
. .bs c 22 55 293 0.64 At3g55390
.f2nl 60 148 0.86 At4g01070
.tleel5 62 133 1.1 Atlg22360
.£7pl2 70 92 1.3 Atlg34410
- Zwel Kreuzhybridisierungen mit Atl1g05670 (UGT74El) und At2g31750 (UGT74D1).

- Zwel Kreuzhybridisierungen mit At2g43850 und Atlg34410.

UGT75B1 (254 nt)

FASTA against genomic sequences

FASTA against coding sequences

contig%identity overlap(nt) E-value .contig %$identity overlap (nt) E-value gene
t25n20 100 254 0 .t25n20 100 254 0 At1g05560
£3£20 100 254 0
£25pl17 61 152 0.64
- Keine Kreuzhybridisierungen.
UGT75D1 (387 nt)
FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences
contig %identity overlap(nt) E-value contig %identity overlap(nt) E-value gene
fca all 99 387 0 .fca all 99 387 0 At4gl5550
fca all 62 297 8.2e-11 .fca all 99 169 3.4e-27At4g15540
t25n20 69 210 1.3e-10 .fca all 62 297 6.2e-12At4gl14090
£3£20 69 210 1.3e-10 .fca all 62 297 2.2e-11At4g14100
f£3i6 64 237 3.2e-07 .t25n20 69 210 3.6e-11At1g05560
£18019 57 265 0.0012 .t25n20 64 245 le-08 At1g05530
£18019 57 343 0.0013 .£31i6 64 237 1.6e-07At1g24100
£13k3 62 193 0.01 .fca all 59 263 1.1e-05At49g15490
se_c 20 61 152 0.44 .fca all 58 276 6.2e-05At4g15480
mthl2 63 147 0.51 .£18019 57 265 0.00059At2g43840
t20d16 58 208 0.71 .£13k3 60 255 0.0007 At2g36800
tl4pl 66 109 0.71 .fca all 57 267 0.0012 At4gl5500
f12f1 66 106 0.91 .£18019 57 343 0.0013 At2g43820
fléeml4 63 126 1.6 .£3f20 59 212 0.0022 Atl1lg05670
mgdl7 61 185 1.6 .wr_d 21 60 220 0.0065 At4g34138
. .£9013 56 278 0.0094 At2gl5490
.£13k3 62 193 0.012 At2g36750
.t27el13 63 176 0.017 At2g30140
.£13k3 62 198 0.018 At2g36790
.£9013 56 255 0.089 At2gl5480
.£20m17 60 190 0.16 At2g31790
.fca all 59 161 0.2 At4gl5470
.£13k3 58 232 0.23 At2g36770
.£18019 61 127 0.34 At2g43850
.se_c 20 61 152 0.37 At3g51290
.t20d16 58 208 0.76 At2g23200
.£2811 63 170 0.94 At3g06180
.tldpl 66 109 1.1 At2g44940
EST (AV534618) des benachbarten Gens (At4gl5540) und Sonde haben einen Abstand von 10bp.

- Keine weiteren Kreuzhybridisierungen.
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UGT76B1 (373 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
£f11b9 100 373 0
£24k9 100 373 0
fl4al 55 317 0.72
my d 42 61 195 0.89
t5al4 55 367 1.5

- Keine Kreuzhybridisierung.
identisch.

UGT76E1l (217 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
ge c 26 100 217 0
k21cl3 58 174 0.097
se d 21 66 93 1.5
tl2hl 65 102 2

- Eine Kreuzhybridisierung mit At3g46660

UGT74F1 (234 nt)

FASTA against genomic sequences

contig%identity overlap (nt) E-value
£18019 100 234 0
£13d8 60 208 0.42
tlgll 59 196 1.7

- Keine Kreuzhybridisierungen.

UGT78D1 (318 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %identity overlap(nt) E-value

f26gl6 100 318 0

ku e 20 82 67 0.064

fl4o04 64 172 0.18
Abstand zwischen spezifischer Sonde

betrdagt 150bp) .

UGT84A2 (280 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap(nt) E-value
mil23 100 280 0
f3pll 62 178 0.4
ch d 24 60 237 1.6

- Keine Kreuzhybridisierungen.

UGT84A3 (238 nt)

FASTA against genomic sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value
fca all 100 238 0
fln21 62 152 0.37
feald 57 199 1.7
£13k9 60 127 1.7
mcd7 67 97 1.7

- Keine Kreuzhybridisierungen.

FASTA against coding sequences

.contig %identity overlap(nt) E-value gene
.£24k9 100 373 0 At3g11350
.£11b9 100 373 0 At3gl11340
.t6p5 54 368 0.89 At2g05870
.£9b22 56 335 1.4

At2gl3920

Die beiden Gene 1liegen auf sich iberlappenden BACs und sind

FASTA against coding sequences

contig %$identity overlap (nt) E-value gene
.ge c 26 100 217 0 At3g46670
.ge c 26 80 132 2.1e-11At39g46660
.k21cl3 58 174 0.26 At5g45030
(UGT76E12) .

FASTA against coding sequences

.contig %identity overlap(nt) E-value gene
.£18019 100 234 0 At2g43820
.mral9 60 165

1.9 At5g45610

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.f26gl6 100 318 0 At1g30530
.f26gl16 100 173 6.5e-25At1g30540
.ku e 20 82 67 0.047 At5gl7040
.£12p19 56 278 0.17 Atlg65960
.ku e 20 57 267 0.56 At5gl7050
wt_e 21 58 237 0.59 At5gl0360
.f5al13 57 292 0.62 Atlg41830
.ku_ e 20 77 66 0.72 At5gl7030
und EST (AV555754) des Dbenachbarten Gens
. FASTA against coding sequences
.contig %identity overlap(nt) E-value gene
.mil23 100 280 0 At39g21560

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value gene
.fca all 100 238 0 At4gl5490
.£13k9 60 127

1.9 Atlg28020

(At1g30540)
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UGT85A1 (478 nt)

FASTA against genomic sequences
E-value

contig%identity overlap (nt)

tl6el5
£12k8
f3e22

Abstand zwischen Sonde und benachbartem Gen

UGT86A1 (520 nt)

100
59
61

478
261
216

0

0.46

1

.9

FASTA against genomic sequences
E-value

contig %$identity overlap (nt)

t1lj8
f18a8

bs c 21

100
67
75

520
166
93

- Abstand zwischen benachbartem Gen
- Keine weiteren Kreuzhybridisierungen.

UGT87A2 (510 nt)

FASTA against genomic sequences
E-value

contig %$identity overlap (nt)

t27el3
fca all
£20m17
£3i6
bs c 25
fca_all
£12k8
£3£20
mg c 21
£3£20
£25n20
9013
£24d13
tleel>5
f£18019
ge c 26
£18019
£14n23
ch e 27
ap2
f6£3
wr d 21
msn2
k19pl7
mjp23
k18317
mjj3
£13k3
ku e 28
t9322
f2015
ku e 20
t27al6
t£20d16
fl3011
fl1e6fl7
kl9a23
k1813
mgnoé
£2815

- Eine Kreuzhybridisierung mit At2g30150

100
65

510
278
372
333
295
288
282
293
228
293
293
328
303
282
327
315
283
280
275
281
289
477
269
296
296
259
259
314
226
302
310
163
275
146
270
261
261
260
151
159

AP WWNNERFE WO

OO OO OO ODOOOOUW

O OO OO OOOO-

0

.7e-10
.2e-08
.5e-08
.9e-07
.le-06
.9e-06
.2e-06
.9e-06
.4e-06
.4e-06
.2e-06
.le-06

FASTA against coding sequences

contig %$identity overlap (nt)

.tleel5 100
.tleel5 100
.tlé6el5 58
.mg_c 24 56
.f12k8 59
.t6bl3 55
.rr c 25 57
.£27m3 63
.f23nl11 59
.mlnl 61
Lk114i1 58
.£3e22 61

(At1g22360;

478
302
328
365
261
338
288
204
229
163
240
216

E-

jololoNe)

R R e

value gene
At1g22370
0 At1g22360
.004 At1g22380
.049 At3g60130
.061 At1g22400
At2gl4670
At3g49830
Atl1g31710
At2g20620
At5g44110
At5g46490
2 At3g06750

N
O ~JJwN

UGT85A2) betragt 203bp.

FASTA against coding sequences

.contig %identity overlap (nt)

.t198 100
.t138 100
Jf7h1 58
.f14010 58
(At2g36980)

520
345
196
270

E-

value gene
0 At2g36970
0 At2g36980
1.8 At2gl6080
1.9 Atlg20290

und Sonde betragt 159%bp.

FASTA against coding sequences

contig %$identity overlap (nt)

.t27e13 100

.t27el13 80
.fca all 65
.£20m17 59
.bs _c 25 62
.£316 58
.bs_c 25 62
.f12k8 59
.£25n20 62
.fca all 61
.fca all 61
.£3£20 60
.f9013 57
.tleel5 59
.mg _c 21 63
.t25n20 60
.f18019 59
.f18019 58
.£244d13 59
.ge c 26 60
.t16el5 59
.ap2 58
.k11i1 64
.my_d_45 62
.mil15 66
.ku_ e 23 57
.£3£20 60
.t20d16 61
.f10c21 62

(UGT87AL) .

510
429
278
372
254
333
295
282
295
288
288
293
328
282
228
293
283
327
303
315
277
205
130
145
144
321
229
129
136

E

PR oW J0lWwNwNOOYOoY Ol

2

3
3
4
8

-value gene

0 At2g30140

0 At2g30150
.9e-11At4g15550
.2e-09At2g31750
.3e-09At3g55710
.9e-08At1g24100
.1e-08At3g55700
.5e-07At1g22400
.4e-07At1g05560
.4e-07At4g14090
.3e-07At4g14100
.6e-07At1g05680
.3e-06At2g15490
.7e-06At1g22360
2e-06 At3g53150
.5e-06At1g05530
3e-06 At2g43840
.6e-06At2g43820
.8e-06At2g28080
.7e-06At3g46660
.3e-06At1g22340

0.33 At4g36760
0.35 At5g46490
0.8 At4g39900
1.2 At3g30190
1.2 At5g15780
1.7 At1g05630
1.7 At2923200
1.7

At1g33350
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UGT89B1 (306 nt)

FASTA against genomic sequences

FASTA against coding sequences

contig %identity overlap(nt) E-value contig %identity overlap(nt) E-value gene
£2p9 100 306 0 .f2p9 100 306 0 At1g73880
dt_e 20 61 92 1.2 .dt_e 20 61 92 1.3 At5g02370
fohle 59 116 1.7 .f9hle 59 116 1.8 Atlg20860
- Keine Kreuzhybridisierungen.
UGT79B2 (391 nt)
FASTA against genomic sequences FASTA against coding sequences
contig %identity overlap(nt) E-value contig %identity overlap(nt) E-value gene
vt d 22 100 391 0 vt d 22 100 331 0 At4g27550
ch d 22 73 152 3.6e-11 .vt d 22 100 391 0 At4g27560
t20k9 69 178 2e-10 .vt d 22 89 184 7.5e-25At4g27570
f13011 67 185 7.1le-10 .ch d 22 73 152 2.4e-10At4g09500
f1736 66 171 7.4e-09 .t20k9 69 178 1.6e-09At2g22930
f11£f12 66 171 1.4e-08 .fl1l3011 67 185 3.2e-09At1g64910
k19pl7 65 176 1.7e-08 .k19pl7 70 159 3.5e-09At5g54010
f13011 67 160 5.1e-08 .f17j6 66 171 4.1e-09At1g50590
mto24 67 159 6.1e-08 .f177j6 66 171 6.1e-08At1g50580
mip23 60 157 0.0013 .k19pl7 65 176 7.4e-08At59g53990
£f13pl7 69 83 0.85 .f13011 67 160 1.6e-07At1g64920
wt_d 26 57 179 1.5 .mto24 67 159 2.6e-07At3g29630
. .mjp23 60 157 0.0036 At5g54060
.tn_d 25 66 110 0.12 At4g33040
.k12g2 64 116 0.62 At5g24190
.£13pl7 69 83 1.7 At2g34350
- Abstand zwischen Sonde und benachbartem Gen (At4g27550) betriagt 172bp.
- Der Kreuzhybridisierungen mit At4g27570 (UGT79B3), At4g09500 (UGT79B7)
(UGT79B6) .

UGT89C1 (443 nt)

FASTA against genomic sequences

FASTA against coding sequences

contig%identity overlap(nt) E-value .contig %identity overlap (nt) E-value gene
t21lel8 100 443 0 .t21el8 100 443 0 At1g06000
£8nlé6 61 189 0.054

£2214 57 264 1.7

- Keine Kreuzhybridisierungen.

und At5g54010
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7.2 Untersuchungen zur Kreuzhybridisierung der cDNA-Klone

43A12T7; ABC-20 (787 bp); AtPDR8=ABC-R

>>At1gl15210 putative ABC transporter (AtPDR7) (5329 nt)
80.650% identity in 739 nt overlap

>>At3g16340 putative ABC transporter (AtPDR1) (5251 nt)
71.370% identity in 730 nt overlap

>>At1g15520 hypothetical protein (5272 nt)
67.089% identity in 553 nt overlap

>>At2g36380 putative ABC transporter (5353 nt)
61.642% identity in 743 nt overlap

>>At2g29940 putative ABC transporter (5332 nt)
61.892% identity in 740 nt overlap

>>At5g16020 hypothetical protein (2926 nt)
68.831% identity in 77 nt overlap

>>At5g62510 putative protein (2263 nt)
65.882% identity in 85 nt overlap
178K23T7; ABC-63 (641 bp); AtMDR4=ABC-K

>>At3g62150 P-glycoprotein-like proetin (AtMDR17) (4879 nt)
82.059% identity in 641 nt overlap

>>At1g02520 P-glycoprotein, putative (AtMDRS8) (4837 nt)
77.589% identity in 647 nt overlap

>>At1g02530 hypothetical protein (AtMDR16) (4822 nt)
77.434% identity in 647 nt overlap

>>At4g01830 putative P-glycoprotein-like protein (AtMDR5) (4693 nt)
76.863% identity in 644 nt overlap

>>At4g01820 P-glycoprotein-like protein pgp3 (AtMDR3) (4690 nt)
76.087% identity in 644 nt overlap

>>At4gl18050 multidrug resistance protein/P-glycoprotein (AtMDR9) (4972 nt)
71.242% identity in 612 nt overlap

>>At59g46540 multidrug resistance p-glycoprotein (4747 nt)
67.419% identity in 620 nt overlap

>>At1g10680 putative P-glycoprotein-2 emb|CAA71277 (4684 nt)
62.887% identity in 582 nt overlap

>>At1g27940 hypothetical protein (4738 nt)
63.036% identity in 606 nt overlap

>>At3g13220 ABC transporter (2944 nt)
62.617% identity in 107 nt overlap

>>At3g62670 putative protein (2281 nt)
67.089% identity in 79 nt overlap
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7.3 Oligonukleotide

7.3.1 Quantitative RT-PCR
Tab. 7.1: Oligonukleotide der quantitativen RT-PCR.
Genname Forward-Primer Sequenz Reverse-Primer Sequenz
Bezeichnung Bezeichnung
AtPDR4 QPCR-ABC-B-f |gcacttccctttgcatttge QPCR-ABC-B-r |atgaatatgagagttggtaagtgg
AtMDR1 QPCR-ABC-H-f |ccaagggagaaaatggagtctatg QPCR-ABC-H-r [ttcaccagcaagctgcgttc
AtMDR4 QPCR-ABC-K-f |aatcaacggtgattgcattgttgc QPCR-ABC-K-r |cgttcttaacgacggcaattacgt
AtMRP3 QPCR-ABC-P-f |agtacacagatgatcaaatctgg QPCR-ABC-P-r |tcatcatcagcaggaaaatagc
AtPDR8 QPCR-ABC-R-f |ctttatggatgagccaacttcagg QPCR-ABC-R-r |gaacagttgttgattcccacgaag
AtAOH1 QPCR-ABC-Z-f |tttgtcaccagaaatggtacagagg QPCR-ABC-Z-r |gcaataatggtttcactggctatga
7.3.2 Herstellung der Antigene
Tab. 7.2: Oligonukleotide zur Antigenherstellung.
Antikorper Vektor Forward-Primer Sequenz Reverse-Primer Sequenz
Bezeichnung Bezeichnung
fampdr pGEX-2T [fampdr1-f (BamHI) | actggatcctttagacctggtg fampdr2-r (EcoRI) |tatgaattctaggctgatgaatcg
pMal-pdH |fampdr1-f (BamHI) | actggatcctttagacctggtg fampdr4-r (Pstl) [tagctgcagagcaattgttaacc
fampgp pGEX-2T [fampgp1-f (BamHI) |gatctttggatccattgatcac fampgp1-r(EcoRI) |tttcgaattctagaaaggcgatg
pMal-pdH |fampgp1-f (BamHI) |gatctttggatccattgatcac fampgp4-r (Pstl) |atcctgcagtccaatctcagag
Tab. 7.3: GroBlenangaben der Antigene. Angabe der Fragementlingen vor dem Restriktionsverdau mit

entsprechenden Restriktionsenzymen, Anzahl der Aminoséduren des ABC-Transporter-Antigens und das erwartete
Molekulargewicht des Antigens.

Antikorper |Vektor Fragmentlange | Aminosduren | FragmentgroRe
[bp] [Anzahl] [kDa]
fampdr pGEX-2T 550 179 19,9
pMal-pdH 405 101 11,2
fampgp PGEX-2T 690 245 24,9
pMal-pdH 748 266 27
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7.3.3

Tab. 7.4:
wurden.

Isolierung der Insertionsmutanten

En-Element Sequenzen
En8202 cactccttaccttttttcttgtagtg
En8130 gagcgtcggtccccacacttctatac
En205 agaagcacgacggctgtagaatagga
En1 cactacaagaaaacgtcaaaggagtg
En603 ggttgggcagaaacattttgcttacg
En26 cactcctttgacgttttcttgtagtg
AtPDR4 Sequenzen
5168fw1 gtacttcgatcagctccttgttgeg
5168fw2 ccttcataacatactccacgacgag
5168bw2 actactaggtcctccaagttcaggg
5168bw1 agccaacttcaggattggatgcacg
5168nbw1 attgtgatgaggactgtaagaaatattg
AtMDR4 Sequenzen
4411fw1 gcttctcgtggacaaactgcttacg
4411bw1 actaaagccaccgttgtaccactcg
4411fw2 atggaagttggatggttcgacgagc
4411bw2 ctacatcggctttgctggaatctgg

7.3.4 Vektorspezifische Oligonukleotide

Oligonukleotide, die zur Isolierung und zum Nachweis der Insertinsmutatnten eingesetzt

Tab. 7.4: Oligonukleotide, die zu den verwendeten Plasmiden gehéren.
Vektor Forward-Primer Sequenz Reverse-Primer Sequenz
Bezeichnung Bezeichnung
pGEM-T Easy M13(22)-f tcacgacgttgtaaaacgacgg M13(25)-r aaacagctatgaccatgattacgcc
pGEM-T Easy T7 taatacgactcactataggg Sp6 tatttaggtgacactatag
pMAL-pAH mbp-f gccgaacatcccgcagatgtce mbp-r gtaacgccagggttttcccagtcac
pGEX-2T GEX-f gtggtggcgaccatcctce GEX-r tttcaccgtcatcaccgaaac
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7.4 Organspezifische Expression der ABC-Transporter

m Wurzel mStangel O Blatt
EInflor O Schote

Genaktivitat

Genaktivitat
Genaktivitat

Abb. 7.1: Organspezifische Expression der 28 untersuchten ABC-Transporter. Die Genaktivititen geben
einen relativen Wert zur Expressionshohe an (Berechnung siehe 2.11.7).
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