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1. Einleitung

1. Einleitung

Sonnenlicht dient photoautotrophen Lebewesen als universelle Energiequelle. Zu ihnen
zédhlen ale photosynthetisch lebenden Prokaryoten und Eukaryoten. Nur sie vermégen die
Energie des Sonnenlichts in chemische gebundene Energie durch die Photosynthese umzu-
wandeln. Die moglichst optimale Nutzung des Lichtes fur die Photosynthese ist neben der
Nahrstoffversorgung eine der Lebensgrundlagen fur diese Organismen. Fiir photoautotroph
landlebende Pflanzen bedeutet ihre Ortsgebundenheit in der jeweiligen Generation ein
Hindernis in der Erlangung optimaler Entwicklungsbedingungen. Licht hat in diesem
Zusammenhang eine positive lebenspendende und -erhaltene Wirkung, kann aber auch ins-
besondere bei hohen Lichtintensitdten oder kurzen Wellenléngen schadigend wirken.

Im Laufe der Evolution erfolgte eine sowohl morphologische als auch metabolische An-
passung an die Umgebungsbedingungen, die sich in der Genregulation auf allen Ebenen der
Expression (MRNA, Protein, Enzymaktivitét) widerspiegelt. Fur die Wahrnehmung der Um-
gebungsbedingungen sind neben der Photosynthese Detektionssysteme entstanden, die Licht
unterschiedlicher Wdlenléngen und Intensitéten oder auch Produkte bzw. Nebenprodukte der
Photosynthese als Signale erfassen und verarbeiten konnen.

1.1. Photorezeptoren

Bereits 1881 beschrieb Darwin ein Detektionssystem zur Lichtwahrnehmung. Er konnte
zeigen, dass die phototropische Bewegung von Pflanzen bei Verwendung einer durch
Kaliumdichromatlosung abgeschirmten Lichtquelle ausblieb. Kaliumdichromat absorbiert
speziell die blauen Wellenldngen des sichtbaren Lichtes, folglich waren die Pflanzen fir
genau diesen Teil des Lichtes sengitiv. Die Wahrnehmung bestimmter Wellenlangen des
Lichtes erfolgt durch Photorezeptoren und ist sehr spezifisch. Entsprechend ihrem Wahr-
nehmungsvermogen fir bestimmte Wellenlangen wird zwischen Rotlicht-, Blaulichtphoto-
rezeptoren und einem UV-B Photorezeptor unterschieden, die in Experimenten unter den
spezifischen Lichtbedingungen nach einem vereinfachten Modell von Mohr komplex
beztiglich der Resktion der Pflanzen zusammenwirken (Abb. 1).

Photorezeptoren fungieren im Detektionssystem als eine Art Signalwandler, indem sie das
Lichtsgnd aufnehmen und auf eine Signalkette Ubertragen (Abb. 1). Zu den Photorezeptoren
im rotem Wellenléngenbereich zéhlen die Phytochrome, wéhrend zu jenen im blauen Crypto-
chrome und Phototropine gehdren. Dabei (iberschneiden sich die Photorezeptoren im Wellen-
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1. Einleitung

langenbereich bzw. Wirkungsspektren und auch in der induzierten Lichtantwort (u. a. Casal
und Mazzella 1998). Phyto- und Cryptochrome sind die am haufigsten untersuchten Photore-
zeptoren (s.U.).

Abb. 1: Modell der Licht-
wahrnehmung nach Mohr
(in Kendrick und Kronen-

Cryptochrome berg 1994).
Phototropine

- — Lichtantwort

UV-B Rezeptor

(postuliert)

1.1.1. UV-Lichtwahrnehmung

Ein UV-B Photorezeptor konnte bisher nur postuliert werden (Ubersichtartikel Jordan
1996). So gelang u. a. Fuglevand et al. (1996) durch Expressionsstudien mit Chal consynthase
(CHS) nur der indirekte Nachwels seiner Existenz. Die Autoren zeigten in Arabidopsis
thaliana (Arabidopsis) neben der Stimulierung der Expression von CHS durch UV-A Licht
auch eine separate Signalkette fir die Induktion durch UV-B Licht. Doch sowohl UV-A- als
auch Blaulicht ergeben synergistische Effekte auf die Transkription von CHS. Erschwerend
wirkt bei den Untersuchungen, dass sowohl UV-B (280-320 nm) angeregte Phytochrome als
auch UV-A (320-390 nm) angeregte Cryptochrome im UV-Wellenlangenbereich Wirkungs-
spektren besitzen und in bestimmten Wachstumsstadien diesen ersten Schritt in der
Flavonoid-Biosynthese regulieren (Batschauer et al. 1991, Fronnmeyer et al.1992, Jackson
und Jenkins 1995, Kaiser et al. 1995, Batschauer et al. 1996, Kim et al. 1998).

Photolyasen sind ebenfalls lichtaktivierte Proteine, die Licht im UV-Wellenlangenbereich
wahrnehmen. Ihre Funktion ist die Reparatur der DNA (Sancar 1994). Weitere Funktionen
sind bisher nicht nachgewiesen.



1. Einleitung

1.1.2. Blaulichtphotorezeptoren

Als Blaulichtrezeptoren sind mit Phototropinen und Cryptochromen gegenwértig zwei
Gruppen von Genen bekannt. Phototropine wurden durch die Identifizierung eines defekten
Genes in einer Arabidopsis Mutante entdeckt (non-phototropic hypocotyl 1 (nphl), Liscum
und Briggs 1995), in der jener schon von Darwin beschriebene Effekt ausblieb (s. 0.). Weitere
biochemische Studien zeigten eine direkte Beeinflussung des Phototropismus durch die
blaulichtinduzierte Phosphorylierung des 120 kDA membranassoziierten NPH1 Proteins
(Short und Briggs 1994, Liscum und Briggs 1995, Briggs und Huala 1999). Der C-terminae
Teil des Proteins enthélt typische Motive von Serin/Threonin-Kinasen (Hanks und Hunter
1995), wahrend der N-terminale Tell zwei “Per-Arndt-Sim” (PAS) -ahnliche Motive aufweist
(Taylor und Zhulin 1999). L etztere Motive dienen auch als interne Sensoren fur Licht, Sauer-
stoff und Redoxpotential (light oxygen voltage motif (LOV); Huala et al. 1997) und ver-
mitteln Protein-Protein Interaktionen mit spezifischen Kofaktoren (Taylor und Zhulin 1999).
Christie et al. (1998) beschrieben die blaulichtabhangige Phosphorylierung von rekombinan-
tem NPH1 in Insektenzellen sowie eine nichtkovalente Bindung von Flavinmononukleotid
(FMN) als mogliches Chromophor. Sowohl nichtkovalente Bindung von FMN als auch blau-
lichtabhangige Autophosphorylierung wurde auch fir NPL1 (nphl-like 1) nachgewiesen,
einem zweiten Phototropin mit Sequenzhomologie zu NPH1. NPL1-Mutanten zeigten im
Gegensatz zu nphl keine Verdnderung der phototropischen Reaktion.

Anaog zu den Phototropinen konnten Gene fir eine zweite Gruppe von Blaulichtrezeptoren,
den Cryptochromen, durch die Analyse einer Arabidopsis Mutante identifiziert werden
(Koornneef et al.1980, Ahmad und Cashmore 1993). Die Cryptochrome absorbieren im
blauen (390-500 nm) und im ultravioletten (nur UV-A, 320-390 nm) Wellenldngenbereich
des Lichtes (Lin et al. 1995, Malhotra et al. 1995). Sie sind wasserl6dliche cytosolische
Proteine von ca. 75 kDa (Ahmad und Cashmore 1993). Cryptochrome sind mit den Photo-
lyasen verwandt (Ahmad 1999, Cashmore et al. 1999). Allerdings besitzen sie nicht mehr
deren Fahigkeit zur DNA-Reparatur, wohl aber deren Affinitét gegenuber Flavinadenin-
dinukleotid (FAD) as Chromophor (Galland und Senger 1991, Ahmad und Cashmore 1993,
Linet al. 1995, Mdhotra et al. 1995). Der N-terminale Teil der Cryptochrome bindet wie bei
Photolyasen auf3erdem ein Pterin (5,10-Methenyltetrahydrofolat, MTHF) as ein zweites
Chromophor (Malhotra et al. 1995). Dieses zweite Chromophor nutzt die Lichtenergie zur
Reduktion des Flavins durch Ubertragung eines Elektronenpaares. Im Unterschied zu Photo-
lyasen erfolgt die Photoreduktion bei Cryptochrom (-1, CRY1) Uber ein relativ stabiles
Zwischenprodukt des radikalischen Flavosemiquinons (FADH; Jorns et al. 1984, Johnson et
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1. Einleitung

al. 1988, Eker et al. 1981, Linet al. 1995, Malhotraet al. 1995). Der C-terminale Bereich der
Cryptochrome ist in den homologen Photolyasen nicht vorhanden. Aus einer Homologie zum
Tropomyosin - dem glatten Muskel von Ratten (30% bzw. 45% Uber 86 aa) - jedoch ohne
dessen charakteristische a-Helix, ist eine Funktion fir den C-Terminus schwerlich abzuleiten
(Ahmad und Cashmore 1993). In Fusion mit [-Glucuronidase (GUS) vermitteln die C-
Termini eine kontinuierliche Lichtreaktion in etiolierten Keimlingen (Yang et al. 2000), die
zu einem konstitutivem photomorphogenetischen Phanotyp (constitutive photomorphogenic
(COP)) fuhrt. Diesen Zusammenhang konnten Wang et al. (2001) kirzlich durch den Nach-
weis einer direkten Interaktion der C-Termini der Cryptochrome mit dem lichtabhangigen
Repressor COP1 (s. u.) bestatigen.

1.1.3. Rotlichtphotorezeptoren

Eine dritte Gruppe von Photorezeptoren umfasst die Phytochrome, die Licht im roten
Wellenlangenbereich absorbieren und im blauen bzw. im UV-B Wellenlangenbereich weitere
Absorptionsmaximabesitzen (Grimm und Ridiger 1986). Phytochrome sind 16dliche Proteine
von ca. 125 kDa, deren Isolierung in intakter Form erstmals Vierstra und Quail 1983 gelang.
Die Phytochromproteine bestehen aus einer N-terminalen und einer C-terminalen Domaéne.
Die N-terminale Domane bindet das Chromophor und ist somit fir die Lichtwahrnehmung
verantwortlich (Photokonversion; Lagarias und Rapoport 1980, Cherry et al. 1992, Stockhaus
et al. 1992, Edgerton und Jones 1992, 1993, Cherry et al. 1993, Boylan et al. 1994, Jordan
1996, Jordan et al. 1997, Song 1999, Wu und Lagarias 2000). Als Chromophor wird ein
offenkettiges Tetrapyrrol (Lagarias und Rapoport 1980) in einer autokatalytischen Reaktion
(Terry 1997) kovalent als Thioether an ein Cystein gebunden. Die lichtinduzierte Umwand-
lung der Ps-Formin die Bz-Form (s.u.) erfolgt durch die“Z” zu “E” Isomerisierung der C15-
Doppelbindung zwischen dem C- und dem D-Ring des Tetrapyrrols (Andel et al. 1996).
Anschlieffende Konformationsanderungen des Proteins sind erforderlich fir die Erhaltung des
Energiezustandes der Photorezeptoren (Song 1999). Die C-terminale Domane enthdt zwei
PAS-@hnliche Motive und ein Kinase-ahnliches Motiv. Sie vermitteln eventuell Protein-
Protein-Interaktionen oder Kofaktorbindung und sind wahrscheinlich fir die Dimerbildung
notwendig. Phytochrome besitzen Homologie zu bakteriellen Zwei-K omponenten-Sensoren -
den Histidinkinasen (Schneider-Poetsch 1992, Lagarias et al. 1995, Kehoe und Grossman
1996, Bhoo et al. 2001). Anstelle von Histidin/Asparaginsiure werden in htheren Pflanzen
Serin/Threonin as Phosphorylierungstellen von Kinasen verwendet (Y eh und Lagarias 1998).

4



1. Einleitung

Urspriinglich wurden Phytochrome in Pflanzen a's Lichtrezeptoren fiir den roten Spektral-
bereich entdeckt (Parker et al. 1949, Borthwick et al. 1952). In nachfolgenden Arbeiten
konnte die Existenz von zwel ineinander photokonvertierbaren isomeren Formen - der
inaktiven Pg-Form und der aktiven Pz-Form gezeigt werden und fiihrte zu den inzwischen
klassisch zu nennenden Reversionsexperimenten (siehe Pkt. 1.2.; Borthwick et al. 1952,
Butler et al. 1959, Mohr 1972, Smith 1975, Hunt und Pratt 1981). Die Ps-Form besitzt ein
Absorptionsmaximum bel 660 nm und wird bel Bestrahlung mit Licht dieser Wellenlange
(“red” (R)) in die P-x-Form umgewandelt (Vierstraund Quail 1983, Furuya und Song 1994).
Diese kann entweder durch eine langsame Dunkelreaktion (Briggs und Rice 1972, Mancinelli
1994) oder durch Bestrahlung mit langerwelligem Rotlicht (“far-red” (FR), | =730 nm) in
die Ps-Form zurtckgefiihrt werden (Abb. 2). Die Ps-Form wird als die signalgebende
K omponente angesehen (zur Ubersicht siehe Fankhauser 2001). Neuere Experimente lassen
auch eine Funktion der Ps-Form vermuten (Liscum und Hangarter 1993, Reed et al. 1994,
Shinomuraet al. 1994, 2000). Einhergehend mit der Rot-/Dunkelrotlichtbestrahlung erfolgt
jewells eine Trandokation des Proteins vom Cytosol in den Zellkern bzw. vis versa (Kircher
et al. 1999, Yamaguchi et al. 1999, Nagy und Schéfer 2000).

Abb. 2: Vereinfachtes Modell zur

660 NM revertierbaren Photokonversion von
—_h Phytochrommolekilen. Mit dem
Pr_ Pr q Per  Prr Formwechsel erfolgt ein Ortswech-
730 nm sl in der Zelle.
CYTOSOL ZELLKERN

Licht fhrt auch zum Abbau von Phytochromen. Entsprechend werden die Phytochrome in
photolabil bzw. Typl und photostabil bzw. Typ2 eingeteilt. Als photolabil ist das in etio-
lierten Keimlingen abundante Phytochrom A (PHY A) zu nennen. Typ 2 oder photostabiles
Phytochrom ist vornehmlich in griinen Keimlingen bzw. Gewebe zu finden. Zu diesem Typ
gehort z. B. Phytochrom B (PHY B).

Die zugehdrigen Gene der blauen und roten Photorezeptoren wurden Anfang der 90er Jahre
identifiziert. Sie sind im gesamten Pflanzenreich zu finden und wurden aus Moosen (Thimm-
ler et al. 1990), grinen Algen (Kidd und Lagarias 1990), Farnen (Kanegae und Wada 1998)
und hoher entwickelten Pflanzen (Sharrock und Quail 1989, Clack et al. 1994) isoliert. Die
Anzahl differiert in den einzelnen Pflanzenarten. Uber Sequenzvergleiche konnten auch in
der Tierwelt, sowie in einzelligen Eu- as auch Prokaryoten homologe Gene identifiziert
werden (Small et al. 1995, Hughes et al. 1997, Yeh et al. 1997, Emery et al. 1998, Davis et
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1. Einleitung

al. 1999, van der Horst et al. 1999, Jiang et al. 1999, Bhoo et al. 2001, Giraud et al. 2002).
In Arabidopsis wurden finf Phytochromgene (PHYA - E, Abb. 3; Sharrock und Quail 1989,
Clack et al. 1994) identifiziert. Die einzelnen Mitglieder dieser kleinen Genfamilie sind zu
50-80 % identisch (Clack et al. 1994). Phylogenetisch sind jeweils PHYA und PHYC sowie
PHYB, PHYD und PHYE néher miteinander verwandt (Mathews und Sharrock 1997), obwohl
lediglich PHYA zu den photolabilen und PHYB - E zu den photostabilen Phytochromen zu
zahlen sind. Cryptochromgene sind dagegen nur CRY1 und CRY2 in Arabidopsis bekannt
(Ahmad und Cashmore 1993, Guo et al. 1998).

1.2.  Komplexitat der Lichtwahrnehmung

Licht wird von Pflanzen nicht nur in Form von Wellenléngen wahrgenommen, sondern auch
in Richtung (Darwins Experiment s. 0.), Dauer und Intensitét. L etztere beiden Eigenschaften
sind insbesondere fir Phytochrome untersucht und fir die Regulation der Entwicklung in
einer Reihe physiologischer unterscheidbarer Funktionen manifestiert. Die Reaktionen der
Pflanzen kénnen in Signalantworten auf hohe (high irradiance response, HIR), geringe (low
fluence response, LFR) und sehr geringe Lichtintensitdten (very low fluence response, VLFR)
unterschieden werden (Mancinelli 1994). Charakteristisch fir die Signalantwort ist das
Verhdtnis von aktivierten Phytochrom zum gesamt-verfugbaren Phytochrom (Pes/Proral)-

Der VLFR ist durch sehr wenig aktives Phytochrom (Pex/Prora, = 10° bis 10°) gekennzeich-

net.
@n. Die biologischen Phéanomene im VLFR wie Keimung bzw. Ergriinung sind nur an Samen
oder etiolierten Keimlingen zu beobachten. Bel volliger Dunkelheit mit anschlief3ender
geringer Belichtung liegen fast ale Phytochrome in der P,-Form vor (Mandoli und Briggs
1981, Mancinelli 1994). Die Effekte sind nicht revertierbar. Kontinuierliche Bestrahlung mit
Licht nahe den Infrarotwellenlangen fihrt ebenfalls zu einem VLFR (Schéfer et al. 1982).

Der LFR it bei mittleren Beleuchtungsstérken von 10° bis 10 mol m? durch ein Verhdtnis
Per/Prora. = 1072 bis 0,87 gekennzeichnet (Mancinelli 1994). Charakteristisch fiir den LFR ist
die klassische Rot/Dunkelrotlicht Reversion, d.h. einem kurzem induzierendem Rotlichtpuls
folgt en revertierender Dunkelrotlichtpuls (R/FR). Die Reversion kann u. a. bei Keimung und
Ergriinung beobachtet werden.

Der HIR ist nur bel kontinuierlicher Belichtung mit hoher Beleuchtungsstarke (>10° mol m?)
zu beobachten. Analog zum VFLR ist der HIR nicht revertierbar (Mancinelli 1994). Der
Effekt ist abhangig von der Wellenlénge, Bestrahlung und Dauer der Lichtbehandlung. Dieser
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verursacht in etiolierten Keimlingen bel FR-HIR Behandlung eine Inhibierung der Hypokoty!-
verléngerung. Die Abhangigkeit von der Wellenlénge zeigt sich in der Ergriinung der Pflan-
zen nach 2 - 3 Tagen kontinuierlicher Belichtung in R bzw. FR und einem anschlief3enden
Wechsel zu Weifdicht. Aus diesem Grund wird zwischen R- und FR-HIR unterschieden
(Hartmann 1966, Heim und Schéfer 1984, McCormac et al. 1992, Goto et al. 1993). Anstelle
der kontinuierlichen Belichtung sind auch wiederholte Kurzzeitbelichtungen (Lichtpulse) in
R bzw. FR mdglich, um ein HIR zu erzeugen. Die Zeitabstéande der Lichtpulse im FR missen
bedeutend kiirzer alsim R sein (Mancinelli 1994).

Unter natirlichen Bedingungen treten die Effekte meist gleichzeitig und in Zusammen-
wirkung mit anderen Photorezeptoren komplex auf. Die unterschiedliche Ort-Zeitverteilung
der Phytochrome einhergehend mit dem Konformationswechsel (siehe Abb. 2) bestimmt
wesentliche Entwicklungsprozesse wie Keimung, Ergriinung und Inhibierung des Hypokotyl-
wachstums der Pflanzen. PHY A gilt als verantwortlich fir die Keimung (Reed 1994, Shino-
muraet al. 1994, 1996, Botto et al. 1996, Whitelam und Devlin 1997). Mazellaet al. (1997)
gehen von einer Zwei-Phasen-Reaktion fir die Keimung aus. In der ersten Phase erfolgt die
Initiation durch das lichtlabile PHYA in einem breiten Spektrum im VLFR. Das Verhdtnis
von lichtaktivierten Phytochrom (P-;) zum gesamt messbaren Phytochrom (P,,) betrégt
weniger as 0,1%. Die zweite Phase der Keimung ist durch ein Verhdtnis P/Pgy = 1
charakterisert, wobel diese durch die lichtstabilen Phytochrome im LFR insbesondere PHY B
bestimmt werden. Entsprechend stimuliert Rotlicht die Keimung und Dunkelrotlicht wirkt
revertierend. Mit PHYE erwies sich erst kirzlich ein weiteres Phytochrom al's essentiell fir
die Keimung (Hennig et al. 2002). In den Experimenten konnte die Abhangigkeit der Kei-
mung von PHY E im LFR durch die Revertierbarkeit als auch im FR-HIR durch ausbleibende
Keimung nachgewiesen werden.

Ein weiteres Beispiel fur das komplexe Zusammenspiel der Phytochrome bzw. der Photo-
rezeptoren ist der Prozess der Ergrinung in engem Zusammenhang mit der Inhibierung der
Hypokotylverlangerung, des Offnens des Hypokotylhakens und der Keimbléattentfaltung.
PHYA vermittelt die Detektion im FR-HIR, indem die Ergrinung der entsprechenden
Mutante ausbleibt (Dehesh et al. 1993, Nagatani et al. 1993, Reed et al. 1993, Whitelam et al.
1993, Barneset al. 1996a, Y anovsky et al. 1997, Chun et al. 2001), wahrend PHY B in Weil3-
und Rotlicht (LFR) durch Inhibierung der Hypokotylverléngerung agiert (Casal 1995).
L etzterer Prozess wird durch weitere Phytochrome (A und D) und Cryptochrom (CRY 1)
beeinflusst (Neff und van Volkenburgh 1994, Chory et al. 1996, Folta und Spalding 2001).
PHY B moduliert auch die Keimblattentfaltung in Abhangigkeit von CRY 1 (Neff und Chory
1998).
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Weitere biologische Phdnomene wie Blihzeitpunkt (Weller et al. 2001), Schattenvermei-
dung (Bagnall et al. 1995, Casal 1996) und circadianer Rhythmus (Devlin und Kay 2000,
Toth et al. 2001) werden ebenfalls von den Photorezeptoren gesteuert. Dabei agieren die
Photorezeptoren nicht immer paralel oder additiv sondern ebenso antagonistisch (siehe
Ubersichtsartikel Nagy und Schifer 2002).

1.3. Mutanten der Lichtsignalketten

Arabidopsis hat sich im Laufe der |letzten Jahrzehnte durch ihre Eigenschaften als Modell-
pflanze fur die Forschung entwickelt. Sie zeichnet sich insbesondere durch eine kurze
Generationszeit und einer hohen Samenausbeute aus, ist selbstbefruchtend und transformier-
bar, von kleinem Wuchs und besitzt mit 125 Mbp das kleinste bekannte Genom hoherer
Pflanzen. Sie diente in der vorliegenden Arbeit als Objekt der Experimente, sodass sich die
Ausfuihrungen in diesem Abschnitt auf diese Pflanze beziehen. Die genomische Sequenz ist
seit 2000 fast vollstandig bekannt und somit sind alle Gene theoretisch verfigbar (The
Arabidopsis Genome Initiative 2000).

Die zuvor beschriebenen Experimente als auch die Identifizierung der Photorezeptorgene
wére ohne die Isolierung der entsprechenden Mutanten unter bestimmten Lichtbedingungen
und der Ausprégung der unterschiedlichen Phanotypen nicht denkbar (Abb. 3; Koornneef et
al. 1980, Ahmad und Cashmore 1993, Guo et al. 1998). Fir die Phytochrommutanten wurden
bereits einige Phdnomene beschrieben (siehe Pkt. 1.2). So kann die PHYA -Mutante unter
Dunkelrotlichtbedingungen nicht ergriinen, wahrend gleiches fur die PHYB -Mutante unter
Rotlichtbedingungen gilt. Im Unterschied zu phyA erfolgt in phyB die Offnung des Hypo-
kotylhakens und der Keimbl&tter. Unter “normalen” Lichtbedingungen gleichen beide Phyto-
chrommutanten dem Wildtyp. Fir diese beiden Phytochrome (A und B) existieren auch eine
Reihe von Allelen (siehe Ubersichtartikel: Fankhauser und Chory 1997, Hudson 2000). Fiir
die Phytochrome D und E wurde bisher nur jewells eine Mutante und fir Phytochrom C noch
keineisoliert. Als PHY D-Mutante mit einer 14 bp Deletion fur das Gen erwies sich mit Ws-2
ein Wildtyp as Null-Mutante (Aukerman et al. 1997). Aus dem nattrlichen Vorkommen als
Wildtyp wird geschluf¥folgert, dass PHYD unter normalen Bedingungen nicht essentiell ist.
Moglicherweise kann PHYB bel einer Sequenzidentitét von 80 % zu PHYD dessen Funktion
Ubernehmen (Aukerman et al. 1997). Eine Mutante fir PHY E konnte nur Uber die Iden-
tifizierung einer Tripelmutante (phyABE) isoliert werden (Devlin et al. 1998). Die einfache
Mutante phyE, Uber Rickkreuzungen erzeugt, zeigt unter Normal bedingungen keine phano-
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typischen Verdnderungen gegentiber den Wildtypen.

Anaog zu den Phytochrommutanten phyA und phyB zeigt die Blaulichtrezeptormutante cryl
bei bestimmten Lichtbedingungen eine veranderte Reaktion auf die Inhibierung der Hypo-
kotylverlangerung (Koornneef et al. 1980, Ahmad und Cashmore 1993). CRY 1 fungiert als
Blaulichtrezeptor vornehmlich bel hohen Lichtintensitéten, wohingegen das zweite Crypto-
chromgen aufgrund einer schnellen Degradation bei niedrigen Lichtintensitéten agiert (Lin et
al. 1998, Guo et al. 1999). Die Mutante cry2 (fha-1) zeigt eine spétblihenden Phanotyp und
somit eine Funktion in der Messung der Photoperiode (Guo et al. 1998).

Neben der Isolierung von Photorezeptormutanten gelang Koornneef et al. (1980) auch die
Isolierung von zwei Chromophormutanten, die sowohl unter Rot- a's auch Dunkelrotlicht-
bedingungen keine Ergriinung zeigten. Die Mutanten hyl und hy2 (elongated hypocotyl) sind
in der Chromophor-Biosynthese blockiert und verhindern somit die Lichtwahrnehmung durch
die Phytochrome (Parks und Quail 1991). Die defekten Gene konnten erst kirzlich als
Hé&moxygenase fur HY1 (Muramoto et al. 1999) und Phytochromobillinsynthase fir HY?2
bestimmt werden (Kohchi et al. 2001).

Trotz der Erkenntnisse Uber Struktur und Mechanismus der Photorezeptoren im Zusammen-
hang mit der Lichtdetektion der Pflanzen ist die Funktionsweise der Detektionssysteme, die
Signalweitergabe und -verarbeitung noch nicht gekléart. In den letzten Jahren wurden zuneh-
mend Mutanten isoliert, deren defektes Gen in der Signalkaskade einem Photorezeptor nach-
geordnet agiert. Die Zuordnung erfolgte aufgrund der Sensitivitét gegentiber bestimmten
Wellenl&ngen bzw. der beobachteten Lichtantwort der Mutanten. In Abb. 3 wurde das Modell
von Mohr (Abb. 1; Mohr 1994) um die Photorezeptoren und deren moglichen nachgeordne-
ten Mitgliedern der Signalkette erweitert.

Mutanten mit reduzierter Sengitivitét bei Dunkelrotlicht wurden als PHY A bzw. bei Rotlicht
asPHY B abhangig betrachtet. Mit der reduzierten Sengitivitét im FR-HIR fand Whitelam et
al. (1993) die Mutanten thy1 und fhy3 (far-red elongated hypocotyl). Im Unterschied zu thy3
is infhyl die Ergrinung auch im VLFR veréndert. Eine zu fthy3 &hnliche Mutante konnte mit
fin2 (far-red insensitive) isoliert werden, die im Unterschied zu fthy3 auch einen verdnderten
Rotlichtphanotyp aufweist (Soh et al. 1998). Als pat3 (phytochrome A signal transduction)
wurde eine weitere Mutante mit den zuvor beschriebenen Eigenschaften im FR isoliert, die
en Alld von fhyl darstellt. Das mutierte Gen FHY1 entspricht einem lichtregulierten Protein,
dassin Dunkdheit akkumuliert wird (Desnos et al. 2001, Zeidler et al. 2001). Ebenfalls durch

Sengitivitdt im FR wurde patl isoliert und das defekte Gen Uber die T-DNA-Insertion
bestimmt. Interessanterweise ist das Protein wahrscheinlich im Cytoplasma lokalisiert und
somit moglicherweise eine Komponente der sehr frihen Signaltransduktion von PHYA
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Abb. 3: Erweiterung des Modells von Schopfer und Mohr (vgl. Abb. 1) mit Photorezeptorgenen und ihrenin
der Signalkette nachgeordneten Genen. Farbig markierte nachgeordnete Gene entsprechen der méglichen
Interaktion mit den jeweiligen Photorezeptoren.

(Bolle et al. 2000). Mit FAR1 konnte ein weiteres Mitglied der PHY A-Signalkette Uber die
Isolation einer Mutante (farl, far-red impaired response) identifiziert werden. Das kernloka-
lisierte Gen besitzt keines der bisher bekannten funktionellen Motive (Hudson et al. 1999).
Einen veréndertem Phanotyp speziell unter FR Bedingungen zeigten auch weitere Mutanten
wiefin219 (Hseh et al. 2000), lafl (long after far-red, Ballesteros et al. 2001), laf6 (Moller
et al. 2001) und hfrl/repl/rsfl (long hypocotyl in far-red, Fairchild et al. 2000; reduced
phytochrome signaling, Soh et al. 2000; reduced sensitivity to far-red light, Spiegelman et al.
2000). HFR1/REP1/RSF1 sind Allele eines Genes, das einen basic-helix-loop-helix Trans-
kriptionsfaktor kodiert, wahrend LAF1 zur Genfamilie der MY B-Transkriptionsfaktoren
gehort. Im Gegensatz zu den bisher isolierten Mutanten der PHY A Signalkette zeichnen sich
spal (suppressor of phyA-105, Hoecker et al. 1998) und eidl1 (empfindlicher im dunkelroten
Licht, Buche et al. 2000) durch ihre Hypersensitivitdt gegentiber R und FR aus. Das Gen
SPA1 wurde von Hoecker et al. (1999) identifiziert und besitzt neben der Homologie zu
Kinasen noch ein WD-Motiv (WD-repeat motif), eine typische Struktur fir Signalproteine.
Auch EID1 konnte genetisch als ein neues F-Box Protein mit einer Leucinzipper-Struktur
isoliert werden (Dieterle et al. 2001). Mit pefl (phytochrome-signaling early flowering,
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Ahmad und Cashmore 1996) und psi2 (_phytochrome_signaling, Genoud et al. 1998) wurden
zwei weitere Mutanten entdeckt, die ebenfalls phanotypische Veranderungen in R und FR
aufwiesen. Beiden ist auch gemeinsam, dass sie in ihrer Lichtantwort mehreren Phyto-
chromen zugeordnet werden konnten.

Mutanten mit Sensitivitét in R und der daraus resultierenden Abhéngigkeit von PHYB sind

rar. Das konnte auf kurze Signalketten oder deren essentielle Notwendigkeit hindeuten. Mit
pef2, pef3 (Ahmad und Cashmore 1996) und redl (red-light specific extragenic revertants,
Wagner et al. 1997) konnten lediglich 3 Mutanten mit ausbleibender Ergrinung unter Rot-
lichtbedingungen isoliert werden. Die jeweiligen Mutationen sind noch nicht bekannt. Nach
der Isolation von 3 weiteren Mutanten und der Bestimmung der Gendefekte gelang fur diese
Gene en direkter Nachweis der Interaktion mit dem Photorezeptor im “Two Hybrid Screen”.
Demnach interagieren die Proteine ELF3 (early flowering, Hicks et al. 1996, Zagotta et al.
1996, Liu et al. 2001), ARR4 (Arabidopsis response regulator, Sweere et al. 2001) und PIF4
(phytochrome interacting factor, Hug und Quail 2002) spezifisch mit dem C-Terminus von
PHY B. Ebenso konnte die Interaktion der C-Termini von Phytochrom A und B mit PIF3 (Ni
etal. 1998, Zhu et al. 2000, pocl: photocurrentl, Halliday et al. 1999), PKS1 (phytochrome
kinase substrat, Fankhauser et al. 1999) und NDPK 2 (nucleoside diphosphate kinase 2, Choi
et al. 1999) gezeigt werden. Auch fir den C-Terminus von CRY 2 gelang der Nachweis zur
Bindung an COP1 (s.u., Wang et al. 2001), wahrend selbige Bindung fir CRY 1 aufgrund der
Experimente nur vermutet werden kann. Allerdings zeigten beide konstitutiv exprimierten
C-Termini denselben fir COP-Mutanten typischen Phanotyp (Yang et al. 2000).
Mit subl (short under blue light) gelang die Isolation einer Mutante, die hypersensitiv auf
Blaulicht as auch Dunkelrotlicht reagiert und folglich eine Komponente eines Cryptochrom-
bzw. Phytochromsignalweges darstellt. SUB1 kodiert ein Ca2+-Bindeprotein, dass die licht-
abhangige Akkumulation des Transkriptionsfaktors HY 5 unterdriickt (Guo et al. 2001).

Die Mutante hy5 entstammt ebenfalls einer Reihe Mutanten von Koornneef et al. (1980).
Das mutierte Gen konnte durch Oyama et al. (1997) einem [3-ZIP Transkriptionsfaktor
zugeordnet werden. Als positiver Regulator unterdriickt HY'5 DET1 und wird selbst durch die
COP1 reprimiert (s.u.; Deng et al. 1992, Pepper und Chory 1997, Oyamaet al. 1997). Ang et
al. (1998) konnten eine direkte Interaktion zwischen HY5 und COP1 zeigen, wéhrend
Chattopadhyay et al. (1998) fur HY 5 die Bindung an die G-Box nachwies.

Wahrend alle bisher genannten Mutanten ihren Phanotyp nur unter Lichteinfluss aushilden,
so falen copl und detl (de-etiolated) in eine Gruppe von Mutanten, die ihren Phénotyp schon
als etiolierte Keimlinge zeigen. Diese Gruppe der cop/det/fus (fusca) Mutanten umfasst 11
Gene (Abb. 3), die zu den negativen Regulatoren in der Photomorphogenese zahlen (MUller

11



1. Einleitung

und Heidecker 1968, Chory et al. 1989, Deng et al. 1991, Jirgenset al. 1991, Miseraet al.
1994). Mit gedffneten Keimblattern, unterdriickter Hypokotylverléngerung und Anthocyan-
akkumulation weisen sie in Dunkelheit den Phanotyp lichtgewachsener Keimlinge auf. Neben
den morphologischen konnten auch zelluldre Verdnderungen wie Differenzierung von
Chloroplasten und Expression von lichtinduzierten Genen nachgewiesen werden. Das Vor-
handensein des COP9-Signalosomes dient einer weiteren Untergliederung dieser Gruppe
negeativer Regulatoren (Abb. 3; Chamovitz et al. 1996, Karniol et al. 1999, Serino et al. 1999,
Deng et al. 2000). Interessanterwei se bilden mit copl, cop10 und detl gerade jene Mutanten
kein COP9-Signalosom aus, deren Nullmutanten unter Normal bedingungen nicht Iebensfahig
snd. Folglich stehen mit copl, cop10 und detl nur weniger ausgepragte Allele der Mutanten
zur Verfugung (Chory et al. 1989, Kwok et al. 1996, Vogdl et al. 1998). COP1 und DET1
wurden bereits genetisch identifiziert (Deng et al. 1992, Pepper et al. 1994). Fir COP1
konnten diverse Interaktionen mit anderen Proteinen wie HY5 (s. 0.; Ang et al. 1998), SPA1
(s. 0., Hoecker und Quail 2001) und dem Blaulichtrezeptor CRY 2 (s. 0.; Wang et al. 2001)
gezeigt werden. Mit CIP1 (COP1 interacting partner), CIP4, CIP7 und CIP8 interagieren
weitere Proteine mit COP1 (Matsui et al. 1995, Yamamoto et al. 1998, 2001, Torii et al.
1999). Moglicherweise ist COP1, COP10 und das COP9 Signalosom Bestandteil eines E3-
Ubiquitin-Ligase-Komplexes, welches interagierende Proteine wie HY5 fur deren Abbau
markiert (Hardtke und Deng 2000, Osterlund et al. 2000). COP10 wird in diesem Zusammen-
hang eine mogliche Funktion als E2-Ligase aufgrund der Sequenzidentitdt zu ahnlichen
Proteinen zugeschrieben (Suzuki et al. 2002). Im Gegensatz zu COP1 ist DET1 lichtunabhan-
gig im Zellkern lokaisiert (von Arnim und Deng 1994, Pepper et al. 1994). Eine bioche-
mische Funktion konnte fir DET1 bisher nicht gezeigt werden.

1.4. Lichtabhangige Genregulation

Mit der genetischen Identifizierung der Photorezeptoren und ihren teillweise gezeigten
I nteraktionen mit nachfolgenden Komponenten der Lichtsignalkette (siehe Abb. 3) ist die Art
und Weise der Signalaufnahme und -weitergabe sowie die Wirkung auf unterschiedliche
Prozesse und den daraus resultierenden bzw. zu beobachtenden Phénomenen nicht geklart.
In Ermangelung einer groflReren Anzahl klonierter Gene, wurde frither versucht, die Wirkung
der Photorezeptoren auf Stoffwechselwege Uber die Genregulation auf mRNA-Ebene aus-
gewdahlter Schlusselgene zu bestimmen. Mit Blick auf die lichtabhéngige Regulation der
Gene durch die Photorezeptoren betraf dies Gene der photosynthetischen Komplexe (z.B.
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LHC-Gene, PSAD, Abb. 3: Lichtantwort) bzw. deren Promotoren, sowie mit CHS einem Gen
der Pigmentbildung (Anthocyanbiosynthese) und mit Ribulose-1,5-biphosphatcarboxylase
(RBCS) ein stromales Protein des Calvin-Zykluses. Die lichtinduzierte Expression von Genen
des Lichtsammekomplexes (LHC: light harvesting comlex vormas CAB: chlorophyll a/b
binding protein) und des CHS-Genes waren die haufigsten Untersuchungen, die allerdings
hauptsachlich an Wildtypen durchgeftihrt wurden.

Im folgenden werden einige Gene des Photosynthesapparates und deren Expression ndher
betrachtet. Bei den LHC-Genen handelt es sich um Chlorophyll-a/b-bindende Proteine einer
Multigenfamilie (Leutwiler et al. 1986, Jansson 1999), dem haufigsten Protein der Thylakoid-
membran. Es bildet den LHC-11 Komplex im Photosystem |1 und dient zum Sammeln des
Lichtes durch Aufnahme der Anregungsenergie und Weiterleitung zu den Reaktionszentren.
Ferrodoxin-NADP-Reduktase (FNR, PETH) wurde friher Photosystem | zugeordnet, ist
jedoch relativ leicht dissoziierbar an die Thylakoidmembran im Stroma angelagert. Dem
Protein obliegt die Funktion, im Komplex mit Ferrodoxin Elektronen auf NADP* zu NADPH
zu Ubertragen. Der ATPase Komplex als Tell des Photosyntheseapparates besteht ebenfalls
aus mehreren Untereinheiten. Die gamma-Untereinheit (ATPy) kontrolliert den Protonenfluss
durch den Komplex und ist neben der delta- und epsilon-Einheit singular im Komplex
vertreten. Aullerdem ist ATPy am Regulationsmechanismus zur Aktivierung der ATP-
Synthase tiber Ferrodoxin/Thioredoxin beteiligt. Rieske (PETC) ist ein kernkodiertes Protein
des Cytochrom-b/f-K omplexes mit einem Eisen-Schwefel-Zentrum. Dessen Lage wird durch
die Cysteinbausteine des Proteins bestimmt. PETC oxidiert Quinol zu Plastosemiquinon und
Ubertragt ein Elektron auf Plastocyanin (Makin und Niyogi 2000). Die Expression dieser
Gene des Photosyntheseapparates nimmt unter Lichteinfluss zu (Tobin und Silverthorne
1985).

Protochlorophillidoxydoreduktase (POR) ist ein Enzym im Chlorophyllsynthesaweg und re-
duziert Protochlorophyllid zu Chlorophillid. Diese Reaktion ist in Angiospermen strikt licht-
abhangig, wohingegen in Gymnospermen, Algen und photosynthetischen Bakterien Chloro-
phyll auch im Dunkeln synthetisiert wird. Es existieren drel Gene im Genom von Arabidopsis
(PORA, PORB und PORC). PORA ist neben PHYA eines der wenigen bisher bekannten
Gene, deren Expression bei Belichtung abnimmt (Apel 1981, Bruce et al. 1989).

Chalconsynthase (CHS) und Chalconisomerase (CHI) sind die ersten beiden Enzyme in der
Flavonoid-Biosynthese (Anthocyanbiosynthesaweg). Flavonoide bilden u. a Bltenfarben
und fungieren as Schutz gegen UV-B-Strahlung. Fir beide Gene wurde eine zunehmende
Expression bel Belichtung ermittelt (Batschauer et al. 1991, Barnes et al. 1996b, Fuglevand
et al. 1996, Wade et al. 2001).
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Ribul ose-1,5-biphosphatkarboxyl ase/oxygenase (Rubisco) katalysiert im Calvinzyklus durch
Aufnahme von Wasser und Kohlendioxid den regenerierten C5-Zucker zu 2 C3-Molekiilen
(3-Phosphoglycerat). Diese Reaktion erfolgt sowohl in Funktion as Carboxylase as auch
Oxygenase. Das Enzym selbst besteht aus zwei Untereinheiten - der kleinen kernkodierten
(RBCS) und der grof3en plastidér kodierten Untereinheit (RBCL). Fir beide Gene wurde
zunehmende Expression bei Belichtung festgestellt (Tobin und Silverthorne 1985).

1.5. Strategien zur Expressionsanalyse

Die Untersuchung der Genregulation einiger weniger Gene reicht aufgrund der Diversitét
der Signalkettenkomponenten und deren angedeuteten Komplexitdt zur Erkl&rung der
beobachteten Phdnomene nicht aus. Moglicherweise ist auch eine unterschiedliche Regula-
tion nicht erkennbar, well die entsprechenden Gene als auch deren Regulation bisher nicht
identifiziert und analysiert wurden.

Heute ist die Anzahl der bekannten und klonierten Gene drastisch gestiegen. Dies ist ins-
besondere auf die Entwicklung von Methoden zurtickzufiihren, die eine systematische Unter-
suchung vieler Proben einschliefdlich einer automatisierten Datenerfassung und -auswertung
ermoglichen (high throughput). Der methodische Fortgang wére nicht ohne den Gleichschritt
der technischen Entwicklung erfolgt. Eine Art Initialzindung auf der molekularbiologischen
Seite war die Sequenzierung von “Expressed Sequence Tags” (ESTs, Adams 1991), der
ungeordneten Klonierung von cDNA-Banken und anschlief3ender Sequenzierung kurzer
Abschnitte (300 bp) zur eindeutigen Identifizierung der klonierten Fragmente. Zwei Wege
wurden seither beschritten. Zum einen die Isolierung von (differentiell) exprimierten Genen,
um einen moglichst vollsténdigen Gensatz eines Organismus zu erhalten. Hierzu dienen
Methoden wie “Differential Display” (Liang und Pardee 1992), “Representational Difference
Analysis” (Ligtsyn et al. 1993, Hubank und Schatz 1994), “Fluorescent Differential Display”
(Ito et al. 1994), “Amplified restriction fragment length polymorphism” (Vos et al. 1995),
“Serial Analysis of Gene Expression” (Velculescu et al. 1995), “Suppressions-PCR” (Siebert
et al. 1995), “Supression Substractive Hybridisation” (Diatchenko et al. 1996). Diese auch
als offene Systeme bezeichneten Methoden sind nicht auf schon bestehende Datenbanken
oder Banken von Klonen beschrankt, d.h. sie sind beliebig erweiterbar. Nachteilig ist u. a. der
sténdig neu zu bearbeitende variable Datensatz, die hohe Redundanz in der Analyse sowie die
Abhéangigkeit von der Expression, der Uberlagerung von Signalen und Genfamilien. Aller-
dings entstanden auf diese Art und Weise zunehmend grofiere Bibliotheken von Genbanken
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fur verschiedene Prokaryoten a's auch Eukaryoten.

Jedoch ist nicht nur die Sequenz sondern auch die Funktion jedes Genes und sein komplexes
Zusammenwirken in der Zelle bzw. Organismus von Interesse. So gibt es z.B. fur das fast
vollsténdig sequenzierte Genom von Arabidopsis ca. 26000 annotierte Gene (April 2003),
aber nur von rund 20 % ist eine Funktion bekannt. Die Genexpression in der eukaryotischen
Zelle wird primér auf Transkriptionsebene reguliert. mMRNA-Stabilitét, posttranskriptionalen
Modifikationen, Proteinabbau u. a. sind untergeordnete Prozesse. Aus diesem Grund wurde
eine Reihe von Methoden entwickelt, die eine vergleichende Analyse der Expression der
Gene basierend auf den vorhandenen geordneten Datenbanken, Genbanken etc. zwischen
unterschiedlichen physiologischen Zustanden oder zwischen Wildtyp und Mutanten bzw.
transgenen Pflanzen oder zwischen unterschiedlichen Geweben erlauben. Hierfir werden
geordnete Genbanken als Bakterienkolonien (Klone von genomischen oder cONA Banken)
oder dsDNA (Plasmid-DNA, PCR-Fragmente oder Oligonukleotide) auf einen festen Trager
aufgetragen. Tragermaterialien sind Nylon- oder Nitrozellulosemembranen im “Macro-
Arraying” bzw. Glas- oder Plastikobjekttréger im “Micro-Arraying”. Die Expressionsprofile
werden durch Hybridisierung einer markierten Sonde auf den Arrays bestimmt (Sehe Pkt. 2.5.).
Die Markierung erfolgt radioaktiv (Macro-Array) bzw. per Chemifluoreszenz oder Chemilu-
miniszenz (Micro-Array). Erste vergleichende Experimente mit Hilfe von Macro-Arrays
wurden durch Lennon und Lehrach (1991) bzw. Gress et al. (1992) durchgefihrt. Micro-
Arrays sind die konsequente Fortentwicklung der Macro-Arrays hin zu héheren Spotdichten
und stabileren Materialien (Schena et al. 1995, Schena 1996, Schena et al. 1998). Eine
weitere Moglichkeit bietet sich in der Nutzung von Protein-Arrays (Lueking et al. 1999), um
Regulationsprozesse der Zellen auf der posttranskriptionalen Ebene zu untersuchen. Die
Gensétze der Banken sind durch ihre Immobilisierung an eine feste Oberflache nicht beliebig
erweiterbar, deshalb gelten diese letzten Methoden auch as geschlossene Systeme. Die
Vorteile beruhen in der smultanen Erfassung vieler Expressionsprofile mit einem Experi-
ment, der Speicherung in entsprechenden Datenbanken, den vidféltigen Analysemdglich-
keiten, der Verfligbarkeit der Klone und der Informationen.

1.6. Zielstellung der Arbeit

Die cDNA-Array Methode auf der Basis einer grof3eren Anzahl von Klonen sollte kombi-
niert mit der Untersuchung von Photorezeptormutanten eine umfassendere Analyse der licht-
abhangigen Genregulation auf der mRNA-Ebene (Genexpression) ermdglichen. Insbesondere
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wahrend der friihen Phase der Photomorphogenese miifite aufgrund der vielfach beobachteten
Phanomene wie Ergriinung, Inhibierung der Hypokotylverlangerung, Offnung der Keim-
bléatter und des Hypokotylhakens eine veranderte Genexpression in den Keimlingen messbar
sein. Folglich wurden Belichtungsexperimente mit den verflgbaren etiolierten Keimlingen
der Wildtypen, der Phytochromrezeptormutanten (phyA, phyB, phyAB), den Cryptochrom-
rezeptormutanten (cryl, cry2), der Mutante detl und der PHY B-Uberexprimierenden Linie
(385S::PHYB) bei kontinuierlicher Bestrahlung mit Weildicht durchgefthrt. Fir diese multi-
parallele Expressionsanalyse war die cDNA-Array Methode in der vorliegenden Arbeit as
Experimentalsystem an der Modellpflanze Arabidopsis zu etablieren. Die Einflhrung des
Experimentalsystems beinhaltete die Auswahl der cDNA-Klone aus den zur Verfligung
stehenden cDNA-Kollektionen fur die Herstellung der cDNA-Arrays, die Sondenpréparation
und nach erfolgter Hybridisierung die Auswertung der Expressionsdaten fur die im cDNA-
Array verwendeten cDNA-Fragmente. Die vergleichende Anayse der normalisierten Ex-
pressionsdaten der Gene aus den Belichtungsexperimenten sollten neue Erkenntnisse be-
zuglich der lichtabhangigen Regulation der Gene wahrend der frihen Photomorphogenese
ergeben. Aufgrund der zeitintensiven Experimente war auf eine zunehmende Automatisie-
rung der Prozesse zu achten.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

Alle verwendeten Chemikalien waren vom Reinheitsgrad “pro analysi” und wurden von den
Firmen Amersham Biosciences Europe GmbH (Freiburg), Amresco (Solon, USA), Carl Roth
GmbH (Karlsruhe), Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz), Invitrogen GmbH (Karlsruhe),
Merck KgaA (Darmstadt), Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg) und Sigma-Aldrich
GmbH (Steinheim) bezogen. Radiochemikalien stammten von den Firmen Amersham
([0*3P]-dCTP) und DuPont (Basel, Schwer*P]-dCTP). Enzyme und sonstige Materialien

sind mit ihren Bezugsquellen gesondert angegeben.

2.1.1. Pflanzenmaterial

Das verwendete Pflanzenmaterial ist in Tabelle 1 zusammenfassend dargestellt. Die Samen
stammen aus dem Arabidopsis Ressourcenzentrum (Ohio, USA) oder direkt von ihren

Eignern.

Tab. 1: Verwendetes Pflanzenmaterial

Bezeich- Alias Geno- genetische Literatur
nun typ Veranderung
Ler-0 Ler-0
Col-0 Col-0
Ws-2 Ws-2 | phyD-1Stop bei Pos 75 Aukermam al. 1997
durch 14 bp Deletion
phyA-201 | frel-1 Ler-0 | PHYAQ980-Stop Nagatangét al. 1993
phyB-5 hy3 8-36| Ler-0 | PHYBW552-Stop Koornneeét al. 1980,
Reedet al. 1993
phyAB Ler-0 phyA-201 x phyB-5 Reeet al. 1994
cryl hy4 2.23 | Ler-0 in CRYlkeine Prozessierung Koornnexfal. 1980
des 3. Introns
cry2 fha-1 Ler-0 | CRY2W54-=Stop Gucet al. 1998
hyl hyl Ler-0 13 bp Deletion verursacht Koornnegfal. 1980,
21.84N Leserahmenverschiebung Muramettal. 1999
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Bezeich- Alias Geno- genetische Literatur
nung typ Veranderung
hy2 Ler-0 HY2P128-L Koornneefet al. 1980,
Kohchiet al.2001
detl-1 Col-0 | in DET1keine Prozessierung Choeyal.1989,
des 1. Introns Peppet al. 1994
35S:PHYB No-0 transgene LiniePHYBkon- | Wagneet al. 1991

stitutiv exprimiert unter Kon-
trolle des 35S-Promotors

2.1.2. Bakterien

E. coli DHxx (Woodcock 1989)
F'/lendAl hsdR1Tr M,") thi-1 recA gyrA(nal) relAl
A(laclZY AargF)U169deoR ®80lacZAM15

E. coli XL1-Blue (Stratagene, San Diego, USA)
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac[F proA"B* lacl" ZAM15 Tn10(Tet)]

E. coli XL1-Blue MRF6" (Stratagene)
A(mcrA) 183 A(mcrCBhsdSMRmrr)173 endAlsupE44thi-1
recAlgyrA96relAl lac[F proA'B*lacl ZAM15 Tn10 (Tet)]

E. coli DH10B (Invitrogen)
F mcrAA(mrr-hsdRM8mcrBQ #80lacZAM15 AlacX74 deoR
recAl endAlaraA139 A(ara, ley7697 galU galK A™ rpsL

NUpGA
2.1.3. Plasmide
pZL1 (Gibco BRL Life Technologies)
pBSC SK- (Stratagene)
pWHB802 (Tovar und Hillen 1991)
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2.1.4. Synthetische Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion (Planegg-Martinsried) und MWG
AG Biotech (Ebersberg) lyophilisiert bezogen, in TE-Puffer pH 8,0 geltst und auf 100 pmol pl
eingestellt. Zusammengehorige Oligonukleotidprimerpaare sind in Tabelle 2 in einer Zeile
aufgelistet. Die Annealingtemperatur, (T ) im PCR-Zyklus (siehe Pkt. 2.2.3) fur die Bindung
der Oligonukleotide an die komplementare DNA-Sequenz ist in den entsprechenden Ab-

schnitten angegeben.

Tab. 2: Primerpaare fur Polymerasekettenreaktion. Zusammengehdrige Paare stehen in einer Zeile. Unter-
strichene Nukleotide differieren in Wildtypen (oberer Primer) und Mutanten (unterer Primer).

Sequenz Name Name Sequenz

GGT TTT CCC AGT CACGACGTT G forLA revLA CAC ACA GGA AAC AGC TATGACC

GAA ACG CCG CGT ATC GTC G sgfor sgrev GCC GCC AAA GAA AGA GAAG

ATG GCC GCC TCAACAATG GC Ihcb1.3f lhcbl.3r TCACTT TCC GGG AAC AAAGTT G

ATG GCC ACATCAGCT ATCCAAC Ihcb1.4f || lhcbl.4r TTACTT TCC GGG GAC AAA GTT AG

ATG GCT TCC TCA ACC ATG GC lhch2.2f | Ihcb2.2r| TCA CTT TCC GGG GAC GAA G
GTT GAC TGC TTC CAC AAG TG phyAl

phyA3 AGA TTA GCA AGA TGC ACA GAA C
GTT GAC TGC TTC CAC AAG TR phyA2
CGC AGT GTG AGA TCG AAA © phyB1

phyB3 GTT GGG TGT TGC TCC TAG TG
CGC AGT GTG AGA TCG AAAT phyB2
GCA GAA CAA GCT CAG TCG TC phyD1

phyD3 GTC CTC GAT GCT TGG TAC AG
ACA CCA GCG CTG CAG AGA G phyD2
GAC GAA TGA TTG GCA GAAAGG | hylA

hylC GGA CAA TAT GAG ACG AAG TAT CT(q
CTG GTG GAC GAA TGT AAA AAC hy1B
GCT ACT TGC AGA ATC ACC ATG crylA crylC ACA GTC CAA CCA GAT TTC ACC
CTG GAA GAG CTT CAA GAT GG cry2A

cry2C GTC TGA CGC TTATTT CCC CG
CTG GAA GAG CTT CAA GAT GAT cry2B
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2.1.5. Enzyme
Konzentration
Klenow-Polymerase 10 U {l (Amersham)
Lysozym (Serva)
Proteinase K 20 mg Ml (ICN Biomedicals GmbH, Eschwege)
Reverse Transkriptase 9 Ulul (AMV RT, Promega GmbH, Mannheim)
RNAse A 10 mg mt (Roth)
RNAsin 40 U pt (Promega)
Tag-Polymerase (DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus, im
Labor selbst isoliert, Engellet al. 1990)
BstEll 10 U ptt (Isochizomer Eco91l, MBI Fermentas, Vilni-
us, Litauen)
Clal 10 U ptt (Isochizomer Bsul5l, MBI Fermentas)
EcoRl 12U ut Amersham
Msel 10 U pt (Isochizomer Trull, MBI Fermenjas
2.1.6. Antibiotika
Ampicillin (Roth) Stammldsung 10 mg ml in 50 % Ethanol, Konzen-

tration im Medium 100 pg il

Chloramphenicol (Roth) Stammlosung 30 mg'ml in 96 % Ethanol, Konzen-
tration im Medium 30 pg il

Kanamycin (Duchefa, Haarlem, Niederlande)
Stammlésung 25 mg ml in Aqua dest.,

Konzentration im Medium 25 pg rhl

Ampicillin- und Kanamycinstammlésungen wurden sterilfiltriert.
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2.1.7. DNA Marker

DNA Marker zur Bestimmung von DNA-Fragmentlangen wurden durch eine Restriktions-
verdauung (24 h) des Vektors pWH801 (2 pg'ml , Laborbestand Dr. Altschmied) mit den
unten angegebenen Restriktionsenzymen hergestellt, stéchiometrisch zusammengesetzt und
mit Ficoll-Marker (siehe Pkt. 2.1.10) auf die angegebene Konzentration eingestellt.

AG-Marker pWHS801/EcoRl, pWH801/EcoRlI/Clal, pWwH801/EcoRI/BstEIl 40 ng pl
3740, 2310, 1660, 1430, 1260, 830 bp

Mse-Marker pWH801/EcoRI /Msel 20 ng*pl
925, 603, 500, 411, 282, 266, 188, 178, 128, 89, 65, 32, 31, 28, 13 bp

2.1.8. Reagenzien

Agar (Difco Laboratories, Detroit, USA)

Agarose (Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf )
BSA (Roth)

dATP. dCTP, dGTP, dTTP  (Roth)

Lachssperma DNA (Stratagene)

2.1.9. Medien

Alle Komponenten wurden in Aqua dest. gel6st und anschlie3end autoklaviert.

2.1.9.1. Medien fir die Bakterienanzucht

LB-Medium (Luria Bertiani Medium)
10 g I* Bacto-Trypton (Duchefa), 59| Hefeextrakt (Duchefa),
10 g * NaCl, pH 7,5

2x 2YT Medium {east-Tryptondedium)
16 g I* Bacto-Trypton, 10 ¢'l Hefeextrakt, 59| NaCl, pH 7,0
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10x HMFM (Hogness Modified Freezing Mediym
Lsg. A: 1,3M KHPQ 0,66 M KH PQ
Lsg. B: 5 mM MgSQ , 20 mM tri-Natriumcitrat, 85 mM (NH ) SO ,
45 % Glycerin
Die Losungen wurden getrennt autoklaviert und anschlie3end
200 ml Lsg. A mit 800 ml Lsg. B steril gemischt.

2.1.9.2. Medien fiur die Pflanzenanzucht

Murashige/Skoog-Medium (MS-Medium, Murashige und Skoog 1962)
4,3 g I* MS-Salz (Duchefa), 8 g* | Agar, pH 5,8 einstellen mit KOH
Nach dem Autoklavieren wurden 1 mil | sterilfiltrierte 1000x B5
Vitamine (Duchefa) hinzufugt.

MS-Medium + Saccharose
MS-Medium + 20 g1 Saccharose

2.1.10. Allgemeine Puffer und Lésungen

Ficoll-Marker: 15 % (w/v) Ficoll 400, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v)
Xylencyanol in 1x TBE-Puffer

20x SSC-Puffer: 3,0 M NaCl, 300 mM tri-Natriumcitrat, pH 7,0

10x TBE-Puffer: 0,89 M Tris/HCI, 0,89 M Borséaure, 20 mM EDTA, pH 8,3

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA pH 8,0

2.1.11. Kits

Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

Genomic DNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

Megaprime DNA labelling system (Amersham)

Plasmid Isolation Kit (Qiagen)

ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(Applied Biosystems, Foster City, USA)
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2.1.12. Spezielle Materialien

AnaporePlus Membranfilter 0,2 um (Whatman International Ltd., Maidstone, UK)

Centrisep Saulen (emp Biotech GmbH, Berlin)

Disposable Tips fur Biorobot 9600 (Qiagen)

Dynabeads Oligo df (Deutsche Dynal GmbH, Hamburg)

Gel Blotting Paper (Filterpapier) (Schleicher & Schull GmbH, Dassel)

Imagefolien (Fuji Photo Film Co., Ltd., Tokio, Japan)

Microtiterplatten (96er/384er) (Nunc, Genetix oder Greiner Giber Heinemann Labor-
technik GmbH, Duderstadt)

Nylonmembran “Biodyne B” (Pall GmbH Filtrationstechnik, Dreieich)

Petrischalen (Greiner, Frickenhausen)

Sterilfilter 0,2 um (Heinemann Labortechnik)

Vermiculit Kérnung 2 (Kakteen Schwarz, Nurnberg-Katzwang)

2.1.13. Software

“Arrayvision” Version 5.1 (Imaging Research, Toronto, Kanada)

“BAS-Reader” Version 2.2603 (Raytest IsotopenmelR3gerate GmbH, Straubenhardt)
“ChloroP” Version 1.1 www.cbs.dtu.dk/services/index.html

“Excel” Version 2000 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)

“Husar” Version 5 (DKFZ Heidelberg, Heidelberg)

“J-Express” Version 2.1 www.molmine.com

“Meme” Version 3.0 www.meme.sdsc.edu/meme/website/meme.html
“Sequencher” Version 3.1.1. (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, USA)

“Tina” Version 2.09 (Raytest)

“PERL” Scripte (IPK Gatersleben)

2.1.14. Gerate

Biogrid (Biorobotics, Cambrigde, UK)
Fluoroimager (SLT Labinstruments Deutschland GmbH,
Crailsheim)
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Biorobot 9600 (Qiagen)
PCR Mastercycler gradient (Eppendorf AG, Hamburg)
Pflanzenkulturschrank Percival Scientific I-35LLVL

(CLF Analytische Laborgerate, Emersacker)

Phosphorimager FLA3000 (Raytest)

Strahlungsmessgerat 1L1700 (International Light, Newburyport, USA)
mit Detektor SED 033/2767

Sequenzer ABI Prism 377 (Applied Biosystems, Foster City, USA)
UV-Stratalinker (Stratagene)

2.2. Methoden

Die nachfolgend aufgefiihrten Methoden wurden wie in Samiatoalk(1989) beschrieben
durchgefuhrt:
- photometrische DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmungen
- Agarosegelelektrophoresen mit DNA
- Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAA) mit DNA
- Formamidgelelektrophoresen mit RNA
- Northern Transfer.
DNA-Sequenzierungen erfolgten als Serviceleistung durch das zentrale Sequenzierlabor am
IPK Gatersleben unter Verwendung des Sequenzers ABI Prism 377 und des “ABI Prism
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits”. Alle verwendeten Kits wurden

entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt.

2.2.1. Pflanzenanzucht

Arabidopsis wurde zur Samengewinnung in einer Klimakammer bei 22°C + 2°C und einer
Lichtstarke von 100 umol t s PPF unter Langtagsbedingungen (16 h Tag/8 h Nacht)
kultiviert. FUr die Aussaat wurden die Samen (3,5 mg dm2 = 0,17 mg dm2; 10 mg Samen
entsprechen ~500 Samen) in 0,1 %iger Agarldsung suspendiert und in Schalen auf einem
Gemisch aus 50 % Erde und 50 % Vermiculit gleichm&Rig verteilt.

Zur keimfreien Kultivierung wurden 10 mg Arabidopsis Samen auf MS-Medium in Petri-
schalen (16,6 mg dm?2 + 0,8 mg dm 2) ausgebracht. Hierzu wurden die Samen mit 1 mil
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70 %igem Ethanol fir 1 min, mit 5 %igem Calciumhypochlorid fir 30 min behandelt und
anschlieend 5mal mit sterilem,H O fir je 10 min gewaschen. Nach Suspendieren in 1 ml
0,1 %igem Agar konnten sie auf MS-Medien gleichmalig verteilt werden. Um 96 Samen-
proben gleichzeitig bearbeiten zu kénnen, wurde ein Sterilisierungsprotokoll auf dem Bioro-
bot 9600 etabliert (siehe Anhang: Protokolll.txt). Zur Vereinheitlichung des Keimzeitpunktes
wurden alle Aussaaten einer zweitagigen Vernalisation in der Kithlkammer (4°C) in Dunkel-
heit unterzogen und zu Beginn der Kultivierung mit Weil3licht (Tab. 3) fur 1 h belichtet. Die
Anzucht der etiolierten Keimlinge erfolgte im Pflanzenkulturschrank bei 22°C + 2°C bei
ausgeschaltetem Licht. Zusatzlich wurden die Petrischalen in Aluminiumfolie eingepackt.
Neben Weililicht wurden weitere spezifische Lichtquellen fur Belichtungsexperimente
verwendet, deren Parameter in Tab. 3 aufgefuhrt sind. Die Verwendung der Lichtquellen
einschlie3lich der weiteren Kultivierung kann den einzelnen Abschnitten entnommen werden
(siehe Pkt. 3.4, 3.5 und 3.6). Unmittelbar nach der Ernte bei Sicherheitslicht (Tab. 3) wurden
die Keimlinge in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei
-80 °C gelagert.

Tab. 3. Verwendete Lichtquellen und Filtersysteme der Belichtungsexperimente

Licht Lampen Filter Bestrahlungstarke Charakteristi

Weillicht LR TLD18W/25 50 umol rh s PAFR

Rotlicht HL 24 V250 W | Glasfilter RG645 ; 60 Wn Amax = 683 NmM
dichroitischer Filter 350 pmol ¥ s hbw = 63 nm
IR74, 3 mm

Dunkelrotlicht | HL 24 V/250 W | Glasfilter RG9 ; 10 Wn Amax= 774 nm
dichroitischer Filter 65 umol i s hbw = 57 nm
IR6%, 3 mm

Blaulicht HgDL HBO200 HgMon 436 8 W rh Amax = 436 Nnm

30 umol n? &

Sicherheitslicht [ LR TL 18 W/¥7 | Plexiglas <0,0001 W m Amax = 553 nm
303,3nm, 3 mm + <0,5umom*s | how=8nm
627,3 nm, 3 mm

LR - Leuchtstoffrohre, HL - Halogenlampe, HgDL - Quecksilber-Dampflampe, hbw - Halbbanéweite, NARVA, Brandetbisdorf,, Phillips

Eindhoven, Niederlandé, Schott, Maifiz, Optochem, StromBerg, Carl Zeis$, Jena, R6hm & Haas, Darmstadt.
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2.2.2. Isolierung von Nukleinsduren

2.2.2.1. Isolierung von Plasmid-DNA aug. coli

BD1: 50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA

BD2: 200 mM NaOH
1% SDS

BD3: 3 M Kaliumacetat

1,8 M Ameisensaure

Die Isolierung von Plasmiden erfolgte zu analytischen Zwecken nach der Methode von
Birnboim und Doly (1979) durch alkalische Lyse. Mit der Methode konnten bis zu 500 pg
Plasmid-DNA aus 50 nt. coli Flissigkultur gewonnen werden.

50 ml Bakterienmedium (LB oder 2YT) wurden mit einer Bakterienkolonie oder 10 pl
Stammkultur beimpft, fir 20 h bei 37°C geschuittelt und die Bakterien durch Zentrifugation
fur 5 min bei 4°C und 3500 x g geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden in 850 pl BD1
unter Zugabe von 50 pl RNaseA und 4 mg Lysozym resuspendiert, auf zwei 2 ml Reaktions-
gefal3e aufgeteilt und 15 min auf Eis inkubiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte durch Zugabe
von je 450 pl BD2 und weitere Inkubation fir 5 min auf Eis. Durch Zugabe von je 450 pl
BD3 wurden Proteine und genomische DNA ausgefallt und nach erneuter Inkubation fir 5 min
auf Eis durch Zentrifugation (10 min, 16000 x g, 4°C) sedimentiert. Die Uberstande wurden
in frische Reaktionsgefal3e Gberfuhrt und mit 5 pl Proteinase K fir je 30 min bei 37°C und
55°C inkubiert. Nach anschlieRender Zentrifugation (5 min, 16000 x g, 4°C) und Uberfiih-
rung des Uberstandes in neue ReaktionsgefaRe wurde die DNA durch Zugabe von 0,6 Volu-
menteilen (800 pl) eiskaltem Isopropanol geféllt. Nach 5 min Inkubation bei RT - die Zeit
kann bis zu 16 h ausgedehnt und die Temperatur bis auf -20°C abgesenkt werden - wurde die
DNA durch 15minutige Zentrifugation bei 16000 x g und 4°C sedimentiert. Nach kurzem
Trocknen bei RT wurden die beiden Aliquots in je 400 pl TE-Puffer geldst und vereinigt. Die
weitere Reinigung erfolgte durch Fallung mit 400 pl 30% (w/v) PEG 8000 in 1,5 M NacCl,
Inkubation fir 30 min auf Eis und anschlieBender Sedimentation bei 16000 x g und 4°C fur
15 min. Der Uberstand wurde vollstandig entfernt und die DNA in 300 pl TE-Puffer gelost.
Zur Entfernung von Restmengen PEG erfolgte eine weitere Ethanolfallung durch Zugabe von
30 pl 3 M Natriumacetatlosung, pH 6,0 und 750 pl 96 %igem eiskalten Ethanol. Nach
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Zentrifugation (s. 0.) wurde die DNA mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet
und in 100 - 400 ul H O gel6st. AbschlieRend wurde die Konzentration der DNA photome-
trisch oder durch Vergleich mit einem DNA-Standard in einem Agarosegel (1,0 % in 0,5x
TBE-Puffer) bestimmt.

2.2.2.2. Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzen

CTAB-Puffer: 1% CTAB Zusatz vor Gebrauch:
100 mM Tris/HCI , pH 8,0 1 % R3-Mercaptoethanol
10 mM EDTA, pH 8,0 0,5 % PVP40000
0,7 M NacCl

Die Isolierung kleiner Mengen genomischer DNA aus Pflanzenmaterial z. B. fir den
Nachweis von Mutationen erfolgte mit déPfant DNA Isolation Kit(Roche). Die Proben
wurden zur Isolierung der genomischen DNA entsprechend dem mitgelieferten Protokoll
aufgearbeitet.

GroRRere Mengen genomischer DNA von Pflanzen wurde mit der CTAB-Methode isoliert
(nach Saghai-Maroddt al. 1984). Dazu wurden 10 g frisches Pflanzenmaterial in flissigem
Stickstoff fein gemorsert und in vorgekihlte 50 ml Reagenzrohrchen tberfihrt. Der Zugabe
von 20 ml CTAB-Puffer und dem Mischen folgte eine Inkubation bei 65°C fur 90 min im
Wasserbad. Nach dem Abkuhlen auf Eis wurden 0,5 Volumenteile Chloroform zugegeben
und das Gemisch fiir 30 min im Uberkopfschiittler bewegt. Zur Phasentrennung wurde die
Probe zentrifugiert (10 min, 3000 x g, 10°C), die organische Phase entfernt und die Ex-
traktion der wassrigen Phase wiederholt. Anschlie3end wurde diese mit 100 pl RNaseA
versetzt, fur 30 min bei 37°C inkubiert, und nach dem Abkuhlen die DNA mit 1 Volumenteil
eiskalten Isopropanol gefallt. Die DNA wurde sedimentiert (10 min, 4°C, 25000 x g), kurz
getrocknet und in 400 pl TE-Puffer geldst. Nach der Uberfiihrung in ein 2 ml Reaktionsgefar
folgte ein Reinigungsschritt durch Prazipitation mit 200 pl 7,5 M Ammoniumacetat und
1,2 ml 96 %igem Ethanol fur 1 h bei RT. Nach Zentrifugation (10 min, 4°C, 16000 x Q)
wurde das Prazipitat mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen, kurz getrocknet, in TE-Puffer
gelost und nach UV-spektrometrischer Messungen die Konzentration auf 1*pug pl einge-
stellt.
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2.2.2.3. Isolierung von RNAaus Pflanzen

Extraktionspuffer: 4 M Guanidiniumisothiocyanat Zusatz vor Gebrauch:
25 mM tri-Natriumcitrat 100 mM R3-Mercaptoethanol
0,5 % (w/v) Natriumlauroylsarcosinat

Gesamt-RNA aus Pflanzen fur die Nutzung im “Northern”-Transfer und die Hybridisierung
von cDNA-Arrays wurde nach der Methode von Chromczynski und Sacchi (1987) prapariert.
Der hohe Guanidiniumthiocyanatanteil der Losung sorgt fur die sofortige Denaturierung von
Proteinen und beugt somit einer Degradierung der RNA durch RNasen vor. Gleichzeitig wird
durch den niedrigen pH-Wert die Verdrangung der genomischen DNA in die Phenolphase
bewirkt und die Isolierung der RNA in nur einem Schritt ermoglicht.

500 mg gefrorenes Pflanzenmaterial wurden in flissigem Stickstoff gemdrsert und sofort in
5 ml Extraktionspuffer Gberfihrt. Nacheinander wurden 1 ml 1 M Natriumacetat pH 4,0 und
5 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1, v/v) hinzugegeben und die Suspension je-
weils gut durchmischt. Der Inkubation auf Eis (15 min) folgte die Trennung der Phasen durch
Zentrifugation (10 min, 4°C, 10000 x g). Die Nukleinsduren der wassrigen Phase wurden
durch Zusatz von 2,5 Volumenteilen Ethanol in 10 min bei 4°C prazipitiert, durch Zentri-
fugation (15 min, 16000 x g, 4°C) sedimentiert, in 750 pl Aqua dest. gel6st und die RNA mit
750 pl 4 M LIiCl bei 4 °C far 20 h erneut gefallt. Nach der Zentrifugation (15 min, 4°C,
16000 x g) wurde die sedimentierte RNA nochmals mit 1 ml 2 M LiCl und 1 ml 70 %igen
Ethanol gewaschen, sedimentiert (s. 0.), getrocknet und in 100 pl Aqua dest. gelost. Ab-
schliel3end wurde die Konzentration der RNA photometrisch bestimmt und in einem denatu-
rierenden Agarosegel (1,0 %) mit Formaldehyd kontrolliert.

2.2.3. Polymerasekettenreaktion

10x PCR-Puffer: 100 mM Tris-HCI, pH 9,0
500 mM KCI
1 % Triton X-100

dNTP: je 2 mM von dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Zum Nachweis von Mutationen und zur Amplifikation von Genfragmenten wurde die Poly-
merasekettenreaktion (PCR, Wrheteal. 1989) eingesetzt. Fir analytische Zwecke wurde die
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Reaktion in 20 pl und fur praparative Zwecke in 50 pl Reaktionsvolumen durchgefihrt. Der
Reaktionsansatz bestand aus 1/10 Volumenteil 10x PCR-Puffer, dNTP’s (je 2 mM) und
20 mM MgCl,, je 1/50 Volumenanteil der beiden Oligonukleotide (100 pmbl ul ) und Tag-
Polymerase (Konzentration im Reaktionsansatz: ~ 1TU pl ). Pro Reaktionsansatz wurden
entweder 10 ng Plasmid-DNA, 1 ug genomische DNA oder 1/10 PCR-Reaktionsvolumen
Bakterienkultur (Kolonie-PCR) verwendet. Die zu amplifizierende DNA wurde grundséatzlich
beim Pipettieren vorgelegt und anschlie3end mit dem PCR-Reaktionsansatz vermischt. Zum
Abtoten und Aufschlie3en der Bakterien wurde in einer Kolonie-PCR die Vorlage vor der
Zugabe des PCR-Reaktionsgemisches fur 5 min auf 95°C erhitzt. Der PCR-Reaktion wurden
unter Standardbedingungen 5 min 95°C zur Denaturierung der DNA vorangestellt. Der PCR-
Zyklus erfolgte in den Abschnitten Denaturierung der DNA (1 min, 94°C), Anlagern der
Oligonukleotide (1 min) und Kettenverlangerung (1 min, 72°C) und wurde 30mal durch-
laufen. Zur abschlie3enden Kettenverlangerung wurde 5 min bei 72°C inkubiert, bevor die
Reaktion auf 20°C abgekuhlt und die Temperatur konstant gehalten wurde. Zur Kontrolle der
PCR-Experimente wurden die PCR-Produkte auf Agarosegelen (1,0 % in 0,5x TBE-Puffer)
analysiert. Unter den aufgefiihrten Bedingungen konnten Fragmente bis zu 3 kbp sicher
amplifiziert werden.

Fur den Nachweis von genomischen Mutationen wurden spezifische PCR-Protokolle fir die
jeweiligen Oligonukleotidpaare verwendet (siehe Pkt. 3.1.2). Die Kontrolle der PCR erfolgte
aufgrund der kurzen Reaktionsprodukte mit 1,5 %igen Agarosegelen (in 0,5x TBE-Puffer).

2.2.4. Umsortierung von cDNA-Klonen

Zur Isolierung einer grof3en Zahl von Klonen aus geordneten cDNA-Bibliotheken in 384er
Microtiterplatten wurde der Biorobot 9600 unter Verwendung von Wechselspitzen benutzt.
Fur die Neuordnung der interessierenden Klone wurden Tabellen in “Excel” mit deren
Ausgangsplattenadressen und den Adressen der 96er Zielplatte erstellt und ein Programm
zum automatischen Einlesen und Ausfuhren der Tabellen auf dem Biorobot 9600 etabliert
(siehe Anhang: Protokoll2.txt). Je 5 pl einer ausgewahlten Bakterienkultur in einer Ausgangs-
platte wurden in 200 pl 2YT+HMFM einer Zielplatte abgelegt und fiir 20 h im Brutschrank
bei 37°C inkubiert. Die Wachstumskontrolle erfolgte durch Messung der scheinbaren Ab-
sorption bei 595 nm im Fluoroimager. Aus Sicherheitsgrinden wurden zwei Kopien dieser
Microtiterplatten mit Hilfe des Roboters “Biogrid” und des zugehdrigen 0,2 mmHM6er
Tools angefertigt. Die inokulierten Mikrotiterplatten wurden wie oben bebritet und an-
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schlieBend das Bakterienwachstum (s. 0.) kontrolliert.

2.2.5. cDNA-Arrays

cDNA-Arrays bieten die Moglichkeit der parallelen Expressionsanalyse vieler verschiedener
Gene (Gresst al. 1992, Schenat al. 1995). Hierzu missen die cDNA-Fragmente bereit-
gestellt, auf Membranen Ubertragen und diese mit radioaktiv markierter cDNA hybridisiert
werden. Anschliel3end folgt die Auswertung mit Spotdetektion und Normalisierung der
gemessenen Signale, um den Vergleich mehrerer Experimente zu ermdglichen (Abb.4).

2.2.5.1. Amplifikation der cDNA-Fragmente

Fur die Amplifikation der cDNA-Fragmente wurden die Klone mikrotiterplattenweise mit
Hilfe des Roboters “Biogrid” und des zugehérigen 0,2mm &efToolsin je 200 pl LB-
Medium Uberimpft und fur 20 h bei 37°C inkubiert. Nach Wachstumskontrolle (s. 0.),
manueller Uberfiihrung von je 5 ul jeder Bakterienkultur einer Mikrotiterplatte in zwei PCR-
Mikrotiterplatten wurde eine Kolonie-PCR im praparativen Maf3stab mit dem Primerpaar
“forLA/revLA” durchgefuhrt (siehe Pkt. 2.2.3;, T = 62°C). AnschlieRend wurden die gleichen
Reaktionsansatze aus beiden PCR-Platten vereinigt und in einem Brutschrank bei 37°C auf
ca. 50 ul eingeengt. Zur Kontrolle der PCR wurden Agarosegele (1,0 % in 0,5x TBE-Puffer)

angefertigt und fotografiert.

Abb. 4 (Seite 31): Herstellung eines membranbasierten cDNA-Arrays (linke Hélfte) unéeiner P-markierten
cDNA-Sonde (rechte Halfte). Die Signalintensitaten der einzelnen cDNA-Fragmente nach der Hybridisierung
sind die Grundlage fir die Analyse.
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2. Material und Methoden

2.2.5.2. Herstellung der cDNA-Arrays

2x Denaturierungslésung: 0,5 M NaOH
2,5 M NaCl
(zur Visualisierung des Ubertragenen Materiales:
+ 1 % (w/v) Bromphenolblau (BPB)

Zur Herstellung von cDNA-Arrays wurden die amplifizierten PCR-Fragmente (Pkt. 2.2.5.1)
geordnet auf eine positiv geladene Nylonmembran (BiodyneB, Pall) Gbertragen. Hierfir
wurden 10 ul der 2x Denaturierungslosung in jede Vertiefung einer 384er Mikrotiterplatte
vorgelegt und mit je 10 ul eines PCR-Amplifikats gemischt. Die alkalisch denaturierte DNA
wurde mit Hilfe des Roboters “BioGrid” und des 384er 0,4 RimTook mikrotiterplatten-
weise auf die Membran tberfuihrt. Durch Versetzung der Aufsetzpunkierdésolsauf der
Membran 3fach in x-Richtung als auch 3fach in y-Richtung entsteht ein Muster bestehend aus
384 kleinen Quadraten mit je 9 Punkten (3 x 3; siehe Abb. 5). Durch Belegung von je zwei
Punkten in diesem 3 x 3 Muster mit identischen cDNA-Fragmenten (Doppelspot) konnten der
Inhalt von vier 384er Mikrotiterplatten auf eine Membran von 12 x 8 cm Ubertragen werden.
Der zentrale Punkt des 3 x 3 Musters blieb unbelegt. Um die Variabilitat des tGbertragenen
Volumens zu verringern, wurde jedes PCR-Fragment drei Mal auf denselben Punkt tber-
tragen.

Nach der Ubertragung aller PCR-Fragmente wurden die Membranen in 0,5 M NaOH/1,5 M
NaCl undanschlief3end in 1,5 M NaCl /0,5 M Tris/HCI, pH 7,4 jeweils 5 min behandelt. Die
DNA wurde durch UV-Bestrahlung (125 kJ) der noch feuchten Membran kovalent fixiert,
danach noch zweimal mit 2x SSC fur 5 min gewaschen, bei 80°C fir 30 min getrocknet und
bis zur Verwendung zwischen Filterpapier (“Gel Blotting Paper”) bei RT gelagert.

Abb. 5: Darsellung des Spot-
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gy i e 72 e e ¢ 2 3 Membran. Auf der Membran
Sttt tiEt ittt E s itta i sttt + ¢ sind 1536 PCR-Fragmente in
ol Pl Rt -1 P b T Ed -1 I T R 384 (24 x 16) kleinen Quadra-
Hopntlioaiuniiiusonoeoonn - o ten im Spotmuster 3 x 3 zu je 4
proaspoaren b e % e & B g 1 B
IR - L T — doppelt aufgetragenen PCR-
HESIpERSDonSMEonNe - - Fragmenten angeordnet.
it il Bttt asan . " .
cnpnomgnresnanennts |88 M 38 ¢y | B VergroBerter Ausschnitt der
LG RLNOEGLOBH= DGO = e a8 Membran. C: Belegung eines
o ’3 SRITHS c Wi H Bita i : P ad kleinen Quadrates von 9 (3 x 3)
e e s 1 v A S - Punkten mit jeweils 2 identi-
133 I SR N o i o ' [
B2t @3e i diniladod g sadl ow schen cDNA-Fragmenten, der
A Mittelpunkt blieb frei.
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2.2.5.3. Synthese voit P-markierten cDNA-Sonden

dNTP: je 2 mM von dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Elutionspuffer: 2 mM Na EDTA, pH 8,0
Lysepuffer: 100 mM Tris/HCI, pH 7,5

500 mM LiCl

10 mM EDTA

1 % (w/v) LIDS
Nach dem Autoklavieren wurden 5 mM DTT hinzuflgt.

5x RT-Puffer: 250 mM Tris/HCI, pH 8,3
250 mM KCI
50 mM MgCl,

RT-Mix: 1x RT Puffer
1 mMDTT
0,5 mM dNTP
50 U RNAsiIn
50 U AMV RT
ad50ulH O

Waschpulffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7,5
150 mM LiCl
1 mM EDTA/HCI
0,1 % LIDS

Die Isolierung von mRNA fir die Sondenherstellung erfolgte mit Hilfe von DynaBeads
Oligo dT,5 (Dynal). Der Vorteil dieser magnetischen Partikel besteht in der einfachen Separa-
tion des jeweiligen Uberstandes. Vor ihrer Verwendung wurden 100 pl der in Suspension
vorliegenden magnetischen Partikel zweimal in 250 ul Lysispuffer gewaschen. 300 mg
Pflanzenmaterial wurden in fliissigem Stickstoff gemorsert, das entstandene Pulver in ein 2 ml
Reaktionsgefal? mit 1 ml Lysispuffer Uberfihrt und zur Abtrennung der unldslichen Zell-
bestandteile fir 1 min bei 16000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenom-
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men, zu den gewaschenen magnetischen Partikeln gegeben und die Suspension unter standi-
ger Bewegung 5 min bei RT inkubiert. Nach der Bindung der mRNA an die dT -Kette der
magnetischen Partikel wurde der Uberstand durch magnetische Separation entfernt und die
partikelgebundene mRNA dreimal mit je 500 pl Waschpuffer gereinigt. Danach wurden die
magnetischen Partikel mit der angehangtenden mRNA noch zwei Mal in je 250 pl 1x RT-
Puffer gewaschen, um die Pufferbedingungen fur die cDNA-Erststrangsynthese einzustellen
(siehe Abb. 4). Mit der Zugabe von 50 pl RT-Mix und der Inkubation fur 1 h bei 42°C
erfolgte die Reverse Transkription der mRNA in cDNA ausgehend vom kovalent an die
Partikeloberflache gebundenen dT als Primer. Anschlieend wurde der RT-Mix durch
magnetische Separation entfernt und zweimal mit 250 pl 1x RT-Puffer gewaschen. Nach
Entfernung der mRNA durch thermische Denaturierung in 50 pl Elutionspuffer (95°C, 2 min)
und sofortiger magnetischer Separation, der Wiederholung dieses Vorganges und dem
zweimaligem Waschen der Partikel in Wasser wurdé®die P-markierte cDNA-Sonde durch
random primingan dem kovalent gebundenen Erststrang hergeMelfgprime-Kit Amers-
ham-Pharmacia). Da es sich um eine Festphasenreaktion handelt, wurden statt 1 U nach
Herstellervorschrift 10 U Klenow-Polymerase (Amersham-Pharmacia) eingesetzt. Fir die
radioaktive Markierung wurden 50 pfei**P]-dCTP verwendet. Zur Abtrennung von nicht-
eingebauten radioaktiven Nukleotiden wurde nach der “random priming” Reaktion der
Uberstand durch magnetische Separation entfernt. Die neusynthetisierten, radioaktiv markier-
ten cDNA-Fragmente wurden durch thermische Denaturierung in 50 ul Elutionspuffer (95°C,
2 min) vom kovalent gebundenen Erststrang abgel6st und durch magnetische Separation von
den Partikeln getrennt. Das Eluat wurde tber einen 0,2 pm Filter (Anopore Plus, Whatman)
von eventuell verschleppten Partikeln befreit (Zentrifugation 16000 x g, 1 min, RT) und
diente anschlie3end als Sonde in der Hybridisierung mit einem cDNA-Array. Zur Kontrolle
der Einbauraten wurde die radioaktive Strahlung der Sonde sowie jedes Ruckstandes semi-
quantitativ mit einem Geigermullerzahlrohr bestimmt.

Fur Kreuzhybridisierungsexperimente wurden mit dem “Megaprime Kit” und 5(oi®i-
dCTP jeweils 100 ng der drieHCB-Gen PCR-Fragmente (Amplifikation von Plasmid-DNA)
nach vorheriger Kontrolle der Fragmentlangen und Reinigung durch Elution aus einem 1,0 %igen
Agarosegel radioaktiv markiert. Die Abtrennung der nichteingebauten Nukleotide erfolgte
mit Centrisep Saulen nach Herstelleranleitung (emp Bipt&sd Einbaurate wurde ebenfalls
semiquantitativ kontrolliert (s. 0.).
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2.2.5.4. Hybridisierung

Church -Puffer: 0,5 M Na-Phosphat pH 7,2
7 % (w/v) SDS
1 % (w/v) BSA
1 mM EDTA

Die Hybridisierung ist eine Reassoziationsreaktion von komplementaren einzelstrangigen
Nukleinsduremolekilen (DNA-Strang auf der Membran und markierter cDNA-Strang in der
Sonde) in Abhangigkeit von Konzentration und Zeit. Vor der Erstbenutzung wurde jede
Membran einmal ohne Sonde fur mindestens 1 h bei 65°C in 10 ml Church-Puffer inkubiert
und der Behandlung zur Wiederverwendbarkeit (s.u.) unterzogen, um lose gebundene DNA
zu entfernen.

Vor jeder Hybridisierung wurden die Nylonmembranen zur Abséattigung unspezifischer
Bindestellen und zur Temperierung des Systems mindestens 1 h bei 65°C in 10 ml Church-
Puffer mit 100 pl thermisch denaturierter Lachssperma-DNA (10 mig ml ; 5 min, 95 °C mit
anschlielBender Abkuhlung fur 10 min auf Eis) inkubiert. Nach Zugabe der denaturierten
Sonde (5 min, 95°C mit anschlieBender Abkuhlung fir 3 min auf Eis) folgte die Hybridisie-
rung fur 18 h bei 65°C. Im Anschluss wurde die Membran zweimal in 0,2x SSC/0,1 % SDS
bei 65°C flr 15 min gewaschen, auf ein mit dieser Losung angefeuchtetes Filterpapier gelegt
und zusammen mit diesem in Haushaltsfolie verpackt. Die Exposition erfolgte mit Image-
folien im Bleischrank bei RT bis an die Grenze der Uberexposition (fir ca. 18 h).

Um eine Wiederverwendung der Membranen zu ermoglichen, wurden die gebundenen,
radioaktiv markierten DNA-Strange (Sonde) durch Schwenken der Membran in kochender
0,1x SSC/0,1 % SDS Lo6sung fur 30 min und anschlieRender alkalischer Behandlung in 0,4 M
NaOH (65°C, 15 min) mit nachfolgender Neutralisierung (0,1x SSC/0,1 % SDS/0,5M Tris/HCI,
pH 7,5, RT, 2x 15 min) entfernt. Die vollstadndige Entfernung der radioaktiven Sonde wurde
durch eine lange Exposition (>50 h) Uberprift und die feuchten Membranen bei -20°C ge-
lagert. Die Membranen wurden in bis zu funf Mal wiederverwendet.

2.2.5.5. Auswertung und Normalisierung

Die exponierten Imagefolien wurden mit dem Phosphorimager FLA3000 und dem Pro-
gramm “BAS-Reader” bei einer Pixelgrof3e von 100 um und einer Auflésung von 65536
Graustufen ausgewertet. Die quantitative Auswertung erfolgte mit dem Programm “ArrayVi-

35



2. Material und Methoden

sion” Version 5.1, indem zunéachst das 3 x 3 Spotschema der 1536 Klone einer Membran
(siehe Pkt. 2.2.5.2) als ideales Spotmuster vordefiniert wurde. Die 3 x 3 Punkte eines kleines
Quadrates bildeten die Primarelemente des Rasters, die 384 kleinen Quadrate die Sekundéar-
elemente. Der Hintergrund wurde als Rahmen von 3 Pixeln Breite im Abstand von 3 Pixeln
lokal um jedes der Sekundarelemente bestimmt. Nach dem Einlesen der Phosphorimager-
dateien erfolgte im ersten Schritt die grobe Anpassung des idealen Musters durch manuelle
Verzerrung an das reale Muster auf der Membran. Der nachfolgenden Feinanpassung des
Rasters schloss sich eine visuelle Kontrolle und gegebenenfalls eine manuelle Korrektur
einzelner Elemente des Musters an. Die Signalintensitatsdaten fur alle Elemente des Muster
einschlief3lich der zugehérigen Hintergrundwerte wurden durch “ArrayVision” als Textdatei
abgelegt und diese fur die weitere Auswertung eingesetzt.

Nach dem Import der Textdateien in das Programm “Excel” wurden die Mittelwerte jedes
Doppelspots errechnet. Signalmittelwerte, die kleiner als 20 % des lokalen Hintergrundes
betrugen, wurden auf diesen Wert gesetzt, um im Vergleich der Experimente untereinander
keine hohen Faktoren zwischen den Experimenten zu erzeugen, die auf einem hohem (Mel3-)
Fehler beruhen.

Um den Vergleich mehrerer Experimente zu ermdglichen (Normalisierung), wurde der
Median fur die logarithmierten Signalintensitaten aller Gene eines Experimentes zu Null
gesetzt (Eiseet al. 1998). Dazu wurde der Median aller logarithmierten Signhalmittelwerte
eines Experimentes von jedem logarithmierten Signalmittelwert subtrahiert. Um Gene mit
unterschiedlichen Expressionsniveaus in einem Experiment jedoch gleichartigem
Expressionsverhalten in allen betrachteten Experimenten bezuglich ihrer Ko-Expression
miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die Signalintensitaten auf ihre Relationen
(Faktoren) zwischen den Experimenten abstrahiert. Ausgehend von den median-zentrierten
Signalwerten wurde fur jedes cDNA-Fragment in den betrachteten Experimenten der Mittel-
wert bestimmt und dieser von den median-zentrierten Signalwerten des cDNA-Fragmentes
subtrahiert. Analog zur medianen Zentrierung eines Experimentes betrug der Mittelwert nach
erfolgter Subtraktion fir jedes cDNA-Fragment in diesen Experimenten gleich Null (Mittel-
wertzentrierung). AbschlielRend erfolgte nochmals eine Zentrierung Gber den Median aller
mittelwertzentrierten Signalwerte eines Experimentes (s. 0.). Weitere Wiederholungen waren
nicht erforderlich, da sich die Relation der Signalwerte zwischen den Experimenten nicht
mehr veranderten.

Fur die weitere Auswertung der Expressionsdaten wurde das Programm “J-Express” fur das
Gruppieren von cDNA-Fragmenten mit ahnlichem Expressionsverhalten eingesetzt (siehe
Pkt. 3.5 ff).
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2.2.6. Uberpriifung einer verwendeten Mutante

Fur die Uberprifung einer Mutante (siehe Pkt. 2.1.1) wurde die Mutation in der genom-
ischen DNA durch PCR (siehe Pkt 2.2.3) mit spezifischen Oligonukleotidpaaren nach-
gewiesen. Hierzu wurden die PCR-Bedingungen so angepasst, dass Wildtypen und Mutanten
anhand der Amplifikate eindeutig unterschieden werden konnten (siehe Pkt. 3.1.2). Die
Optimierung der PCR-Bedingungen erfolgte vornehmlich durch die Veranderung der Annea-
lingtemperatur des PCR-Zykluses. War die Erhéhung der Annealingtemperatur zur Unter-
scheidung zwischen Wildtyp und Mutante nicht ausreichend, wurde zusatzlich dig MgCl -
Konzentration des Reaktionsgemisches erniedrigt (Ginal. 1996). Die Optimierung
erfolgte unter Nutzung eines PCR-Gerates mit einstellbaren Temperaturgradienten im
Reaktionsblock.

Nach der Isolierung der genomischen DNA aus den Pflanzen (Pkt. 2.2.2.2) wurden die
Proben auf inre Verwendbarkeit in der PCR mit dem Standardprotokoll und dem Oligonuk-
leotidpaar (sgfor/sgrev,, T = 58°C) eines im Arabidopsisgenom singulér enthaltenen Genes
sowie anschlielRender Kontrolle auf einem 1,0 %igem Agarosegel Gberpruft. AnschlieRend
erfolgte die PCR unter den optimierten Bedingungen mit dem Wildtyp- und dem Mutanten-
oligonukleotidpaar, sodass in der PCR-Reaktion fur die jeweilige genomische DNA mit dem
zugehdrigen Oligonukleotidpaar ein Fragment entstand (= Positivkontrolle, z. B. Wildtyp-
Oligonukleotide mit genomischer DNA der Wildtypen bzw. Mutantenoligonukleotide mit
genomischer DNA der Mutanten). Hingegen durfte die kreuzweise Benutzung der Oligonu-
kleotide keine Fragmente in der PCR ergeben (= Negativkontrolle, z. B. Wildtyp-Oligo-
nukleotide mit genomischer DNA der Mutanten bzw. Mutantenoligonukleotide mit genom-
ischer DNA der Wildtypen).

Die Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte aufgrund der erwarteten geringen Langen der
PCR-Fragmente mit 1,5 %igen Agarosegelen.
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3. Ergebnisse

Wahrend der frihen Phase der Photomorphogenese sind eine Reihe von pflanzenspezi-
fischen Phanomenen wie Ergriinung, Inhibierung der Hypokotylverlangerung und Offnung
der Keimblatter und des Hypokotylhakens zu beobachten. Fur die Lichtwahrnehmung sind
Photorezeptoren verantwortlich (siehe Pkt. 1). Die Signalweitergabe bzw. -verarbeitung zur
Steuerung der durch Licht regulierten morphogenetischen Veranderungen ist noch ungeklart.
Das gilt auch fur die Genexpression wéahrend der frihen Photomorphogenese. Bisherige
Untersuchungen erfolgten nur mit einigen wenigen ausgewahlten, lichtabhangig regulierten
Genen (Apel 1981, Tobin und Silverthorne 1985, Leutwateal. 1986, Bruceet al. 1989,
Batschaueet al. 1991, Orozco und Ogren 1993; siehe auch Pkt. 1).

Um die frihe Photomorphogenese naher zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit
Pflanzen mit Defekten in der Photomorphogenese (photomorphogenetische Mutanten) mittels
multiparalleler Expressionsanalyse analysiert. Als Untersuchungsobjekt wurde Arabidopsis
gewahlt, weil u. a. mit den Photorezeptormutanten entsprechendes Pflanzenmaterial und fir
die Erstellung von cDNA-Arrays eine grol3e Zahl von cDNA-Klonen vom Arabidopsis-
Ressourcenzentrum in Ohio bezogen werden konnten.

Zunachst wurde das verwendete Pflanzenmaterial auf Phanotyp und Vorhandensein der
beschriebenen Mutation Gberpruft. Anschlie3end wurden potenziell lichtregulierte Gene fur
die Herstellung von cDNA-Arrays ausgewahlt sowie die Methode auf biologische und
technische Charakteristika getestet. Die Etablierung der Methode war Voraussetzung fur die
Untersuchungen zur Genexpression. Fiur das Studium der frihen Photomorphogenese wurden
etiolierte Keimlinge von Wildtypen und photomorphogenetischen Mutanten belichtet und
anschlieRend deren Genexpression mit Hilfe der hergestellten cDNA-Arrays analysiert.

3.1. Verifizierung des verwendeten Pflanzenmaterials

Die Auswahl der Pflanzen erfolgte nach ihren Defekten in der Photomorphogenese (siehe
Pkt. 1). Insbesondere Pflanzen mit Mutationen in Photorezeptorgenen waren von Interesse.
Entsprechend wurden Mutanten der Rotlichtrezeptongiey®(phyA-20), phyB(phyB-5=hy3),
phyABund der PHYB-uberexprimierenden Linie (3%%{YB siehe Pkt. 1 und 2.1.1), sowie
der Blaulichtrezeptorger@yl (hy4) undcry2 (fha-1; siehe Pkt. 1 und 2.1.1) ausgesucht und
vom Arabidopsis-Ressourcenzentrum in Ohio bezogen. Zum Vergleich der Photomorpho-
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genese in diesen Pflanzen wurde die Mutdeté&-1(detl) aufgrund ihres schon in Dunkel-

heit lichtgewachsenen Phanotyps (kurzes Hypokotyl; siehe auch 3.1.1) mit in die Analyse
einbezogen. Als Basis fur die Untersuchung wurden die Wildtypen Ler-0, Col-0 sowie Ws-2
gewahlt. Der Wildtyp Ws-2 ist eine Besonderheit, weil der in der Natur vorkommende
Wildtyp gleichzeitig auch eineHYD-Mutante ist (Aukermamt al. 1997). Zur Verifizierung
wurden die Keimlinge der Pflanzen phanotypisch und genotypisch charakterisiert.

3.1.1. Phanotypische Charakterisierung

Neben anderen Merkmalen sind die Keimlinge einiger Mutanten phanotypisch durch eine
veranderte Hypokotyllange bei Belichtung charakterisiert. Die Anzucht fur die phanotypische
Charakterisierung erfolgte auf MS-Medium fir 5 Tage. In Abb. 6 sind etiolierte und licht-
gewachsene Keimlinge (kontinuierliches Weil3licht) der ausgewahlten Pflanzen dargestellt.
Die etiolierten Keimlinge besitzen mit Ausnahme der Mutalg# ein langes Hypokotyl
(Abb. 6). Dagegen ist fur die lichtgewachsenen Keimlingen ein kurzes Hypokotyl charak-
teristisch. Das Hypokotyl der Photorezeptormutanten ist im Vergleich zu den Wildtypen bei
Anzucht im Licht verlangert (Koornneef al. 1980). Auffallig langer, jedoch deutlich kirzer
als das etioliert gewachsener Keimlinge, ist das Hypokotyl der lichtgewachsenen Phyto-
chromdoppelmutantehyAB(Abb. 6).

Diese Beobachtungen wurden durch Messung der Hypokotyllange von jeweils 50 Keimlin-
gen bestatigt (Abb. 7). Die Hypokotyllangen etiolierter Keimlinge der photomorphogene-
tischen Mutanten sind jenen der Wildtypen Col-0, Ler-0 und Ws-2 ahnlich. Das entspricht
den Erwartungen, denn der Phénotyp wird bei spezifischer Belichtung ausgepréagt (Koornneef
et al. 1980). Allerdings zeigen die Mutant@hyB und cry2 kiirzere Hypokotyle etioliert
gewachsener Keimlinge als die Wildtypen (Abb. 7). Wie beschrieben (€haiy1989),
entspricht der Phanotyp etioliert gewachsener Keimlinge der Mutettelem Phanotyp
lichtgewachsener Keimlinge der Wildtypen. Die in kontinuierlichem Weil3licht gewachsenen
Keimlinge sind durch kurze Hypokotyle gekennzeichnet (Abb. 7). Im Vergleich zur Hypoko-
tyllange der Wildtypen sind die Hypokotyle der MutanpéyB phyABundcryl wie erwartet
verlangert (Abb. 7, Koornneef al. 1980, Reeet al. 1994). Der Phanotyp der MutamieyA
entspricht bei Weillichtbestrahlung dem der Wildtypen und somit ebenfalls den Erwartungen
(Abb. 7, Nagatanet al. 1993, Whitelanet al. 1993). Veranderungen der Hypokotyllange
unter spezifischen Lichtbedingungen wurden nicht getestet.
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Abb. 6: Etioliert (jeweils
links) und in Dauerweiflicht
(jeweils rechts) gewachsene
Keimlinge (5 d) der
Okotypen (Col-0, Ler-0
und Ws-2), der Phytochrom-
mutanten (phyA, phyB
und phyAB), der Crypto-
chrommutanten (cry!

und cry2), der transgenen
Linie 35S::PHYB und
der Mutante detl.

(R
J

35S::PHYB
(No-0)
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Abb. 7: Hypokotyllangen etioliert (hellgelbe Balken) und in kontinuierlichem Weililicht (griine Balken)
gewachsener Keimlinge (5 d) der Wildtypen Col-0, Ler-0 und Ws-2, der Photorezeptormpltam{egyhyB
phyAB cryl undcry2, der PHYB-uberexprimierenden transgenen Linie und der Mutktieln Klammer
geschriebene Wildtypen entsprechen dem jeweiligen Genotyp der Mutanten.

3.1.2. Genotypische Charakterisierung

Einige Mutanten wie z.B. phyA und cry2 weisen keinen Hypokotylph&notyp bei Bestrahlung
mit Weil3licht auf (siehe Abb. 6 und 7). Auch ist der Phé&notyp allein flr den Nachweis einer
verwendeten Mutante nicht ausreichend, da fur die defekten Gene eine Reihe weiterer Allele
existieren, die einen ahnlichen Phanotyp auspragen (Fankhauser und Chory 1997, Hudson
2000). Aus diesem Grund erfolgte der Nachweis der Mutation mittels PCR (siehe Pkt. 2.2.6)
unter Verwendung genomischer DNA der Wildtypen bzw. Mutanten mit spezifischen Oligo-
nukleotiden (Tab.2, Tab. 4). Zun&chst wurden Menge und Qualitat der genomischen DNA in
einer Kontroll-PCR mit dem Primerpaar sgfor/sgrev (siehe Pkt. 2.1.4) Gberprift. Fir den
Nachweis der Mutation wurden die jeweiligen PCR-Bedingungen entsprechend den Oligo-
nukleotidpaaren fur Annealingtemparatur und MgCl -Konzentration optimiert, um eindeutig
zwischen Wildtyp und Mutante unterscheiden zu konnen. Die angewandten PCR-Bedingun-
gen sind in Tab. 4 aufgefiihrt. Abb. 8 zeigt den Nachweis der MutationdtHNA und
PHYBan den Beispielen von DoppelmutapteyABund EinzelmutantephyAundphyB Der
direkte Nachweis der Mutation auf Basis der genomischen Sequenz konnte fur die verwende-
ten PhytochromrezeptormutanteimyA phyB und Ws-2 phyD), fur die Phytochromdoppel-
mutantephyABund fur die Cryptochromrezeptormutantayl und cry2 erbracht werden
(Ergebnisse nicht gezeigt).
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Tab. 4: Ubersicht zum Nachweis der Mutation auf der Basis der jeweiligen genomischen DNA. Dargestellt sind
verwendete Oligonukleotidpaare (Sequenzen siehe Tab. 2) und die gegentber dem Standard-PCR-Protokoll
veranderten PCR-Bedingungen (Annealingtemparatur und MgCl -Konzentration).

Oligonukleotidpaare
Mutanten Annealingtemparatur
Endkonzentration MgGl
fur Wildtyp fur Mutation
phyAl/phyA3 phyA2/phyA3
phyA201 67°C 67°C
1,5 mM MgC}, 1,5 mM MgCJ
phyB1/phyB3 phyB2/phyB3
phyB5 64°C 70°C
1,0 mM MgCl, 2,0 mM MgCJ
phyD1/phyD3 phyD2/phyD3
Ws-2 62°C 62°C
(phyD) 2,0 mM MgC]|, 2,0 mM MgCJ
crylAlcrylC
cryl 62°C
2,0 mM MgCl|,
cry2A/cry2C cry2B/cry2C
cry2 65°C 69°C
1,0 mM MgCl, 2,0 mM MgC]|,
g o g | .
S = L @ Abb. 8: Nachweis der Mutation in
TooN<mP 8% PHYA und PHYB in derphyA-und
b é S5 g P § g phyBEinzelmutanten sowie dehyAB
P o e Doppelmutante. Der Nachweis erfolgte
2821266 [ e ; i ;
- - per PCR mit den spezifischen Oligo-
158/178 4  PHYAWildtyp Allel nukleotiden phyA1/3 bzwphyB1/3 fiir
282/266 w- ., - : : .
s & - | PHYAMutanten Allel die Wl_ldtyp Allele (sehe Tab. 1 u?d g)
— und mit phyA2/3 bzw. phyB2/3 fir die
282/266 [ - Mutation (siehe Tab. 1 und 3) an geno-
18B/175 g 0 - - - «| PHYBWildtyp Allel mischer DNA der Wildtypen Col-0, Ler-
282/266 [ - 0 und Ws-2, den MutantgrhyA phyB
188/178 [ - PHYBMutanten Allel g phyAB Kontroll-PCR  mit dem
o5 Primerpaar sgfor/sgrev wurde die
- - Kontroll-PCR Menge und Qualitat der in der PCR ein-
603 | -
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3.2. Auswahl kernkodierter Gene potenziell plastidarer Proteine und zugehdériger
cDNA-Klone

Fur die Herstellung der cDNA-Arrays stand die cDNA-Kollektion des Arabidopsis-Ressour-
cenzentrums in Ohio als Quelle fur cDNA-Klone zur Verfigung. Diese Sammlung bein-
haltete im Oktober 1998 ca. 37.000 Klone. Interessierende Klone konnten vom Arabidopsis-
Ressourcenzentrum bezogen werden. Eine Reihe von Genen waren mehrfach als cDNA-
Fragmente in der Kollektion vertreten, weshalb eine um diese Redundanz reduzierte Kollek-
tion vom Arabidopsis-Ressourcenzentrum erstellt wurde. Diese redundanzreduzierte Kollek-
tion von ca. 12.000 Klonen liegt als Kopie im IPK Gatersleben vor und wurde ebenfalls als
Quelle fur klonierte cDNA-Fragmente genutzt.

Da Untersuchungen zur Genexpression wahrend der frihen Photomorphogenese das Ziel der
vorliegenden Arbeit waren, sollten mdglichst viele lichtregulierte Gene auf dem cDNA-Array
reprasentiert sein. Hierfir schienen Gene des Photosyntheseapparates und andere nukleére
Gene plastidenlokalisierter Proteine besonders geeignet, weil die Umwandlung von Etio-
plasten zu Chloroplasten und der damit verbundene Aufbau des Photosyntheseapparates friihe
Ereignisse der Photomorphogenese darstellen (Albeek 1990). Die Auswahl der Gene
bzw. der cDNA-Klone erfolgte auf drei Wegen:

(a) Zunachst wurden alle bekannten Proteine des Photosyntheseapparates der Thylakoid-
membran einschlief3lich ihrer Sequenz aus der Proteindatenbank “Swissprot” herausgesucht.
Nachfolgend wurden die Proteinsequenzen dieser Gene mit den Nukleotidsequenzen bereits
klonierter cDNA-Fragmente (EST’s) von Arabidopsis verglichen (Datenbank “Genbank”
EST-Sektion, “tblastn” in “HUSAR”) und die identifizierten Klone (“score” von “tblastn” > 300)
der entsprechenden Gene vom Arabidopsis-Ressourcenzentrum direkt bezogen.

(b) Weitere Plastidenproteine wurden durch den Vergleich von Plastidengenomen photo-
synthetisch aktiver Organismen identifiziert (Marinal. 1998). Der Vergleich von Martin
et al. (1998) zeigte, dass im Gegensatz zu niederen Pflanzen und Algen eine Reihe von
Genen im Plastidengenom hoherer Pflanzen fehlen. Ein Teil der Gene konnte im Kerngenom
von Landpflanzen mit entsprechender Transitpeptidsequenz wiedergefunden werden (siehe
auch Stoebet al. 1998). Die wéhrend der Evolution in den Kern transferierten Gene dienten
wiederum in der Datenbanksuche zur Identifizierung von annotierten Genen von Arabidopsis
(“blastp” in “HUSAR”, Datenbank TrEMBL). Die gefundenen Gene wurden zuerst auf eine
N-terminale Verlangerung gegentuber dem plastidaren Gen analysiert. AnschlielRend wurde
mit dem Programm “ChloroPhftp://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroPmanuelssoat al.
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1999) Uberprtift, ob es sich um ein plastidares Transitpeptid handelt. Mit der Nukleotid-
sequenz von Genen mit plastidarem Transitpeptid wurde wiederum nach entsprechenden
klonierten cDNA-Fragmenten durch Datenbankvergleich (“blastn” in HUSAR) gesucht und
diese ebenfalls von Arabidopsis-Ressourcenzentrum direkt bezogen.

(c) Die Transitpeptidvorhersage wurde auch genutzt, um weitere potenziell kernkodierte
plastidare Proteine zu identifizieren. Hierfur wurden die Nukleotidsequenzen fir Leserahmen
der annotierten Gene aus den verfligbaren genomischen Sequenzen einzeln sequenzierter
BAC-Klone (Datenbank EMBL, Oktober 1998) extrahiert, translatiert und 150 N-terminale
Aminosauren fur die Transitpeptidvorhersage mit “ChloroP” eingesetzt. Fur Gene mit
vorhergesagtem Transitpeptid wurden alle annotierten cDNA-Klone aus der Datenbank (s. 0.)
herausgesucht, mit der Liste der zur Verfigung stehenden 12.000 cDNA-Klone umfassenden
redundanzreduzierten Kollektion des Arabidopsis-Ressourcenzentrums verglichen und 1.228
cDNA-Klone selektiert.

Die Verwendung unterschiedlicher Ansatze fihrte teilweise zur Auswahl gleicher Klone
bzw. zur Auswahl unterschiedlicher cDNA-Fragmente desselben Genes. Diese Redundanz
konnte durch Nutzung der Informationen uber die Gruppierung von cDNA-Fragmenten
(TIGR Datenbank) verringert werden. Fiur die cDNA-Array-Herstellung wurde derjenige
cDNA-Klon aus einer Gruppe gewahlt, dessen Sequenz im Vergleich (s. 0.) mit der Nukleo-
tidsequenz des betrachteten Genes die htchste Identitat aufwies. Weil Wiederholungen von
Genen bzw. cDNA-Fragmenten auf der Membran maoglicherweise eine interne Hybridisie-
rungskontrolle darstellen, wurde ein Teil der redundanten Gene/cDNA-Fragmente in der
Auswahl belassen. Letztlich wurden 1.068 cDNA-Klone fur kernlokalisierte Gene potenziell
plastidarer Proteine ausgewahlt und in neue Mikrotiterplatten umsortiert (siehe Pkt. 2.2.4).
Zur Kontrolle ihrer Identitat und der Ubereinstimmung mit der Datenbank wurde ein Teil der
cDNA-Klone beidseitig (an-)sequenziert. Zunachst erfolgte die Uberpriifung der Sequenz
eines Klones mit der annotierten Sequenz in der Datenbank durch das Programm “Bestfit” in
“HUSAR”. Ein cDNA-Fragment mufite im Vergleich zu seiner annotierten Sequenz eine
Identitat von>90 % Uber eine Sequenzlange von mindestens 100 bp aufweisen, um als richtig
zu gelten. In einem zweitem Datenbankvergleich (“blastn” in “HUSAR”) wurde die Zu-
ordnung des cDNA-Fragmentes zu einem bestimmten Arabidopsisgen (“score” von “blastn” > 300)
Uberpruft.

Aus den direkt im Arabidopsis-Ressourcenzentrum bestellten cDNA-Klonen fir kernkodier-
te Proteine des Photosyntheseapparates der Thylakoidmembran (a) und in Arabidopsis kern-
lokalisierte Gene von Plastidengenomen anderer photosynthetisch aktiver Organismen (b)
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entstand zusammengefasst ein Satz von 170 cDNA-Klonen kernkodierter potenziell plastida-
rer Proteine. Sequenzierung und Datenbankvergleich zeigten, dass 26 der bestellten Klone (15 %)
nicht das erwartete cDNA-Fragment enthielten. Von den 1.068 cDNA-Fragmenten der redun-
danzreduzierten cDNA-Kollektion wurden 268 (25 %) Uberprift. 62 cDNA-Fragmente
entsprachen nicht ihrer Zuordnung in der Datenbank und wurden aufgrund der Uberpriifung
anderen Genen zugeordnet. Folglich war die redundanzreduzierte cDNA-Kollektion mit einer
Fehlerrate von 23 % belastet. Die hohe Fehlerrate wurde auch von anderen Nutzern der Kopie
dieser redundanzreduzierten cDNA-Kollektion festgestellt (B. Weisshaar, T. Altmann;
personliche Mitteilung). Aufgrund der hohen Fehlerrate wurden fast alle in die Auswertung
einbezogenen cDNA-Fragmente durch Sequenzierung und Datenbankvergleich verifiziert
(siehe Pkt. 3.5.2.1, 3.5.2.2 und 3.5.3).

Ein Teil der Gene/cDNA-Fragmente, der doppelt oder mehrfach auf der Membran re-
prasentiert sind, sollte urspringlich als interne Hybridisierungskontrolle dienen (s. 0.), weil
fur jedes einzelne cDNA-Fragment eine vergleichbare Intensitat des Hybridisierungssignals
zu erwarten ist. Da 75 % der 1068 cDNA-Klone nicht per Sequenzanalyse und Datenbankver-
gleich Uberprift wurden, kann aufgrund der Nichtlbereinstimmung von cDNA-Fragment und
vorgegebener Sequenz in 23 % der Uberprften Falle die Wiederholung von Genen/cDNA-
Fragmenten auf der Membran nicht als interne Kontrolle der Hybridisierungsergebnisse
verwendet werden.

Die in der Arbeit verwendete Zuordnung von Genen bzw. Funktionen beruht auf dem
derzeitigen Vergleich der Sequenzen (WUblastn2, Perlscript) mit den Sequenzen der anno-
tierten Gene von Arabidopsis der Datenbank MAtRBv.gsf.mips.deVersion 111202).

Dieser Vergleich erfolgte mit institutseigenen “PERL” Skripten, indem zunéchst die annotier-

ten Gene von Arabidopsis einschlief3lich ihrer Sequenzen aus MatDB entnommen und in eine
Datenbank tberfuhrt wurden. AnschlielRend erfolgte der Vergleich von Nukleotidsequenzen
der cDNA-Fragmente mit den Sequenzen der neu angelegten Datenbank und die Umwand-
lung der Ergebnisdatei in ein fur “Excel” lesbares Dateiformat.

Zusatzlich zu den gewahlten cDNA-Fragmenten potenziell plastidéarer Proteine wurden 243
cDNA-Fragmente anderer Arbeitsgruppen (siehe Anhang: Genliste.xIs) zur Herstellung der
cDNA-Arrays verwendet.
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3.3. Herstellung und Verwendungszweck verschiedener cDNA-Arrays

Aufgrund der Zweiteilung der Arbeit in Etablierung der cDNA-Array-Methode (siehe Pkt.
3.4) und Studium der frihen Photomorphogenese (siehe Pkt. 3.5ff) wurden cDNA-Arrays mit
einer unterschiedlichen Anzahl von cDNA-Fragmenten hergestellt. Die Amplifikation der
cDNA-Insertionen erfolgte jeweils durch Kolonie-PCR mit den plasmidspezifischen Oligonu-
kleotiden “forLA” und “revLA” im praparativen Mal3stab (siehe Pkt. 2.2.5.1).

Fur die Durchfuihrung von ersten Testversuchen zur Herstellung von cDNA-Arrays (Daten
nicht gezeigt) und fur Kreuzhybridisierungsexperimente wurden 44 cDNA-Fragmente, ins-
besondere Gene des Photosyntheseapparates (siehe Pkt. 3.2 (a)) ausgewahlt, da eine Reihe
dieser Gene mehrfach im Arabidopsisgenom enthalten sind. Diese 44 cDNA-Fragmente
entsprachen nach Sequenzierung und Datenbank-Analyse (s. 0.) 41 Genen und wurden auf die
Membranen der Serie “1A” Gbertragen (Tab. 5, siehe Anhang: genliste.xIs).

Tab. 5: Belegung der cDNA-Arrays

cDNA-Array “1A” “2A7 “2B”

Spotschema 3x3 3x3 3 x
Anzahl Klone 44 1438 1514
Anzahl Gene 41 1047 118§
Wiederholungen von

» Genen 3 264 238
e cDNA-Fragmenten 6 655 564
Klone anderer 0 89 243
Arbeitsgruppen

Mit der Membranserie “2A” (Tab. 5) wurden Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit der
cDNA-Array-Methode und zur Genexpression durchgefihrt. Fir diese Membranserie wurden
die zuvor gewahlten cDNA-Fragmente der kernkodierten Gene von potenziell plastidaren
Proteinen verwendet (siehe Pkt. 3.2 (a - ¢)) sowie 89 cDNA-Fragmente anderer Arbeits-
gruppen. Insgesamt enthalt die Membran “2A” 1.438 cDNA-Fragmente. Diese entsprechen
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nach derzeitigem Vergleich mit der Datenbank 1.047 Genen, da 264 Gene wiederholt in 655
cDNA-Fragmenten auf der Membran enthalten sind (Tab. 5, siehe Anhang: genliste.xls). 187
der 264 Gene (13 % des Arrays) sind zweifach und weitere 77 Gene (5 % des Arrays) mehr-
fach wiederholt enthalten (siehe Anhang: genliste.xIs).

Um weitere cDNA-Fragmente anderer Arbeitsgruppen mit in die Expressionsanalyse
aufzunehmen und die Wiederholung von cDNA-Fragmenten bzw. Genen der Membran “2A”
zu reduzieren (siehe Pkt. 3.2), wurde eine Membranserie “2B” hergestellt. Diese Membran-
serie enthielt den zuvor ausgewéahlten Gensatz (siehe Pkt. 3.2 (a - ¢)) und zuséatzlich wurden
243 cDNA-Fragmente anderer Arbeitsgruppen verwendet, sodass die Membran “2B” insge-
samt 1.514 cDNA-Fragmente enthalt. Nach derzeitigem Vergleich mit der Datenbank (MIPS)
sind 238 Gene in 564 cDNA-Fragmenten wiederholt. 173 der 238 Gene (11 % des Arrays)
sind doppelt und 65 Gene (4 %) mehrfach enthalten. Folglich besteht der einfache Gensatz
ohne Wiederholungen auf der Membran “2B” aus 1.188 Genen (Tab. 5, siehe Anhang:
genliste.xIs). Die Membranserie “2B” wurde in der vorliegenden Arbeit hauptsachlich zur
Analyse der Genexpression verwendet.

Somit standen drei Membranserien fur die Untersuchungen zur Verfigung. Die Membran-
serie “1A” wurde fur Untersuchungen zur Kreuzhybridisierung und die Membranserie “2A”
fur Untersuchungen zur cDNA-Array-Methode genutzt. Die Membranserie “2A” wurde auch
zur Analyse der Genexpression in Lichtpulseexperimenten eingesetzt, wahrend die Mem-
branserie “2B” fur die Analyse der Genexpression von etiolierten Keimlingen bei Weil3licht-

bestrahlung benutzt wurde.

3.4. Reproduzierbarkeit der cDONA-Array-Technik

Die cDNA-Array-Technik ermdglicht eine parallele mRNA-Expressionsanalyse vieler
verschiedener Gene in einem Experiment (siehe Pkt. 1.5 und 2.5). Um die Genexpression
verschiedener Pflanzen oder verschiedener Zustande von Pflanzen miteinander vergleichen
zu konnen, sind mehrere cDNA-Array-Experimente notwendig. Entscheidend fur die Ver-
gleichbarkeit und Interpretierbarkeit der Experimente sind reproduzierbare Signalwerte.

Die Reproduzierbarkeit der cDNA-Array-Technik ist sowohl von biologischen als auch
technischen Parametern abhangig. Abweichungen kdnnen in den unterschiedlichen Teil-
prozessen der cDNA-Array-Technik (siehe Pkt. 2.5), z. B. bei der Herstellung der Mem-
branen, der Sonden, wahrend der Hybridisierung, in der Analyse (Detektion von Hybridisie-
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rungsignalen) und wahrend der Anzucht des biologischen Materiales entstehen. Aufgrund der
teilweise komplexen Prozesse wurde versucht, die Experimente in ihrer Gesamtheit auf ihre
Reproduzierbarkeit zu Gberprifen.

Fur die Untersuchung wurden 4 Proben etiolierter Keimlinge des Wildtyps Ler-0 fur 5 d auf
MS-Medium unter gleichen Bedingungen voneinander unabhangig aufgezogen (siehe Pkt.
2.2.1). Von jeder Probe wurde eine cDNA-Sonde hergestellt und die Sonden nacheinander
auf ein und dieselbe Membran der Serie “2A” hybridisiert. Vor jedem weiteren Experiment
wurden die hybridisierten cDNA-Molekule von der Membran entfernt (siehe Pkt. 2.2.5.4).
Nach Aufzeichnung und Erfassung der Hybridisierungssignale mit Hilfe des Phosphor-
imagers und des Programms “ArrayVision” wurden die Signalintensitaten vor der weiteren
Analyse normalisiert (siehe Pkt. 2.2.5). AnschlieRend wurden von diesen Experimenten
Hybridisierungssignale und Hintergrundwerte, Doppelspotsignalintensitaten als interne
Hybridisierungskontrolle, mdgliche Uberstrahlungseffekte benachbarter Hybridisierungs-

signale und die Reproduzierbarkeit analysiert.

3.4.1. Unterscheidung von Signalintensitaten und Hintergrundwerten

Die vergleichende Analyse von Signalintensitaten und Hintergrundwerten sollte Aufschluss
uber die Zuverlassigkeit von Hybridisierungssignalen geben. Zunachst wurde eine Haufig-
keitsverteilung fur die gemessenen Hybridisierungswerte der Signalintensitaten und der
Hintergrundwerte anhand der ersten Mittelwertzentrierung aller Gene (siehe Pkt. 2.2.5.5) der
4 Experimente ermittelt. Das Ergebnis ist in Abb. 9 dargestellt.

40 Abb. 9: Haufigkeitsverteilung der
O Signalwerte relativen Signalintensitaten (blau)
| Hintergrundwerte und Hintergrundwerte (rot) in 4
Experimenten mit etiolierten
= Keimlingen (5 d) des Wildtyps
Ler-0. Der prozentuale Anteil der
jeweiligen  cDNA-Fragmente
wurde in Abhangigkeit von den

relativen Signalintensitaten in

logarithmischen Intervallen (lgg )

I:l b = dargestellt. Die angegebenen

w
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T
S & & P o A D O QL Signalintensitaten entsprechen
F TP T TP PGP F I gnainter P
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Normalisierte Signalwerte wurden im Bereich von 0,01 bis 82 bestimmt, wahrend normali-
sierte Hintergrundwerte im Bereich von 0,01 bis 0,32 fur 99,5 % der cDNA-Fragmente
ermittelt wurden (Abb. 9, siehe Anlage: Ler-0_repro.xls). Das Maximum der Haufigkeitsver-
teilung fur Signalwerte wurde im Intervall von 1,28 bis 2,56 bestimmt, fur Hintergrundwerte
im Intervall von 0,04 bis 0,08. Folglich waren die Signalwerte durchschnittlich 16- bis 32fach
(Maxima der Verteilungsfunktionen) hoher als die Hintergrundwerte.

In den 4 Experimenten lagen 4.540 Signalwerte (79 %) Uber den hochsten Hintergrund-
werten von 0,32. Im Messbereich von 0,01 bis 0,32 wurden sowohl Signalwerte als auch
Hintergrundwerte ermittelt (Abb. 9). Ein Hybridisierungssignal ist von dem umgebenden
Hintergrund kaum zu unterscheiden, wenn beide demselben Intervall zugehdren. Im direkten
Vergleich zwischen Hybridisierungssignal und zugehérigem Hintergrundwert waren in allen
4 Experimenten fur 5.520 Fragmente (96 %) die Signalwerte hoher als ihr zugehdriger

Hintergrundwert.

3.4.2. Doppelspot eine interne Kontrolle

Von jedem cDNA-Fragment wurden zwei Spots auf die Membran aufgetragen (Doppelspot,
siehe Pkt. 2.2.5.2). Bei gleichmaliigem Transfer des cDNA-Fragmentes auf die Membran und
bei gleichmaliger Hybridisierung sollten die beiden zusammengehorigen Spots desselben
cDNA-Fragmentes in einem Experiment gleiche Signalwerte aufweisen. Insofern dient der
Doppelspot als interne Kontrolle fur die Membranherstellung und zur Erhéhung der Datensi-
cherheit der Hybridisierungsergebnisse.

Zur Uberpriifung wurde das Verhaltnis der Signalintensitaten der Doppelspots (Doppelspot-
verhaltnis) in den 4 Experimenten mit etiolierten Keimlingen (5 d) des Wildtyps Ler-0 als
Quotient berechnet. Um Quotienten kleiner 1 zu vermeiden, wurde der niedrigere Signalwert
jeweils als Divisor eingesetzt. In Abb. 10 wurden die Doppelspotverhéltnisse als Haufigkeits-
verteilung prozentual in Abh&ngigkeit von der Gesamtanzahl der in den 4 Experimenten
hybridisierten cDNA-Fragmente dargestellt (siehe Anlage: Ler-0_repro.xIs). Das Intervall 1,0
bis 1,1 entspricht einer maximalen Abweichung der Signalintensitaten der Doppelspots um
10 % voneinander. Diese Abweichung wurde fir 43 % (2.458) der cDNA-Fragmente er-
mittelt. Fur 68 % (3.898) der cDNA-Fragmente war das Doppelspotverhaltnis kleiner 1,2 und
fur 90 % (5.196) kleiner 1,5. Ein Doppelspotverhaltnis von 1,4 bis 1,5 war noch fur 3,9 %
(223) der cDNA-Fragmente zu verzeichnen. Lediglich 3,2 % (183) der cDNA-Fragmente
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wiesen einen Faktor grof3er 2 auf (Abb. 10). Die Abweichungen vom theoretisch zu erwarte-
nen Doppelspotverhaltnis von 1,0 kbnnen u. a. auf den Spotprozess, d.h. auf eine nicht zu
kontrollierende Ubertragung von unterschiedlichen Fragmentmengen wahrend der cDNA-
Array-Herstellung zurtickzufiihren sein.

50 Abb. 10: Prozentuale Haufig-
keit der Doppelspotverhaltnis-
40 | se der cDNA-Fragmente (sie-
® he Tab. 3) in den 4 Experimenten
é - mit etiolierten Keimlingen (5 d)
= des Wildtyps Ler-0. Die angegebe-
E nen Doppelspotverhédltnisse ent-
5 20 1 sprechen der jeweiligen Obergren-
O\g ze des Intervalls.
10 -
O _
11 12 13 14 15 16 1,7 18 19 20 >20
Doppelspotverhaltnis

Eine weitere Ursache flr die Abweichung konnte in der automatischen Spotdetektion mit
dem Programm “ArrayVision” bestehen, indem Hybridisierungssignale ungenau lokalisiert
wurden. Um diesen Sachverhalt zu testen, wurde der Vorgang der automatischen Spotdetek-
tion an einer der hybridisierten Membranen 10fach wiederholt. Zur Auswertung wurde die
Standardabweichung prozentual in Abh&ngigkeit vom Signalmittelwert bestimmt (Abb. 11A).
Die durchschnittliche Standardabweichung fur die 10fache Spotdetektion eines Experimentes
ist 11 %. Dem Diagramm (Abb. 11A) ist zu entnehmen, dass niedrige Signalwerte hohere
Standardabweichungen aufweisen. Bei Hybridisierungssignalen mit niedrigen Signalwerten
entsprechen die Signalintensitaten in etwa den Hintergrundwerten. Um die Vermutung des
Auftretens hoherer Standardabweichungen bei niedrigen Signalwerten und somit hoherer
Doppelspotverhéltnisse zu untermauern, wurden die Doppelspotverhaltnisse oberhalb (hell-
blaue Balken) bzw. unterhalb (dunkelblaue Balken) von 1,5 in der Haufigkeitsverteilung der
Signalintensitaten der 4 Experimente in Abb. 11B unterschieden. Demnach sind oberhalb
einer relativen Signalintensitat von 0,64 fast keine Doppelspotverhaltnisse grof3er 1,5 zu
verzeichnen. Dagegen sind mit abnehmender relativer Signalintensitat zunehmend Signal-
intensitaten mit Doppelspotverhaltnissen oberhalb von 1,5 enthalten. Zur Verdeutlichung
wurde innerhalb jedes Intervalls der prozentuale Anteil der cDNA-Fragmente
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Abb. 11: Analyse zu mdglichen Fehlerquellen der cDNA-Array-Technik. A: Standardabweichung prozentual
vom Signalmittelwert nach 10facher automatischer Spotdetektion eines cDNA-Array-Experimentes. B: Haufig-
keitsverteilung der relativen Signalintensitaten (blaue Balken) in 4 Experimenten mit etiolierten Keimlingen
(5 d) des Wildtyps Ler-0. Der prozentuale Anteil (linke Ordinate) der jeweiligen cDNA-Fragmente wurde in
Abhéngigkeit von den relativen Signalintensitéaten in logarithmischen Intervallen (log ) dargestellt. Hellblaue
Balkenanteile entsprechen dem Anteil von Signalintensitaten mit einem Doppelspotverhaltnis gré3er 1,5. Die
hellblaue Linie gibt den prozentualen Anteil (rechte Ordinate) der Signalintensitaten mit einem Doppelspot-
verhaltnis groRBer 1,5 im Intervall wieder. C: Beeinflussung der Signalintensitaten im Doppelspotschema
(Doppelspot 1: blaue und Doppelspot 4: schwarze Pfeilmarkierung) durch artifizielle Hybridisierungssignale
(rote Pfeilmarkierung) in einem Ausschnitt eines hybridisierten cDNA-Arrays. D: Doppelspotschema (analog
zu Abb. 5C)

oberhalb der Grenze von 1,5 als Funktion ebenfalls in BB .dargestellt (rechte Ordinaten-
achse). Die Funktion zeigt, dass der Anteil von Signalintensitaten mit einem Doppelspot-
verhaltnis gréRer 1,5 von bis zu 66 % im Intervall von 0,01 bis 0,02 vorwiegend bei niedrigen
Signalwerten zu verzeichnen und somit im Bereich der Hintergrundwerte (bis 0,32) ist.
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Nicht nur niedrige Signalwerte nahe dem Hintergrund weisen ein hohes Doppelspotverhéltnis
auf. 74 Signalwerte (1,29 %) groRRer 0,32 der 4 Experimente haben ebenfalls Doppelspot-
verhaltnisse grol3er 1,5. Atrtifizielle Hybridisierungssignale (Abb. 11C, rote Pfeilmarkierung),
die zufallig in das Raster des Spotschemas (Abb. 11D) passen und einen deutlichen Unter-
schied in der Signalintensitat gegeniber dem eigentlichen Hybridisierungssignal besitzen
(Abb. 11C, Bsp. Doppelspot 1: blaue und Doppelspot 4: schwarze Pfeilmarkierung), sind eine
Ursache fur hohe Doppelspotverhaltnisse. Dieser Fakt wurde fir 30 der 74 Signalintensitéaten
groRer 0,32 mit einem Doppelspotverhaltnis groRer 1,5 (Abb. 11B) durch visuelle Uber-
prufung festgestellt.

Die Analyse zeigt, dass der Doppelspot als interne Kontrolle fur Membranherstellung und
Hybridisierungsergebnisse benutzt werden kann. Beeinflusst wird das Doppelspotverhéltnis
durch die automatische Spotdetektion in “ArrayVision” insbesondere bei Signalwerten
kleiner 0,32 und von artifiziellen Hybridisierungssignalen.

3.4.3. Uberstrahlungseffekte

Ein weiteres zu analysierendes Problem stellen mdgliche Uberstrahlungseffekte durch
benachbarte intensive Hybridisierungssignale dar. Fiir die Untersuchung von Uberstrahlungs-
effekten eignen sich die Messwerte der Mittelspots im 3 x 3 Spotschema (siehe Pkt. 2.2.5.2),
weil diese kein cDNA-Fragment enthaltdrignk spoty und somit ohne Hybridisierungs-
signal sein mussten. Folglich entsprechen die Messwerte der Mittelspots der Summe der
umliegenden Uberstrahlenden Hybridisierungssignale in Abhangigkeit von ihrem Abstand
zum Mittelspot. Der Einfluss der Signalintensitaten der umliegenden symmetrisch ange-
ordneten Spotpunkte wurde als umgekehrt proportional zum quadratischen Abstand (~r )
vom Mittelspot betrachtet. Die Abstande wurden dem idealen Spotmuster als einem gleich-
seitigen rechtwinkligen Dreieck entsprechend mit 1 (Kathete, Abstand zum mittleren Punkt
einer Seite) und%? (Hypothenuse, Abstand zu den Eckpunkten) angenommen, auBerdem
wurde von einer Punktstrahlung ausgegangen. Der Signalwert wurde fur jeden Mittelspot
anhand der umgebenen Signalintensitaten nach der Formel

S\/Iittelspot~ (a + % + g +§ )Xlz +3S +3‘S 428 ‘h’S

berechnet. Diese fur alle mittleren Punkte in den 4 Experimenten berechneten Signalwerte
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wurden in Abhangigkeit von den normalisierten Signalintensitaten der Mittelspots in Abb. 12
aufgetragen.

Ausgehend von einem Mittelspot ohne Uberstrahlungseffekt wére ein gleichbleibender Sig-
nalwert in Hohe des durchschnittlichen Hintergrundsignals und somit eine Parallele zur x-Achse
zu erwarten. In Abb. 12 wird bei zunehmender relativer Signalintensitat eine steigende Signal-
intensitat des zugehorigen Mittelspots gezeigt (diagonale dunkelrote Linie). Folglich zeigen
alle Mittelspots messbare Uberstrahlungseffekte. Die waagerechte rote Linie entspricht den
hdchsten normalisierten Hintergrundwerten (0,32; vgl. Abb. 9). Lediglich 5 Signalwerte der
Mittelspots (0,1 %) liegen oberhalb dieser Grenze. Demzufolge ist die Uberstrahlung selbst
bei hohen umliegenden Signalintensitaten gering, wenn Signale mit einem Wert gré3er 0,32
betrachtet werden.

Abb. 12: Berechnete Signalintensitaten in
! ] TR Abhéngigkeit von den nomalisierten
] ) . . Signalintensitaten der Mittelspots. Die
" ” HE S Berechnung der Signalwerte erfolgte aus
= . AL LY A den die Mittelspots umgegebenden Si-
s 01 E . d '.":_ gnalintensitaten der 4 cDNA-Array-Expe-
f‘g ] ‘ a ’ rimente mit etiolierten Keimlingen (5 d)
15 SR > des Wildtyps Ler-0.
£ " o)
€ 0,01 fu X <
& | WA
*
0,001 -
1 10 100 1000
proportional berechnete Signalintensitét

3.4.4. Reproduzierbarkeit

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit wurden aus den 4 Experimenten die normalisier-
ten Signalwerte (erste Mittelwertzentrierung aller Gene eines Experimentes) eines cDNA-
Fragmentes gegeniiber inren gemeinsamen Mittelwert logarithmisch aufgetragen (Abb. 13A).
Die Diagonale kennzeichnet den Mittelwert. Je ndher ein Punkt der Diagonalen liegt, desto
geringer ist die gemessene Abweichung vom Mittelwert in den 4 Experimenten. Die gelben
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Linien in Abb. 13A markieren eine Abweichung der Signalwerte um den Faktor ~ 2,24 (=5 )
vom Mittelwert der Experimente. 44 der 5.752 cDNA-Fragmente (0,8 %) zeigten eine hohere
Abweichung der Genexpression als ~ 2,24 in den 4 Experimenten. Fur 40 der 44 cDNA-
Fragmente lag der Signalmittelwert unter den maximalen Hintergrundwerten von 0,32
(Abb. 13A, siehe Anhang: Ler-0_repro.xls). Die Standardabweichung fir die 4 Experimente
mit etiolierten Keimlingen auf einer Membran betrug durchschnittlich 26 % (siehe Anhang:
Ler-0O_repro.xls).
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Abb. 13: Diagramme zur Reproduzierbarkeit der cDNA-Array-Technik. A: Signalintensitaten gegentber ihrem
Signalmittelwert (Diagonale) in den 4 unabhangigen cDNA-Array-Experimenten mit etiolierten Keimlingen
(5 d) des Wildtyps Ler-0 auf einer Membran. Die gelben Parallelen zur Diagonalen entsprechen der Abweichung
vom Signalmittelwert um einen Faktor ~2,24¢5 ). B: Minimale (rot) und maximale Signalwerte (blau) gegen-
Uber ihrem Signalmittelwert (Diagonale) in 8 unabhangigen cDNA-Array-Experimenten mit etiolierten Keimlin-
gen (5 d) des Wildtyps Ler-0. Die gelben Parallelen zur Diagonalen entsprechen der Abweichung vom Signal-
mittelwert bei einem Faktor ~2,24{8 , durchgezogene Linie) bzw. einem Faktor 1,8 (unterbrochene Linie).

Die Analyse zur Reproduzierbarkeit der 4 Experimente zeigt, dass die Experimente in-
nerhalb bestimmter Grenzen reproduzierbar sind. Doch werden nicht alle Experimente auf
nur einer Membran durchzufiuihren sein, folglich ist die Reproduzierbarkeit der Experimente
noch von der (Herstellungs-) Qualitat innerhalb einer Membranserie abhangig. Aus diesem
Grund wurde die Reproduzierbarkeit in Analogie zu den ersten 4 Experimenten in einem
zweitem Ansatz mit dem Unterschied getestet, dass 4 weitere Sonden unabhangig vonein-
ander gezogener etiolierter Keimlinge (5 d) von Ler-0 auf 4 verschiedenen Membranen
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derselben Serie hybridisiert wurden. Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit der 8 Experi-
mente wurde nach Normalisierung (s. 0.) der kleinste und der gré(3te Signalwert eines cDNA-
Fragmentes gegenuber dem Mittelwert der Signalintensitaten desselben cDNA-Fragmentes
logarithmisch aufgetragen (Abb. 13B). Bei mittleren Signalintensitaten kleiner 0,32 war
innerhalb eines durch den Faktor ~ 2,24 eingegrenzten Bereiches (gelbe Parallelen zur
Diagonalen) eine hohere Abweichung vom Signalmittelwert fiir die minimalen und maxima-
len Signalwerte eines Fragmentes als oberhalb von 0,32 zu verzeichnen. 105 der 11504 liegen
aulRerhalb des eingegrenzten Bereiches, von 85 Signalwerte kleiner 0,32 sind (Abb. 13B).
Diese Abweichungen resultieren aus einem hoheren relativen Fehler der Messwerte (siehe
Pkt. 3.4.2). Folglich sind insbesondere Signalwerte kleiner 0,32 von der Auswertung auszu-
schlieBen, weil diese héhere Abweichungen vom Signalmittelwert zeigen (Abb. 13B). Die
Standardabweichung der 4 Experimente mit etiolierten Keimlingen auf 4 Membranen der
Serie “2A” betrug durchschnittlich 23 % (siehe Anhang: Ler-0_repro.xIs). Aus der relativen
Konstanz der Standardabweichung (26 % bzw 23 %) in den beiden experimentellen Reihen
ist von der Reproduzierbarkeit der Experimente auszugehen.

Um differenziell exprimierte Gene aus dem Vergleich von Experimenten wahlen zu kdnnen,
ist eine dreifache Standardabweichung bzw. ein Faktor 1,8 vom Mittelwert unzureichend
(siehe Abb. 13B). In den 8 Experimenten Uberschreiten noch 331 cDNA-Fragmente diese
Grenze, d.h. 23 % der Fragmente des cDNA-Arrays “2A” waren als differenziell exprimiert
anzusehen. Bei einem Faktor ~ 2,24 **5 , Abb. 13B) betrifft dies noch 105 cDNA-Frag-
mente (7 %), von denen 85 Signalintensitaten kleiner 0,32 (s. 0.) aufweisen. Deshalb wurde
fur die Auswahl von differenziell exprimierten Genen zwischen maximalen und minimalen
Signalwert in den betrachteten Experimenten ein Faktor groRer® (+5 , Abb. 13B) gewahilt.

3.4.5. Kreuzhybridisierung zwischen Mitgliedern einer Genfamilie

In Kreuzhybridisierungsexperimenten wurde untersucht, inwieweit Gene aufgrund ihrer
Sequenzidentitat mit cONA-Fragmenten derselben Genfamilie hybridisieren kénnen. Fir die
Untersuchungen wurde die LHC-Genfamilie ausgewéhlt. Von 21 Mitgliedern der Genfamilie
(nach Jansson 1999) standen 14 zur Verfigung und wurden auf die Membranen der Serie
“1A” aufgebracht (Tab. 6). Um mdgliche Kreuzhybridisierungsreaktionen mit den ent-
sprechenden Sequenzahnlichkeiten in Beziehung setzen zu kénnen, wurden die kodierenden

55



99

Benennung ID LHCA?2 |LHCA3.1{ LHCA4 | LHCBI1.3| LHCB1.4| LHCB1.5| LHCB2.1| LHCB2.2 | LHCB2.4| LHCB3 | LHCB4.1 | LHCB4.2| LHCB5 | LHCB6
% % % % % % % % % % % % % %
LHCA2 At3g61470 | 100,0
LHCA3.1 [Atlg61520 61,5 100,0
LHCA4 At3g47470 60,3 59,0 100,0
LHCB1.3 [At1g29930 60,3 67,8 65,4 100,0
LHCBI1.4 [At2g34430 65,0 64,9 67,9 86,4 100,0
LHCB1.5 |At2g34420 58,8 64,5 67,0 90,0 92,3 100,0
LHCB2.1 [At2g05100 65,6 65,7 64,3 77,0 72,6 75,3 100,0
LHCB2.2 |At2g05070 64,3 64,6 64,3 75,7 72,5 75,0 96,5 100,0
LHCB2.4__|At3g27690 64,4 65,3 64,3 74,3 71,2 74,6 85,2 84,8 100,0
LHCB3 At5g54270 68,3 64,0 72,1 70,4 72,0 73,0 71,4 71,4 71,3 100,0
LHCB4.1 |At5g01530 64,5 574 62,4 60,4 59,0 57,9 60,9 60,9 61,5 64,8 100,0
LHCB4.2 [At3208940 63,7 79,3 63,9 56,9 59,5 57,4 61,0 61,0 55,7 63,0 82,1 100,0
LHCBS At4g10340 63,5 66,4 66,5 61,2 59,2 59,1 59,7 59,9 57,8 62,2 59,4 59,1 100,0
LHCB6 Atlgl15820 63,3 69,7 62,9 65,4 65,1 56,4 55,8 82,1 79,3 71,5 73,0 67,1 69,4 100,0
120 Tab. 6: Homologievergleich von Mitgliedern der LHC-Genfamilie.
—_ o LHCB1.3 j: Paarweiser Vergleich der Nukleotidsequenzen der LHC-
i.:. 100 4 o LHCB1.4 L Qene des DNA-Arrays ’?IA“ mit dem.Prog.r?mm ,,Bestfit
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% " gliedern der Genfamilie in Reihen und Spalten blau hinterlegt.
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% I{ + L Abb. 14: Relatives Hybridisierungssignal in Abhiingigkeit von der
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50 60 70 80 90 100 weiteren Messwerte gegeniiber diesem in Relation gesetzt.
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3. Ergebnisse

Nukleotidsequenzen der Gene mit dem Programm “Bestfit” in “HUSAR” paarweise mitein-
ander verglichen (Tab. 6). Fiur die Sondenpréparation wurdelnH@IB1.3 LHCB1.4und
LHCB2.2drei Gene ausgewahlt, deren Sequenzidentitdten gegentiber anderen Mitgliedern der
Genfamilie fast den gesamten nutzbaren Bereich der Sequenzidentitaten von 57 % bis 97 %
(Tab. 6) abdecken.

Die Amplifikation der cDNA-Fragmente fir die Sondenpraparation erfolgte im praparativen
Mafstab mit genspezifischen Oligonukleotiden (siehe Pkt. 2.2.3, 2.2.5,3; I, = 64°C,
Tamebram= 06°C, T, nep2.2ir = 60°C,), um eine mogliche Kreuzhybridisierung durch flankieren-
de Plasmidsequenzen zu vermeiden. Jede der 3 Sonden wurde auf jeweils 3 Membranen in
1 ml Church-Puffer bei 65°C hybridisiert, die Membranen zweimal gewaschen (0,2x SSC/
0,1 % SDS, 65°C, 15 min), die Signalwerte mit dem Phosphorimager aufgezeichnet und dem
Programm “TINA” bestimmt. Fir die Auswertung wurde das arithmetische Mittel der
jeweiligen Signalstéarken von den drei mit einer Sonde hybridisierten Membranen verwendet.
Der gemittelte Signalwert fur die als Sonde verwendete cDNA wurde zu 100 % und alle
weiteren Messwerte dieser Reihe gegeniber diesem in Relation gesetzt.

Die relativen Hybridisierungssignale wurden in Abh&ngigkeit von der Sequenzidentitat
wurde in Abb. 14 dargestellt. Erwartungsgemal’ ergab eine Sequenzidentitat grol3er 95 %
(LHCB2.2/ LHCB2.} ein Hybridisierungssignal derselben Intensitat. Unterhalb von 75 %
Sequenzidentitat waren nur Kreuzhybridisierungsgrisse kleiner 5 % innerhalb deHC-
Genfamilie zu verzeichnen. Keine eindeutige Korrelation war im Bereich zwischen 75 und 95 %
Sequenzidentitat festzustellen. So wurden bei z. B. 75 bis 77 % Sequenzidentitéat ca. 30 %
Kreuzhybridisierungl{HCB1.3SondellHCB2.1bzw.LHCB2.2cDNA-Fragmente), bei 83
bis 85 % Sequenzidentitat keine bzw. 12 % Kreuzhybridisierung (LHCB2.2-3drG&2.4
bzw. LHCB6 cDNA-Fragmente) und bei 86 bis 92 % Sequenzidentitat eine Kreuzhybri-
disierung zwischen 43 bis 55 % (LHCB1.3-Somt#ZB1.4bzw.LHCB1.5und LHCB1.4-
SondelHCB1.3bzw.LHCBL1.5 ermittelt. Die im Vergleich hthere Abweichung der Mess-
ergebnisse im Bereich von 85 bis 95 % (siehe Abb. 14) gegentiber den Ubrigen Messergeb-
nissen ist moglicherweise von den experimentellen Bedingungen abhangig.

Die Analyse dieser Daten zeigt, dass Kreuzhybridisierung im Bereich 75 bis 85 % Sequenz-
identitat moglich und oberhalb von 85 % Sequenzidentitat zu erwarten ist. Eine Vorhersage
bzw. eine theoretische Bestimmung des Ausmalles der Kreuzhybridisierung anhand der
Sequenzidentitat ist nicht moglich.
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3.4.6. Kriterien zur Auswertung der cDNA-Array-Experimente

Die Analyse der Experimente mit etiolierten Keimlingen (5 d) des Wildtyps Ler-0 zeigte die
Reproduzierbarkeit der Experimente innerhalb bestimmter Grenzen, deren Einhaltung die
Auswertbarkeit der nachfolgenden cDNA-Array-Experimente gewahrleisten.

Die Analyse zeigt fur niedrige Signalwerte einen hohen relativen Fehler (siehe Pkt. 3.4.2
und 3.4.4), folglich gewéahrleisten héhere Signalwerte eine héhere Datensicherheit. Um
Signale vom Hintergrund differenzieren zu kdnnen und niedrige Signalwerte von der Aus-
wertung auszuschlie3en, wurde ein Sicherheitsfaktor eingefihrt. Da die Signalwerte durch-
schnittlich 16- bis 32fach héher als ihre zugehdrigen Hintergrundwerte und die niedrigsten
Signalwerte 10fach niedriger als die héchsten Hintergrundwerte (~ 0,32) sind (siehe Pkt.
3.4.1), wurde ein Faktor 10 als Kriterium fur die Unterscheidung von Signalwerten gegenuber
Hintergrundwerten festgesetzt. Dieses Kriterium muss in mindestens einem der betrachte-
ten Experimente erfillt sein, da moéglicherweise Gene sehr spezifisch exprimiert werden
(1. Sicherheitskriterium).

Ein weiteres Kriterium fur die Datensicherheit ergab sich aus der Analyse der Doppelspot-
signalwerte als interne Kontrolle (siehe Pkt. 3.4.2). Dementsprechend sind Signalwerte mit
hohem Doppelspotverhaltnis unabhangig von der Signalstarke von der Auswertung auszu-
schliel3en. Mit einem oberen Grenzwert von 1,5 fir das Doppelspotverhaltnis wird ein
Kriterium eingefihrt, um die Interpretation von fehlerhaften Hybridisierungssignalen in der
Analyse der cDNA-Arrays zu vermeide2. Sicherheitskriterium).

Diese beiden Kriterien dienen zunachst zum Ausschluss maglicher fehlerbehafteter Signal-
werte und zur Auswabhl eines gesicherten reproduzierbaren Datensatzes. Ein drittes Kriterium
zur Selektion von differenziell exprimierten Genen ist ebenfalls aus der Analyse zur Re-
produzierbarkeit der cDNA-Array-Experimente (siehe Pkt. 3.4.4) abzuleiten. Demnach muss
fur die Bestimmung von differenziell exprimierten Genen ein Faktor gréRer 8+ 5 , Abb.
13B) zwischen minimalen und maximalen Signalwert in den betrachteten Experimenten
bestehendifferenzielles Kriterium).
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3.5. Genexpression wahrend der friihen Photomorphogenese unter

Weildlichtbedingungen

Der Etablierung der Methode im technischen Teil der Arbeit folgte die Analyse der Gen-
expression wahrend der Photomorphogenese im wissenschaftlichen Teil. Die Keimlinge
wurden fur die Untersuchung der friihen Photomorphogenese zunachst fir 5 Tage unter
etiolierenden Bedingungen aufgezogen. Danach wurden die Keimlinge der ausgewahlten
Pflanzen (siehe Pkt. 3.1) mit Weil3licht bestrahlt, um die Photomorphogenese einzuleiten
(siehe Pkt. 2.2.1). Kurze Belichtungszeiten wurden gewahlt, um friihe Anderungen der
Genexpression zu erfassen, die moglicherweise an der spateren Auspragung des Phanotyps
der Pflanzen beteiligt sind. Die Weillichtbestrahlung erfolgte tiber 0,5 h (nur Coldetind
2 h und 4 h (siehe Pkt. 2.2.1). Das Pflanzenmaterial (siehe Pkt. 2.1.1) wurde sofort nach
Belichtungsende geerntet, in flissigem Stickstoff eingefroren, bei -80°C gelagert (siehe Pkt.
2.2.1) und schlieB3lich zur Herstellung von cDNA-Sonden (siehe Pkt. 2.2.5.3) verwendet.
Diese Sonden wurden mit cDNA-Arrays der Membranserie “2B” hybridisiert (siehe Pkt.
2.2.5.4). Nach der Bestimmung der Signalintensitaten fir alle 1514 cDNA-Fragmente in
jedem Hybridisierungsexperiment mit Hilfe des Phosphorimagers und der Programme “BAS-
Reader” und “ArrayVision” erfolgte die Normalisierung der Signalintensitaten (siehe Pkt.
2.2.5.5).

3.5.1. Gesamtvergleich der Weil3lichtexperimente

Um einen Uberblick tiber die Genexpression wahrend der friihen Ph&ottenorphoge-
nese zu erlangen, wurden die normalisierten Signalintensitaten der Weil3lichtexperimente (s. 0.)
einer Hauptkomponentenanalyse unterzogen. In einer Hauptkomponentenanalyse entstehen
Gruppen, in denen Variablen (z. B. Experimente) entsprechend ihren korrelativen Beziehun-
gen klassifiziert werden. Mit dieser Hilfe kann entschieden werden, welche der Experimente
gemeinsame bzw. unterschiedliche Informationen erfassen. Hierfur wird die maximale
Varianz multivariabler Daten (z. B. Expressionsdaten) in einer minimalen Zahl von or-
thogonalen Hauptkomponenten (-achsen, -dimensionen) konzentriert. Die hochste Varianz
wird auf der ersten Achse dargestellt. Jede weitere Achse reprasentiert abnehmende Varian-
zen (Bortz 1999).

In Abb. 15 sind die ersten zwei Achsen der Hauptkomponentenanalyse fur die normalisier-
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ten Signalwerte der Weililichtexperimente von Wildtypen (Col-0, Ler-0, Ws-2), Phytochrom-
mutanten phyA phyB phyAB, CryptochrommutantencKyl, cry2), der PHYB-uber-
exprimierenden Linie und der Mutardetldargestellt. Die im zweidimensionalen Diagramm
dargestellte Komponente 1 reprasentiert 33 % und die Komponente 2 17 % der Varianz, so
dass insgesamt 50 % der Varianz der Daten abgebildet sind. Jedes Symbol im Diagramm
entspricht einem cDNA-Array-Experiment. Die Lage der Symbole resultiert aus den Signal-
werten der nach jedem Experiment analysierten 1.514 cDNA-Fragmente.

Abb. 15: Hauptkomponenten-
analyse zur Genexpression von
etiolierten Keimlingen (5 d) der
Wildtypen Col-0 (schwarz),
Ler-0 (dunkelblau), Ws-2 (=
phyD, dunkelrot), der Rotlicht-
rezeptormutanterphyA (rot),
phyB(hy3, dunkelgelb)phyAB
(orange), der Blaulichtrezeptor-
mutantercryl (hy4, graublau),
cry2 (fha-1, hellblau), der
transgenen PHYB-Uberexpri-
mierenden Linie (35S::PHYB,
hellgelb) und der Mutantget1
(grin) bei Bestrahlung mit
WeiBlicht fur 0 h (etioliert,
Kreis), 0,5 h (Dreieck, nur Col-
0 und detl), 2 h (Rhombus)
und 4 h (Quadrat).

2. Komponente : 17 % Varianz

25 20 -15  -10 -5 0 5 10 15 20
1. Komponente : 33 % Varianz

Entsprechend der Lage der Symbole in der Hauptkomponentenanalyse kénnen die Experi-
mente in vier Gruppen zusammengefasst werden. Eine Gruppe (im folgenden Gruppe 1)
umfasst die Experimente mit etiolierten Keimlingen mit Ausnahme der Mutatitéreise
in Abb. 15). Zu einer weiteren Gruppe (im folgenden Gruppe 2) zahlen die Experimente mit
belichteten Keimlingen (nach 2 h bzw. 4 h, Rhomben bzw. Vierecke in Abb. 15) der drei
Wildtypen Ler-0, Col-0 und Ws-2 (Abb. 15, dunkelblaue, schwarze und dunkelrote Symbole),
der RotlichtrezeptormutantgiyA phyBundphyAB(Abb. 15, rote, dunkelgelbe und orange
Symbole) sowie der Blaulichtrezeptormutantayl und cry2 (Abb. 15, hellblaue und
graublaue Symbole). Die Experimente mit Col-0 sind ebenfalls zu den Gruppen 1 und 2 zu
zahlen, dass zeigt die Analyse der ersten drei Komponenten in “J-Express” (3 Hauptachsen
bzw. Dimensionen, siehe Diskussion) bzw. auch die weitere Auswertung. Die Experimente
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unter Verwendung der Mutantiet1(Abb. 15, griine Symbole) bilden eine dritte Gruppe (im
folgenden Gruppe 3), wahrend die Experimente mit belichteten Keimlingen der PHYB-uber-
exprimierenden Linie (Abb. 15, gelbe Symbole) zu einer vierten Gruppe (im folgenden
Gruppe 4) zu zahlen sind.

Die Experimente zur Charakterisierung der Methode (siehe Pkt. 3.4) zeigten, dass zur Ver-
wendung von cDNA-Array-Daten Kriterien fur Reproduzier- und Interpretierbarkeit der
Experimente notwendig sind. Unter Verwendung der beiden aufgestellten Sicherheitskriterien
(siehe Pkt. 3.4.6) wurden die Expressionsdaten der Experimente auf 304 cDNA-Fragmente
(20 % des cDNA-Arrays) reduziert und erneut eine Hauptkomponentenanalyse durchgefihrt
(Abb. 16). Die Komponente 1 reprasentiert 47 % und die Komponente 2 19 % der Varianz,
so dass in Abb. 16 insgesamt 66 % der gesamten Varianz dargestellt sind. Trotz der Reduk-
tion der Expressionsdaten um 80 % sind im Vergleich der Hauptkomponentenanalysen
(Abb. 15 und 16) lediglich kleinere Veranderungen der Distanzen zwischen den einzelnen
Experimenten festzustellen. Die zuvor beschriebenen vier Gruppen von Experimenten (s. 0.)
sind nach der Reduktion des in der Hauptkomponentenanalyse verwendeten Datensatzes fast
unverandert. Aus den in Abb. 15 und 16 dargestellten Ergebnissen der Hauptkomponenten-
analyse kann geschlussfolgert werden, dass die etiolierten Keimlinge mit Ausnahme der
Mutantedetleine &hnliche Genexpression aufweisen (Gruppe 1). Das entspricht auch dem
Vergleich der Phanotypen (siehe Abb. 6 und 7).

Abb. 16: Fauptkomponentenanaly
se des auf 304 cDNA-Fragmente
reduzierten Datensatzes. In den
Experimenten zur Genexpression
wurden Keimlinge der Wildtypen
Col-0 (schwarz), Ler-0 (dunkel-
blau), Ws-2 (=phyD, dunkelrot),
der RotlichtrezeptormutantepiyA
(rot), phyB (hy3, dunkelgelb)phy-
AB (orange), der Blaulichtrezeptor-
mutantercryl (hy4, graublauyry2
(fha-1, hellblau), der transgenen
PHYB-Uberexprimierenden  Linie
(35S::PHYB, hellgelb) und der
Mutantedetl (griin) eingesetzt und
mit WeiBlicht fur 0 h (etioliert,
Kreis), 0,5 h (Dreieck, nur Col-0
unddet]), 2 h (Rhombus) und 4 h
(Quadrat) bestrahlt.

2. Komponente : 19 % Varianz

-15 -10 -5 0 5 10 15
1. Komponente : 47 % Varianz
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In einer zweiten Gruppe (Gruppe 2) in der Hauptkomponentenanalyse (Abb. 15 und 16) sind
die Belichtungsexperimente der Wildtypen, Phyto- und Cryptochrommutanten repréasentiert.
D.h. bei Bestrahlung mit Weil3licht ist die Genexpression in Photorezeptormutanten und
Wildtypen ahnlich. Folglich sind die in den Mutanten mutierten Rot- bzw. Blaulichtrezepto-
ren nicht mafl3geblich an der Genexpression unter den verwendeten Weildlichtbedingungen
beteiligt, denn aus dem Fehlen der jeweiligen Photorezeptoren folgt keine wesentliche
Veréanderung der Genexpression. Dieses Ergebnis ist Uberraschend, weil eigentlich Phyto-
und Cryptochrome als maf3geblich fur die Lichtwahrnehmung in Pflanzen gelten (siehe Pkt. 1).
Aus der Hauptkomponentenanalyse kann auf3erdem geschlussfolgert werden, dass eine
Veranderung der Genexpression bei Belichtung hauptsachlich in den ersten zwei Stunden
erfolgt (Abb. 16).

Aufgrund des von Wildtypen und Photorezeptormutanten abweichenden Phanotyps etiolier-
ter Keimlinge der Mutantdet1(vgl. Abb. 6) konnte eine veranderte Genexpression (Abb. 16,
gruner Kreis) erwartet werden. Uberraschenderweise erfolgte bei WeiRlichtbestrahlung keine
Angleichung der Genexpression an die in gleicher Weise belichteten Keimlinge von Wildty-
pen und Photorezeptormutanten. Offensichtlich durchlaufen die etiolierten Keimlinge von
detlbei Belichtung eine andere Entwicklung als die der Wildtypen und Photorezeptormutan-
ten. Entsprechend bilden die Belichtungsexperimente mit der Mulatten der Haupt-
komponentenanalyse eine separate Gruppe (Abb. 16, grine Symbole; Gruppe 3).

Ebenfalls abweichend von Wildtypen und Photorezeptormutanten ist die Genexpression in
belichteten Keimlingen der PHYB-Uberexprimierenden Linie (Abb. 16, hellgelbe Symbole).
Da die Genexpression auch von der in der Mutdeteabweicht, sind diese Experimente zu
einer vierten Gruppe (Gruppe 4) zu zahlen. Im Gegensatz zur Mdahteesitzen etiolierte
Keimlinge der PHYB-Uberexprimierenden Linie eine den Wildtypen und Photorezeptor-
mutanten &hnliche Genexpression. Erst die Weildlichtbestrahlung veranderte das Expressions-
verhalten der Gene in der transgenen Linie gegenuber den in Wildtypen und Photorezeptor-
mutanten. Demzufolge beeinflusst das UberexprimitéBdie Genexpression bei Belich-
tung. Diese Schlussfolgerung entspricht den Ergebnissen anderer Autoren. Deren Ergebnissen
zufolge (zur Ubersicht siehe Fankhauser 2001, vgl. Pkt. 1) besitzen Phytochrome erst in der
P-r-Form ihre aktive Funktion.

Die Hauptkomponentenanalyse zeigt, dass trotz der Reduktion des Datensatzes die wesentli-
chen Informationen erhalten bleiben. Eine Veranderung der Genexpression bei Belichtung
erfolgt hauptsachlich innerhalb der ersten zwei Stunden. Die Genexpression in Wildtypen und
Photorezeptormutanten ist Gberraschend ahnlich. Eine von Wildtypen und Photorezeptor-
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mutanten abweichende Genexpression ist fir etiolierte und belichtete Keimlinge der Mutante
detlund fur belichtete Keimlinge der PHYB-Uberexprimierenden Linie festzustellen.

3.5.2. Auswahl von Genen mit Relevanz fur Ereignisse der frihen Photomor-
phogenese

Mittels Hauptkomponentenanalyse wurden die Weil3lichtexperimente auf ihren Infor-
mationsgehalt Gberpruft (Pkt. 3.5.1). Fur eine detailiertere Analyse der Weil3lichtexperimente
sind zunachst diejenigen Gene zu bestimmen, die in der Hauptkomponentenanalyse mal3-
geblich an der Klassifizierung beteiligt waren. Den grof3ten Einfluss auf die Klassifizierung
sollten Gene mit der hochsten Veranderung der Expression im Vergleich der cDNA-Array-
Experimente haben. Zun&chst wurden Gene nach ihrer differenziellen Expression wahrend
der Belichtungsphase separat in jedem Wildtyp und jeder Mutante (siehe Pkt. 3.5.2.1) und
anschlieBend im Vergleich der Experimente von Mutanten gegentber allen drei Wildtypen
(siehe Pkt. 3.5.2.2) ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte aus dem Datensatz der 304 cDNA-
Fragmente, da nur diese den Sicherheitskriterien (siehe Pkt. 3.4.6) entsprechen.

3.5.2.1. Differenziell exprimierte Gene in Abhangigkeit von der Belichtungszeit

Aus dem reduzierten Datensatz (304 cDNA-Fragmente) wurden unter Anwendung des
differenziellen Kriteriums (siehe Pkt. 3.4.6) zunachst die in Abh&ngigkeit von der Belich-
tungszeit (0 h bis 4 h) differenziell exprimierten Gene jedes Wildtyp und jeder Mutante
bestimmt und mit dem Quotient der Signalwerte zwischen den cDNA-Array-Experimenten
in Tab. 7 aufgelistet. Ein “Plus” als Vorzeichen vor dem Quotienten entspricht zunehmenden
Signalintensitaten bei Belichtung, ein “Minus” abnehmenden Signalintensitaten. Zusatzlich
enthalt Tab. 7 Informationen zur Anzahl der cDNA-Fragmente pro differenziell exprimierten
Gen und zur putativen Funktion der Gene. Bis auf ein Gen (At4g32340) wurden alle cDNA-
Fragmente durch Sequenzierung und Datenbankvergleich Gberpriift.

Die Zusammenstellung der bei Belichtung differenziell exprimierten Gene zeigt, dass die
Gene, ihre Anzahl und der Wert der Quotienten in den einzelnen Pflanzen variieren (Tab. 7).
Von den ingesamt 60 ausgewahlten Genen (72 cDNA-Fragmenten) sind im Wildtyp Col-0 34
Gene (41 cDNA-Fragmente), im Wildtyp Ler-O 30 Gene (40 cDNA-Fragmente) und im
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Tab. 7: Gene, die wahrend der Weillichtbestrahlung (0 h bis 4 h) in Wildtypen oder Mutanten differenziell exprimiert werden. Dargestellt sind die Anzahl cDNA
Fragmente pro differenziell exprimiertem Gen, die Funktionszuordnung der Genprodukte laut “WUBIlastn2" und die hochsten Quotienten zwischen den Signalwerten

der cDNA-Array-Experimente. Ein “Plus” als Vorzeichen vor den Quotienten entspricht zunechmenden Signalintensititen bei Belichtung, ein “Minus” abnehmenden

Signalintensitéten.
60 Summe differenziell exprimierte Gene 34 30 24 19 13 19 18 21 13 8
72 Summe differenziell exprimierte cDONA-Fragmente 41 40 32 23 15 23 21 28 16 8
Anzahl
cDNA-
| Fragmente Gen ID Abk. [Funktion Col-0 Ler-0 Ws-2 phyA | phyAB | phyB cry1 cry2 det1 |35S::PHYB
2 At4g35770 Seneszenz assoziiertes Protein -12.8 -8.9 -49.1 -8.7 -11.8 -15.6 -13.6
1 At1g911260 Glukosetransproter -11.5 -6.8 -10.0 -6.4 -5.3 -9.3 -5.5
1 At1g79040 | PSBR |PS Il Untereinheit XVII -8.7 -5.5 -6.0
1 At1g09570 Phytochrom A -7.2 -5.6 -6.4 -5.6
1 At4923890 unbekanntes Protein -6.3 -7.2
1 At3958450 unbekanntes Protein -6.1 -5.1 -8.2 -8.0
2 At5g15230 Gibberellin-reguliertes Protein 4 -6.0 -5.3 -5.5 -9.1 -6.2
1 At5g44440 Berberinbriickenenzym ahnliches Protein -5.7 -6.0 -5.3 -5.3
1 At1904250 putative Auxin indziertes Protein -5.2
1 At4g36900 TINY - 8hnliches Protein -5.2 -5.0
1 At5g04140 Ferrodoxin abhangige Glutamatsynthase +5.1 +7.0 +5.3 +6.3
1 At1g20340 | PETE1 |Cytochrom b/f Komplex Untereinheit V(1) +5.1
1 At3g09440 Hitzeschockprotein (HSC70-3) +5.1 +11.6 +7.0
1 At1920340 unbekanntes Protein +5.2
2 At3g47470 | LHCA4 |Chlorophyll a/b-binde Protein +5.3 +5.9 +7.1 +5.3 +5.1
1 At2g46820 unbekanntes Protein +5.6 +5.5
1 At5g38410 Rubisco kleine Untereinheit 3b +5.7
1 At4925050 Acyltransportprotein dhnlich +6.2 +6.3 +6.4 +5.8 +7.2
1 At1g50250 putative plastidare FtsH Protease +6.6 +5.6
1 At2g40080 unbekanntes Protein +6.8 +10.0 +7.8
1 At1962180 Adenosin-5'-phosphosulfatreduktase +6.9 +7.4 +57.0 +5.7
1 At3g54890 | LHCA1 |Chlorophyll a/b-binde Protein +6.9 +7.1 +5.4 +10.0 +6.0
2 At1g15820 | LHCB6 |Chlorophyll a/b-binde Protein +7.3 +6.2 +6.4
1 At2g39730 Rubisco-Aktivase +7.9
1 At3g02730 Thioredoxin F1 +8.8 +7.5 +6.2 +5.4 +5.3 +6.7
2 At1g30380 | PSAK |PS I Untereinheit X +9.2 +9.1 +7.5 +6.1 +6.5 +8.9
1 At1g52230 | PSAH2 |PS | Untereinheit VIII(2) +10.2 +8.3 +7.0 +5.3 +10.9 +5.4 +5.6
1 At5g13630 Cobalaminbiosynthese Protein +10.3 +9.8 +7.7 +6.3 +5.5 +8.0
1 At3g27690 |LHCB2.4|Chlorophyll a/b-binde Protein +10.5 +26.1 +12.7 +6.8 +7.5 +12.9 +11.7 +19.5
2 At1g44575 | PSBS |PS Il Untereinheit XVIII +13.0 +7.0 +5.2 +5.1 +5.2
1 At3g61470 | LHCA2 |Chlorophyll a/b-binde Protein +13.1 +24.0 +23.0 +13.1 +6.6 +12.0 +16.4 +15.8
2 At5g54270 | LHCB3 |Chlorophyll a/b-binde Protein +14.5 +8.1 +9.6 +7.7 +5.5 +6.2 +6.9 +8.5
1 At2g05100 |LHCB2.1|Chlorophyll a/b-binde Protein +20.7 +16.0 +12.7 +11.2 +10.7 +15.0 +14.0 +10.7
1 At4922590 ahnlich Trehalose-6-phosphatphosphatase +23.5 +24.6 +16.6 +17.2 +13.5 +20.5 +17.8 +12.2
1 At3g01190 putative Peroxidase -6.2
1 rps7-01 30S ribosomales Protein Untereinheit S7 -5.2
1 At1974690 unbekanntes Protein +5.1 +6.6 +7.0
1 At4g28750 | PSAE1 |PS | Untereinheit V(1) +5.5
1 At1g31330 | PSAF |PS | Untereinheit VI +5.6
1 At2g30570 | PSBW |PS Il Untereinheit XXII +5.8
1 At4g21280 | PSBQ1 |PS Il Untereinheit XVI(1) +6.9
2 At1g29930 |LHCB1.3|Chlorophyll a/b-binde Protein +9.1 +6.1 +5.6 +5.3 -5.3
4 At2g34420 |LHCB1.5|Chlorophyll a/b-binde Protein +10.5 +8.4 +7.0 +8.5 -6.1
1 At2g34430 |LHCB1.4|Chlorophyll a/b-binde Protein +10.9 +11.8 +6.2 +7.0 +6.3 +5.2 +8.5
1 At2g40000 putatives Nematodenresistenzprotein -6.3 -5.1
1 At2915620 Ferrodoxinnitritreduktase +6.1 +5.1
1 At4g27440 Protochlorophilidoxidoreduktase -6.0 -8.3 -6.4 -74
1 At4932340 unbekanntes Protein -5.3
1 At5g25890 Indolylessigsaure induziertes Protein 28 +5.6
1 At4g09650 | ATPD |ATP-Synthase dhnliches Protein +5.1
2 At2g26500 | PETM |Cytochrom b/f Komplex Untereinheit XII -5.5
1 At1905340 unbekanntes Protein +8.7 +6.4
1 At3g49120 Peroxidase +8.3
1 At2g44790 Phytocyanin +6.3
1 At2g21130 unbekanntes Protein +5.8
1 At4g20860 Berberinbriickenenzym ahnliches Protein +5.5 +5.5
1 At1g55920 Serinacetyltransferase +5.3
1 At5g06760 LEA 3hnliches Protein +28.5 +6.7
1 At2g35300 LEA ahnliches Protein +10.0
1 At5g04340 Zinkfingertranskriptionsfaktor +16.3
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Wildtyp Ws-2 24 Gene (32 cDNA-Fragmente) in den cDNA-Array-Experimenten differen-
ziell exprimiert (siehe Tab. 7). Wahrend in den PhytochrommutagttgAbzw.phyBje 19

(23 cDNA-Fragmente) und in den Cryptochrommutantgf 18 (21 cDNA-Fragmente) bzw.
cry2 21 Gene (28 cDNA-Fragmente) differenziell exprimiert werden, sind in der Phytochrom-
doppelmutantephyAB nur 13 differenziell exprimierte Gene (15 cDNA-Fragmente) zu
verzeichnen. Ebenfalls 13 Gene (16 cDNA-Fragmente) werden in der Md&hia den
cDNA-Array-Experimenten differenziell exprimiert, in der PHYB-Uberexprimierenden Linie
hingegen nur 8 Gene (siehe Tab. 7).

13 der 60 Gene zeigen in den Wildtypen abnehmende Expression bei Belichtung (Tab. 7).
Den Experimenten von Bruct al. (1989) entsprechend befindet sich in dieser Gruppe
PHYA. Zu dieser Gruppe gehdren auch eine Reihe von Genen, fir die eine abnehmende
Expression bei Belichtung bisher nicht beschrieben wurde. Aufgrund ihrer funktionellen
Zuweisung sind diese Gene mit unterschiedlichen Stoffwechselwegen zu assoziieren (siehe
Tab. 7). Fur zwei der Gene erfolgte noch keine Funktionsbeschreibung. Der weitaus grol3ere
Teil der in den Wildtypen differenziell exprimierten Gene (33 Gene) zeigt bei Belichtung
zunehmende Expression (Tab. 7). Zu ihnen z&ahlen Rubisco AktRB&53b und 5 Gene
der LHC-Genfamilie (At2g05070, At2g34420, At2g34430, At3g54890, At3g61470). Zu
vergleichbaren Ergebnissen gelangten auch Tobin und Silverthorne (1985) sowie Orozco und
Ogren (1993, fir Rubisco Aktivase). Weitere kernkodierte GenettlerGenfamilie, der PS I-

(Abk. mit PSAbeginnend), PS II- (Abk. mRSBbeginnend) und des Cytochrom-b/f-Kom-
plexes (Abk. mitPET beginnend) zeigen ebenfalls zunehmende Expression bei Belichtung.
Unter den Genen mit zunehmender Expression bei Bastiguhhit Weililicht sind auch 4 Gene
ohne Funktionszuordnung (Tab. 7).

Die differenziell exprimierten Gene der Photorezeptormutaptem(phyB phyAR cryl,
cry2) sind mit wenigen Ausnahmen (At4g09650, At4g27440, At4g32340, At5g25890) auch
in den Wildtypen differenziell exprimiert (siehe Tab. 7). InsbesondeteHiieGene als Tell
der Antennenkomplexe des Photosyntheseapparates weisen nicht nur in den Wildtypen
sondern auch in den Photorezeptormutanten eine zunehmende Expression bei Belichtung auf.
Auffallig dagegen ist, dass in der Mutawketl meist andere Gene differenziell exprimiert
werden als in den Wildtypen, ebenso in der PHYB-Uberexprimierenden Linie (siehe Tab. 7).
Das entspricht den Ergebnissen der Hauptkomponentenanalyse (siehe Pkt. 3.5.1).

Erstaunlicherweise zeigen einige differenziell exprimierten Gene (siehe Pkt. 3.4.5) in den
Wildtypen zunehmende und in der Mutadétl abnehmende Expression, so z. B. 2#¢C-

Gene (At1g29930, At2g34420). Neben diesen Genen sind in der Mdi@iitauch eine
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Reihe von Genen zu verzeichnen, die weder in Wildtypen noch Photorezeptormutanten
differenziell exprimiert werden. Letzteres trifft auch auf 4 in 35S::PHYB differenziell
exprimierte Gene zu (siehe Tab. 7).

3.5.2.2. Differenziell exprimierte Gene der Mutanten

Die Hauptkomponentenanalyse (siehe Pkt. 3.5.1) zeigt nicht nur eine veranderte Gen-
expression in Wildtypen und Mutanten in Abhangigkeit von der Belichtungszeit sondern auch
eine veranderte Genexpression der Mutanten gegeniber den Wildtypen. Diese veranderte
Genexpression wurde insbhesondere fur die Experimente mit Keimlingen der Migtihte
und den belichteten Keimlingen der transgenen PHYB-Uberexprimierenden Linie durch die
Lage der Symbole in der Hauptkomponentenanalyse (Abb. 15 und 16) deutlich. Allerdings
konnen auch in den Photorezeptormutanten gegentber den Wildtypen differenziell ex-
primierte Gene existieren, denn die entsprechenden Experimente liegen in der Hauptkompo-
nentenanalyse nicht Ubereinander. Entsprechend sind fuir die Analyse alle diejenigen Gene aus
dem reduzierten Datensatz (304 cDNA-Fragmente) relevant, die im Vergleich zwischen
Mutanten und Wildtypen das differenzielle Kriterium (siehe Pkt. 3.4.6) erfullen. Da die
Mutationen in unterschiedlichen Wildtypen erzeugt wurden (siehe Pkt. 2.1.1), ist das differen-
zielle Kriterium gegenuber allen drei Wildtypen zu betrachten. Die ausgewéhlten Gene
wurden durch Sequenzierung und Datenbankvergleich tGberprift und sind nach Hohe ihrer
differenziellen Expression idetl bzw. den anderen Mutanten gegenuber den einzelnen
Wildtypen in Tab. 8 dargestelit.

In der Mutantelet1sind mit 43 der 58 Gene (54 der 71 cDNA-Fragmente) die meisten Gene
differenziell gegentber den Wildtypen exprimiert (siehe Tab. 8). Die anderen Mutanten
weisen im Vergleich zu den Wildtypen 16 bis 23 differenziell exprimierte Gene auf (siehe
Tab. 8).

In Tab. 8 sind Gene aufgelistet, die sowohl in der Mutdatgals auch in den anderen
untersuchten Mutanten differenziell gegentber den Wildtypen exprimiert sind. Zu diesen
Genen zahlen ein seneszenz-assoziertes Protein (At4g35770), Thioredoxin F1 (At3g02730),
Trehalose-6-phosphatphosphatase (At4g22590), ein Protein der Cobalaminbiosynthese
(At5g13630) und 4 Gene des Photosyntheseapparates (At1g30380, At2g05100, At3g61470,
At5g54270; siehe Tab. 8).

Im Gegensatz zu diesen 8 Genen sind eine Reihe von Genen in nur einer der untersuchten
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Tab. 8: Gene, die im Vergleich der Mutanten gegeniiber allen drei Wildtypen (Col-0, Ler-0, Ws-2) differenziell exprimiert sind. Dargestellt sind die Anzahl cDNA-
Fragmente pro differenziell exprimiertem Gen, die Funktionszuordnung der Genprodukte laut “WUBIlastn2" und die Quotienten zwischen den Signalwerten der

cDNA-Array-Experimente.

58 Summe differenziell exprimierte Gene 43 22 18 17 16 21 24
7 Summe differenziell exprimierte cDNA-Fragmente 54 26 24 21 19 25 32

Anzahl

cDNA-

Fragmente| GenID Abk. Funktion det1 35S::PHYB phyA phyAB phyB cryl cry2

1 At1962180 Adenosin-5'-phosphosulfatreduktase 77.2/24.2/25.8
2 At5g15230 Gibberellin-reguliertes Protein 4 35.4/21.0/10.9
2 At1g15820 | LHCB6 |Chlorophyll a/b-binde Protein 33.7/51.1/33.4| 7.0/10.6/6.9 9.9/5.6/8.8 9.4/5.3/8.4
2 At5g54270 | LHCB3 |Chlorophyll a/b-binde Protein 26.6/29.9/22.9| 6.7/7.5/5.7 | 11.3/6.1/8.9 | 14.2/7.7/11.2| 11.4/6.1/8.9 | 12.2/6.6/9.6 | 11.9/6.4/9.4
1 At3g58450 unbekanntes Protein 20.0/13.1/8.1 | 15.5/10.1/6.2 13.2/8.6/5.3
1 At3g09440 Hitzeschockprotein (HSC70-3) 19.1/18.3/12.5| 8.6/8.2/5.6
1 At3g61470 | LHCA2 |Chlorophyll a/b-binde Protein 16.5/13.5/8.7 | 16.1/13.2/8.5 | 6.9/15.4/22.8 | 8.0/17.8/26.4 | 8.0/17.8/26.5 |10.6/23.6/35.0| 6.6/14.8/22.0
1 At4g20860 Berberinbriickenenzym ahnliches Protein 14.1/38.7/21.8
2 At1g44575| PSBS |PS Il Untereinheit XVIII 13.7/13.1/16.2(14.4/13.7/17.0| 6.7/6.4/7.9 6.8/6.4/8.0 | 7.3/6.9/8.6 | 8.3/7.9/9.7
1 At3g16410 putatives Lektin 13.2/9.4/19.6
2 At4g35770 Seneszenz assoziiertes Protein 13.0/13.6/84.8|10.6/11.1/69.2| 8.2/8.6/53.5 [10.3/10.8/67.2| 6.6/6.9/43.0 | 5.3/5.5/34.4 | 6.9/7.2/44.7
1 At5g06760 LEA ahnliches Protein 12.7/8.8/7.5
1 At4g02770 | PSAD1 |PS | Untereinheit IV(1) 12.6/13.2/8.3
1 At5g04340 Zinkfingertranskriptionsfaktor 12.5/29.4/22.4| 8.3/19.5/14.9
1 At3g01190 putative Peroxidase 12.2/9.3/6.4
1 At2g05100 | LHCB2.1 |Chlorophyll a/b-binde Protein 12.2/10.5/6.4 | 9.7/8.3/5.1 | 9.8/8.9/11.5 |17.4/15.7/20.3|13.3/12.0/15.5|11.4/10.3/13.3|13.5/12.2/15.8
1 At1904250 putative Auxin indziertes Protein 11.6/11.4/6.8
1 At4g27440 Protochlorophilidoxidoreduktase 11.5/41.5/33.2 12.1/5.2/5.2 | 12.4/5.3/5.3 | 12.6/5.4/5.4
1 At5g13630 Cobalaminbiosynthese Protein 10.9/9.5/6.4 | 12.9/11.1/7.5| 6.7/7.4/8.6 6.5/7.2/18.4 5.5/6.1/7.0 |15.6/13.5/9.1| 5.3/5.8/6.8
2 At3g47470 | LHCA4 |Chlorophyll a/b-binde Protein 10.4/7.6/5.7 | 9.2/6.7/5.0 | 9.7/7.1/5.3 9.7/7.1/5.3 | 11.4/8.4/6.3
1 At3g02730 Thioredoxin F1 9.3/8.3/8.6  [13.3/12.6/10.1| 7.3/6.6/6.8 | 8.7/7.8/8.0 6.3/5.7/5.8 | 6.0/5.4/5.6 | 6.9/6.1/6.4
2 At3g16420 putatives Lektin 7.8/9.5/11.9
1 At4g23890 unbekanntes Protein 7.7/8.6/14.8 10.3/5.8/6.0
1 At5g64570 R-Xylosidase 7.5/5.7/5.0
1 At1g03130 | PSAD2 |PS | Untereinheit IV(2) 7.1/8.3/6.2
2 At4g35250 unbekanntes Protein 7.1/5.7/5.2
2 At4g10340 | LHCB5 [Chlorophyll a/b-binde Protein 6.9/8.3/7.4
1 At1g05340 unbekanntes Protein 6.9/23.5/27.0 | 5.1/17.4/20.0
1 At2g34430 | LHCB1.4 |Chlorophyll a/b-binde Protein 6.9/10.5/5.7 7.1/10.8/5.8 9.3/14.2/7.7
2 At1g30380 | PSAK |PS | Untereinheit X 6.8/7.7/6.5 [12.7/14.4/12.3| 6.3/5.5/5.3 | 10.4/9.1/8.8 | 7.5/6.6/6.4 | 9.5/8.3/8.0 | 7.4/6.5/6.3
1 At1g11260 Glukosetransproter 6.8/11.0/19.8 | 6.1/9.8/17.6 30.3/11.1/9.1 17.4/6.4/5.2
1 At1g52230 | PSAH2 |PS | Untereinheit X(2) 6.7/9.9/10.0 | 5.2/7.6/7.7 | 5.9/8.7/8.7 |[19.1/10.5/8.8 | 11.9/6.5/5.5 | 11.5/6.3/5.3
1 At4g21280 | PSBQ7 _|PS Il Untereinheit XVI(1) 6.7/12.8/9.0 8.0/6.7/5.5
1 At4g18480 Protein CH42 6.6/9.7/6.8
1 At2g44790 Phytocyanin 6.6/10.5/5.7 5.1/6.1/7.4
1 At3g26650 Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase A | 6.5/8.1/13.6
1 At3g49120 Peroxidase 6.5/12.3/10.9
1 At1g55920 Serinacetyltransferase 6.3/8.8/15.3
3 At2g34420 | LHCB1.5 |Chlorophyll a/b-binde Protein 5.9/12.4/5.6 6.5/13.7/6.2 6.6/13.8/6.2
1 At4g27000 DNA-binde Protein 5.6/9.0/9.8
1 At3g45970 unbekanntes Protein 5.6/5.6/6.5
1 At4g22590 Trehalose-6-phosphatphosphatase 5.2/6.0/6.8 | 12.4/11.2/6.6 |13.4/15.5/17.7|19.2/22.2/25.4|15.7/18.1/20.7|14.4/16.7/19.0{15.2/17.5/20.1
2 At3g17390 S-adenosylmethioninsynthetase &hnlich 5.0/7.4/6.3
1 At1g09570 Phytochrom A 9.5/11.6/11.1| 9.9/6.3/5.6 | 11.6/7.4/6.6 12.3/7.8/6.9
1 At2g15620 Ferrodoxinnitritreduktase 7.9/10.6/11.4 6.3/8.4/9.1
1 At4g25050 Acyltransportprotein dhnlich 7.1/9.2/6.4 6.9/5.4/5.5 | 6.2/8.1/5.6 | 6.5/8.4/5.8 | 8.4/11.0/7.6
1 At2g46820 unbekanntes Protein 6.1/7.5/5.5 8.5/10.5/7.6
1 At4g09650 | ATPD |ATP-Synthase dhnliches Protein 5.8/5.7/5.3 7.1/7.1/6.6
1 At5g04140 Ferrodoxin abhangige Glutamatsynthase 13.5/5.5/7 1 14.3/5.8/7.5
1 At3g27690 | LHCB2.4 |Chlorophyll a/b-binde Protein 11.6/10.5/5.8 |27.3/24.8/13.6| 17.6/16.0/8.8 | 18.8/17.1/9.4 |23.2/21.1/11.6
1 At5g44440 Berberinbriickenenzym ahnliches Protein 9.9/7.6/22.2 | 7.4/5.7/16.7 | 8.1/6.2/18.3 7.9/6.0/17.7
2 At1929930 | LHCB1.3 |Chlorophyll a/b-binde Protein 6.0/9.7/6.1 5.7/9.3/5.8
1 At49g28750 | PSAE1 |PS | Untereinheit V(1) 7.1/5.8/6.0
1 At3g54890 | LHCAT1 |Chlorophyll a/b-binde Protein 14.8/11.9/7.7 | 12.2/9.8/6.3
1 At5g25890 Indolylessigsaure induziertes Protein 28 8.9/9.8/6.2
1 At2g39730 Rubisco-Aktivase 7.1/6.9/5.3
1 At1g50250 putative plastidare FtsH Protease 13.2/9.1/5.7
1 At1g74690 unbekanntes Protein 10.1/9.6/7.1




3. Ergebnisse

Mutanten differenziell exprimiert. 19 der ausgewahlten Gene (siehe Tab. 8) sind nur in der
Mutantedetlund lediglich weitere 5 Gene nur in den MutandyAB (At4g28750)cryl
(At2g39730, At5g25890) undry2 (At1g50250, Atlg74690) differenziell exprimiert. Das
entspricht der Hauptkomponentenanalyse (Abb. 15 und 16), die zeigt, dass die Genexpression
in der Mutantedetldeutlich von der in allen anderen Pflanzen abweicht. Erstaunlicherweise
ist keines der Gene ausschliel3lich in der PHYB-Uberexprimierenden Linie differenziell
exprimiert, obwohl die Hauptkomponentenanalyse fur die Experimente mit belichteten
Keimlingen dieser Linie ebenfalls eine abweichende Genexpression ausweist. Eine Ursache
ware moglicherweise eine Vielzahl geringerer Expressionsunterschiede.

3.5.2.3. Reduzierung des Datensatzes auf die Hauptkomponentenanalyse
bestimmende Gene

In den zwei vorhergehenden Abschnitten wurden Gene mit den héchsten Veranderungen in
der Expression einerseits bei Belichtung der Pflanzen (siehe Pkt. 3.5.2.1) und andererseits im
Vergleich zwischen Mutanten und Wildtypen (siehe Pkt. 3.5.2.2) ausgewahlt, da die Haupt-
komponentenanalyse hauptsachlich von diesen beeinflusst werden sollte. Entsprechend
muften die ausgewahlten differenziell exprimierten Gene die Lage der Experimente in der
Hauptkomponentenanalyse (siehe Pkt. 3.5.1) widerspiegeln.

Um diese Annahme zu Uberprifen, wurden die differenziell exprimierten Gene der Tab. 7
und 8 vereinigt. Mit diesem Datensatz differenziell exprimierter Gene der Weil3lichtexperi-
mente, bestehend aus 71 Genen bzw. 88 cDNA-Fragmenten (siehe Anhang: Auswahl_Weil3-
licht.xls), wurde erneut eine Hauptkomponentenanalyse durchgefuhrt. Das Ergebnis ist in
Abb. 17 dargestellt.

Die beiden dargestellten Komponenten geben insgesamt 77 % der Varianz des gewéahlten
Datensatzes wieder. Obwohl der Datensatz differenziell exprimierter Gene nur noch 6 % der
urspringlichen Fragmente des cDNA-Arrays enthalt, sind nur kleinere Veranderungen im
Vergleich zu den in Abb. 15 und 16 dargestellten Hauptkomponentenanalysen festzustellen
(vgl. Abb. 15 und 16 mit 17). Die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalysen sind einander
ahnlich. Folglich bleiben trotz der Reduktion des betrachteten Datensatzes um 94 % die
relevanten Informationen (siehe Pkt. 3.5.1) erhalten. D.h. die ausgewahlten 71 Gene zeigen
die wesentlichen Unterschiede in der Genexpression.
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Nachtraglich wurden die Weildlichtexperimente mit Keimlingen der Phytochromchromo-
phormutanternyl undhy2 durchgefihrt. Die Einbeziehung dieser Datensétze in die Analyse
bestétigen die fur die Phytochromrezeptormutanten ermittelten Ergebnisse und schliel3en
aufgrund des Phytochromchromophordefektes der Mutdmyteandhy?2 alle Phytochrome
(A -E) in die Analyse mit ein (siehe Anhang: Pkt. 6.1).

Abb. 17: Hauptkomponentenana-
lyse des auf 88 cDNA-Fragmente
reduzierten Datensatzes. In den
Experimenten zur Genexpression
wurden Keimlinge der Wildtypen
Coal-0 (schwarz), Ler-0 (dunkel-
blau), Ws-2 (=phyD, dunkelrot),
der RotlichtrezeptormutantghyA
(rot), phyB(hy3, dunkelgelbphy-
AB (orange), der Blaulichtrezep-
tormutantercryl (hy4, graublau),
cry2 (fha-1, hellblau), der trans-
genen PHYB-Uberexprimierenden
Linie (35S::PHYB, hellgelb) und
der Mutantedet1(griin) eingesetzt
und mit WeiRlicht fir O h (etio-
liert, Kreis), 0,5 h (Dreieck, nur
15 -10 5 0 5 10 15 Col-0 unddet), 2 h (Rhombus)
und 4 h (Quadrat) bestrahit.

15

10

a1

2. Komponente : 20 % Varianz
o

1. Komponente : 57 % Varianz

3.5.3. Gruppierung der differenziell exprimierten Gene

Nach der Reduktion des Datensatzes auf 71 differenziell exprimierte Gene (88 cDNA-
Fragmente) wurde versucht, Gene mit ahnlichem Expressionsverhalten in Gruppen zu-
sammenzufassen, um die Interpretation der Daten weiter zu vereinfachen. Zur Gruppierung
der Gene wurde das statistische Verfahren “K-Mean Clustering” im Programm “J-Express”
verwendet. Fur die Gruppierung der Expressionsdaten wurde die Anzahl der zu bildenden
Gruppen und eine Zufallszahl vorgegeben. Die weiteren Parameter (Initialisierungsmethode
und Distanzmessung) wurden entsprechend der Standardeinstellung verwendet. Um zu einem
maoglichst optimalen Ergebnis bezuglich der Gruppierung von Genen mit ahnlichem Ex-
pressionsverhalten zu gelangen, wurde die Anzahl zu bildender Gruppen variiert bzw. die
Zufallszahl verandert. Zur Einschéatzung des Gruppierungsergebnisses wurde die Expression
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der gruppierten Gene mit einem zweiten statistischen Verfahren “Closest Neighbours” in
“J-Express” auf ihre Gruppierung bzw. die Abweichungen der zeitlichen Expression der Gene
voneinander Uberprift. Als eine optimale Lésung ergab sich die Einteilung der differenziell
exprimierten Gene in 10 Gruppen. Die zeitabhangige Expression der Geasein &0 Grup-

pen ist in Abb. 18 unterteilt nach Wildtypen Col-0, Ler-0 und Ws-2, Rotlichtrezeptormutan-
tenphyA phyBundphyARB Blaulichtrezeptormutanteeryl undcry2, Mutantedetl, sowie
PHYB-Uberexprimierender Linie dargestellt. Tab. 9 enthalt die differenziell exprimierten
Gene gruppenweise mit ihrer jeweiligen Funktionszuordnung sowie der Identitat der
Nukleotidsequenz (in %) im Vergleich zur Datenbank.

Bezogen auf die Wildtypen weisen 2 Gruppen (1, 2) abnehmende, 4 Gruppen (3 - 6) anna-
hernd konstante und 4 Gruppen (7 - 10) zunehmende Expression der ausgewahlten Gene
(siehe Pkt. 3.5.2.3) bei Bestrahlung mit Weil3licht auf (Abb. 18). Die Photorezeptormutanten,
zu denen Phytochrom- und Cryptochrommutanten zéhlen, zeigen in allen Gruppen ein sehr
ahnliche Genexpression im Vergleich zu den Wildtypen. Das entspricht einem Ergebnis der
Hauptkomponentenanalyse. Dieses ergab fir Experimente mit etiolierten und belichteten
Keimlingen der Wildtypen und Photorezeptormutanten jeweils eine gemeinsame Gruppe (vgl.
Abb. 17). Der Vergleich der Gruppen in Abb. 18 zeigt auch, dass diese sich hauptsachlich
durch die Expression der Genedetl und teilweise in 35S::PHYB unterscheiden. Das
wiederum ist auch Aussage der Hauptkomponentenanalyse. Die Experimente mit Keimlingen
der Mutantedetlund mit belichteten Keimlingen der PHYB-uberexprimierenden Linie sind
in der Hauptkomponentenanalyse (vgl. Abb. 17) Gruppen zugeordnet, die von Wildtypen und
Photorezeptormutanten abweichen. Im folgenden wird dieses abweichende Expressions-
verhalten der Gene in den einzelnen Gruppen analysiert.

Im Gegensatz zur sinkenden Expression der Gene der Gruppen XAipiol 28) in den

Wildtypen bei Belichtung ist inletl deren Expression anndhernd konstant, allerdings auf
unterschiedlichen Expressionsniveaus. In der PHYB-uberexprimierenden Linie weisen die
Gene der Gruppe dine den Wildtypen und Photorezeptormutanten ahnliche Expression auf,
wéahrend die Gene der Gruppeile geringere Abnahme der Expression bei Belichtung im
Vergleich zu den Wildtypen zeigen (siehe Abb. 18).

Annahernd gleichbleibende Expressionswerte zeigen die Gene der Grifige 28) in
den Wildtypen. Ein &hnliches Expressionsverhalten wurde fir diese Gene auch in der PHYB-
uberexprimierenden Linie nachgewiesen.detl ist die Expression dieser Gene relativ
konstant, allerdings um den Faktor 4 niedriger als in Wildtypen, Photorezeptormutanten und
PHYB-uberexprimierender Linie.
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Abb. 18: Gruppenweise Darstellung der Expression der 71 differenziell exprimierten Gene (88 cDNA-Fragmen-
te) fir die Keimlinge (5 d) der Wildtypen Col-0, Ler-0 und Ws-2; der Rotlichtrezeptormutanten phyA, phyB und
phyAB; der Blaulichtrezeptormutanten cryl und cry2; der Mutante detl sowie der PHYB-iiberexprimierende
Linie bei Bestrahlung mit WeiRlicht. Die Signalintensitaten wurden logarithmisch (log,) Uber die Zeit abge-
bildet. Fur jede Gruppe wurde der typische zeitliche Verlauf der Expression durch die farbige Markierung eines
Genes dargestellt. Die Farbwahl fir Wildtypen und Mutanten entspricht der in Abb. 17.
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Tab. 9: Zuordnung der differenziell exprimierten Gene zu den Gruppen 1 bis 10, sowie Funktionszuordnung
der Genprodukte laut “WUBIastn2" und Identitét der Nukleotidsequenz (in %) im Vergleich zur Datenbank

(MIPS). Die mit ‘v gekennzeichneten cDNA-Fragmente wurden durch Sequenzierung und Datenbankver-

gleich Uberprift.

Gruppe Gen Abk. Funktion Identitat
1 Atlg04250 putativ Auxin induziertes Protein 91% v
1 Atlg09570 PHYA  Phytochrom A B% V
1 At3g01190 putative Peroxidase 96 % v
1 At3g58450 putatives Protein 9% v
1 At4g27440 PORB  Protochlorophylidoxidoreduktase 94 % v
1 At4936900 TINY-ahnliches Protein 82% v
1 At5g15230 Gibberellin-reguliertes Protein 4 100 % v
1 At5g44440 Berberinbriickenenzym-ahnliches Protein 91 %v
2 At1g11260 Glukosetransporter 97% v
2 At2g40000 putatives Nematodenresistenzprotein 99 %v
2 At2g44790 Phytocyanin 8% V
2 At3g45970 unbekanntes Protein 100% v
2 At4g23890 unbekanntes Protein 9% v
2 At4g32340 unbekanntes Protein 9% v
2 At4g35770 Seneszenz-asoziiertes Protein senl 99 W
2 At5g25265 unbekanntes Protein 9% % v
2 rps7-01 30S ribosomales Protein S7 (plastidar) 61 %v
3 At3g16410 putatives Lektin 97% v
3 At3g16420 putatives Lektin %% VvV
3 At3g17390 putative S-Adenosylmethioninsynthetase 94 %v
4 At3g26650 Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase A 99 W
4 At3g49120 Peroxidase 9% v
5 At5g64570 3-Xylosidase 9%
6 At1g05340 unbekanntes Protein 100% v
6 At1g55920 Serin-acetyltransferase 99 % v
6 At1g62180 putative Adenosin-5"-phosphosulfatreduktase 98 %/
6 At2g21130 Cyclophilin 2% Vv
6 At2g35300 ahnlich zu LEA-Proteinen 9% v
6 At3g09440 Hitzeschockprotein (At-hsc70-3) 100% v
6 At4g20860 Berberinbriilickenenzym-ahnliches Protein 100 %
6 At5g04340 putativer Zinkfingertranskriptionsfaktor 9% v
6 At5g06760 ahnlich zu LEA -Protein 9% vV
6 At5g57685 unbekanntes Protein 96 % v
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Fortsetzung Tab. 9:

Gruppe

N NN N

O 00 00 0

© © © © © © © O © © © © © © ©

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Gen

At1g50250
At2g40080
At5g04140
At5g25890

At1g29930*
At2g26500*
At2g34420
At2g34430
At4g10340

At1g20340*
At1g30380
At2g05100
At2g15620
At2g30570
At2g39730
At2g46820
At3g02730
At3g27690
At3g54890
At4g22590
At4g25050
At4g28750
At4g35250
At5g38410

At1g03130
At1g15820
At1g31330
Atlg44575
At1g52230
At1g74690
At3g17390
At3g47470
At3g61470
At4g02770
At4g09650
At4g10340
At4g18480
At4g21280
At5g13630
At5g54270

Abk.  mgl. Funktion

putative chloroplastidare FtsH-Protease
unbekanntes protein
Ferrodoxin-abhéngige Glutamat-Synthase
Indolylessigsaure induziertes Protein 28

LHCB1.3 Chlorophyll-a/b-bindendes Protein
PETM  Cytochrom b/f Komplex Untereinheit XII
LHCBL1.5 Chlorophyll-a/b-bindendes Protein
LHCBZ1.4 Chlorophyll-a/b-bindendes Protein
LHCB5 Chlorophyll-a/b-bindendes Protein

PETE1 Cytochrom b/f Komplex Untereinheit V(1)

PSAK  Photosystem | Untereinheit X

LHCB2.1 Chlorophyll-a/b-bindendes Protein
Ferrodoxin-Nitrit Reduktase

PSBW  Photosystem Il Untereinheit XXII
Rubisco-Aktivase
unbekanntes Protein
Thioredoxin

LHCB2.4 Chlorophyll-a/b-bindendes Protein

LHCA1 Chlorophyll-a/b-bindendes Protein
ahnlich Trehalose-6-phosphatphosphatase
Acyl-Carrier-ahnliches Protein

PSAE1 Photosystem | Untereinheit V
unbekanntes Protein

RBCS3b Ribulosebisphosphat-Carboxylase kl. Untereinheit 3197 %

PSAD2
LHCB6
PSAF
PSBS
PSAH2

Photosystem | Untereinheit 1V(2)
Chlorophyll-a/b-bindendes Protein
Photosystem | Untereinheit VI
Photosystem Il Untereinheit XVIII
Photosystem | Untereinheit VIII(2)
unbekanntes Protein
putative S-Adenosylmethioninsynthetase
Chlorophyll-a/b-bindendes Protein
Chlorophyll-a/b-bindendes Protein
Photosystem | Untereinheit 1V(1)
ATP-Synthase-Komplex Untereinhéit
Chlorophyll-a/b-bindendes Protein
Protein ch-42-Vorlaufer, Chloroplast
Photosystem Il Untereinheit XVI(1)
Cobalamin-Biosynthese-Protein
Chlorophyll-a/b-bindendes Protein

LHCA4
LHCA2
PSAD1
ATPD

LHCB5

PSBQ1

LHCB3
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3. Ergebnisse

Die Gene der Gruppezigen ebenfalls nur geringe Veranderungen im Expressionsverhal-
ten in Wildtypen, Photorezeptormutanten und transgener Linie. Allerdings sind die beiden
Gene in der Mutantdet1deutlich unterschiedlich exprimiert. In Gruppésbnur ein Gen
enthalten, d.h. keines der anderen ausgewahlten Gene zeigt eine zu diesem Gen ahnliche
Expression.

In Gruppe §Abb. 18) ist das Expressionsverhalten der Gene in den Wildtypen anndhernd
konstant . Im Gegensatz dazu steigen bei Belichtung die Expressionswerte in der Mutante
detl und der transgenen PHYB-uberexprimierenden Linie an. Ebenfalls zunehmend bei
Belichtung sind die Expressionswerte fur die Gene der GruppbkbZ 18), jedoch nicht nur
in detlund 35S::PHYB sondern auch in den Wildtypen und Photorezeptormutanten.

Die relative mMRNA-Abundanz der Gene der Gruppen 8 b{&hb. 18) ist zunehmend in

Wildtypen und den Photorezeptormutanten. Im Gegensatz hierzu sind bei Belichtung die
Expressionswerte in der Mutardetlabnehmend. In der PHYB-Uberexprimierenden Linie
wurde eine annahernd konstante bzw. im Vergleich zu den Wildtypen nur wenig zunehmende
Expression fur diese Gene ermittelt.

Eine Einordnung der Gruppen in einen biologischen Zusammenhang ist schwierig. In einer
Reihe von Gruppen sind den Genen unterschiedlichste Funktionen (Tab. 9) zugeordnet, so
dass die Genprodukte verschiedenen Stoffwechselwegen zugeordnet werden mussen. Ein
weiteres Problem fur die biologische Analyse der Gruppen sind die durch die verwendeten
Gene nur unvollstandig reprasentierten Stoffwechselwege. Auffallig ist die Haufung von
Genen des Photosyntheseapparates in den Gruppen 8 bis 10 (Tab. 9). Fiur diese Gene ist eine
sehr &hnliche Expression bei Belichtung in den Wildtypen und Mutanten gezeigt (Abb. 18),
was auf eine mdgliche Ko-Regulation dieser Gene schliel3en lasst.

Der gruppenweise Vergleich der Genexpression in Wildtypen und Mutanten zeigt, dass
analog zur Hauptkomponentenanalyse (Abb. 17) zwischen Wildtypen und Photorezeptor-
mutanten nur geringe Unterschiede festzustellen sind. Folglich haben die Mutationen in den
Photorezeptorgenen kaum Einfluss auf die Expression der analysierten Gene (Abb. 18, siehe
Pkt. 4.8 und 4.10). Gleiches gilt fir die Gene der Gruppe 1, 3 bis 5 und 7 in der PHYB-
Uberexprimierenden Linie, wahrend die Gene der Gruppe 2, 6, 8 bis 10 eine verédnderte
Genexpression aufweisen. Weil das Uberexprimie¥Bdie einzige bekannte genetische
Veréanderung der transgenen Linie gegentber den Wildtypen darstellt (Véagher991),
ist die veranderte Expression dieser Gene als PHYB-spezifisch einzustufen. Allerdings zeigen
die Gene der Gruppen 2, 6, 8 bis 10 auch in der Mutktiesine gegeniber den Wildtypen
veranderte Genexpression. Entsprechend ist das Expressionsprofil dieser Gene sowohl
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3. Ergebnisse

PHYB- auch als DET1-spezifisch. Die Genexpression in den Gruppen 2 und 7 bis 10 ist in
der Mutantedetl und der PHYB-uberexprimierenden Linie jeweils unterschiedlich bei
Belichtung.Im Gegensatz zur transgenen Linie sirtktthauch die Gene der Gruppen 1 und

3 bis 6 durch eine veranderte Genexpression im Vergleich zu Wildtypen und Photorezeptor-
mutanten gekennzeichnet. Folglich ist das Expressionsverhalten dieser Gene ebenfalls als
DET1-spezifisch einzustufen. Somit sind alle ausgewahlten differenziell exprimierten Gene
von der Mutation des DET1-Genes betroffen. Inwieweit die Beeinflussung der Genexpression
direkt oder indirekt durch DET1 erfolgte, kann durch diese Experimente nicht beantwortet
werden.

Nicht nur mit Beginn der Belichtung sondern auch wahrend der Belichtungsphase ist eine
Veranderung der Genexpression in den Pflanzen unabhéangig von den jeweiligen Mutationen
festzustellen. Der Anstieg der relativen mRNA-Expression unterscheidet sich haufig deutlich
zwischen den Zeitintervallen 0 h bis 2 h und 2 h bis 4 h (siehe Abb. 18: Gruppen 1, 2 und 6
bis 10). Mdglicherweise existieren in den untersuchten Zeitintervallen mindestens zwei
Mechanismen zur Steuerung der Genexpression bei Belichtung.

Mit der Gruppierung der ausgewahlten differenziell exprimierten Gene wurde eine aus-
gepragte Ko-Expression von Genen bei Belichtung festgestellt. Die vergleichende Analyse
der Genexpression der Gruppen zwischen Wildtypen und Photorezeptormutanten zeigte kaum
Unterschiede. Im Gegensatz hierzu unterlagen die ausgewahlten, differenziell exprimierten
Gene bei Bestrahlung mit Weil3licht in der Mutadetlim Vergleich zu Wildtypen und
Photorezeptormutanten einer generellen Verdnderung der Genexpression. In der PHYB-
Uberexprimierenden Linie traf dies nur auf die Gene der Gruppen 2, 6, 8 bis 10 (Abb. 18) zu.
Aus der Steuerung der Expression derselben Gene durch DET1 und PHYB sowie der Ver-
anderung der Genexpression wahrend der Belichtungsphase kann geschlussfolgert werden,
dass mindestens zwei Mechanismen fur die Steuerung der ausgewahlten, differentiell ex-
primierten Gene verantwortlich sind.

3.5.4. Vergleich von Array- und Northern-Blot-Experimenten

Zur Uberpriifung der Ergebnisse der cDNA-Array-Experimente und der cDNA-Array-
Technik als Methode wurde die klassische Northern-Blot-Methode angewendet, da diese seit
Jahren erprobt und die methodische Umkehrung zur Array-Technik ist. Die Durchfiihrung des
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3. Ergebnisse

Experimentes erfolgte nach Sreenivastlal. (2002) mit totalRNA von 0 h und 4 h belichte-

ten Keimlingen der Wildtypen Ler-O und Col-0, der PhytochrommutambpA, phyB,
phyAB, der Mutanteletlund dePHYB-Uiberexprimierenden Linie. Als radioaktive fit P
markierte Sonden wurden dasiCA3-Gen bzw. ein rDNA-Fragment eingesetzt. Nach
Hybridisierung der Sonden, Aufzeichnung und Bestimmung der Signalwerte wurden die
LHCA3Werte anhand der rRNS-Werte normalisiert (Tab. 10). Hierfur wurde der héchste
Wert des Northern-Blot-Experimentgsh{yAB,4h) zu 100 % und alle anderen Messwerte
gegenuber diesem in Relation gesetzt. Dasselbe erfolgte fur die normalisierten Hybridi-
sierungswerte ddsHCA3-Genes der cDNA-Array-Weildlichtexperimente. Um die Ergebnisse
von Northern-Blot- und cDNA-Array-Experimenten miteinander vergleichen zu kdnnen,
wurden die Quotienten der relativen mRNA-Expression fur Wildtypen und Mutanten zwi-
schen belichteten (4 h) und etiolierten (0O h) Keimlingen berechnet. Bei Quotienten kleiner 1
sind die Expressionswerte abnehmend bei Belichtung.

Tab. 10: Vergleich der Ergebnisse von Northern-Blot- und cDNA-Array-Experimenten anhand von Hybridisie-
rungsergebnissen deBICA3Genes. Links die zugehorigen Northern-Blot-Hybridisierungen mit dem LHCA3-

und rDNA-Fragment. Die Zuordnung der Proben entspricht den Zeilen in der Tabelle. Pfeile zeigen die
Richtung der Expression bei Belichtung (zunehmende Expression - schwarze Pfeile, abnehmende Expression -
rote Pfeile).

LHCA3 Weildlicht Quotient Northern-Blot cDNA-Array Quotient

Northern- cDNA-
rDNA  LHCA3 Blot Array
in [% max. [% max.
Experiment [h] Signal] Signal]
35S::PHYB 4h + 41,7 44,9 +
0,59 0,70
, 35S::PHYB Oh 71,2 64,0
phyAB 4h f 100,0 100,0 *
3,02 1,65
phyAB Oh 33,1 60,7
hyB 4h f 87,6 87,3 *
- Py 4,02 3,38
phyB Oh 21,8 25,9
phyA 4h f 69,6 85,4 *
6,74 8,58
' phyA Oh 10,3 10,0
- det1 4an + 7.5 0,0 +
0,14 0,00
J det1 Oh 53,1 54,7
| Ler-0 4h * 51,8 108,1 *
2,80 7,23
Ler-0 Oh 18,5 15,0
2 colo 4h 23,9 90,0
1,48 6,03
Y colo oh 16,2 14,9

76
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Die Quotienten zeigen im Vergleich der Methoden jeweils diesselbe Richtung der Ex-
pression (Pfeile in Tab. 10) deBICA3 Genes in Wildtypen und Mutanten bei Belichtung.
Dabei sind die relativen mRNA-Expressionswerte fur Wildtypen und Photorezeptormutanten
zunehmend, fir die Mutanteetlund die transgene Linie abnehmend. Somit bestétigte das
Northern-Blot-Experiment die mittels cDNA-Array erzielten Ergebnisse und das unter-
schiedliche Expressionsverhalten der Gene in den Wildtypen, den Phytochrommutanten, der
Mutantedetlund der PHYB-Uberexprimierende Linie (Tab. 10).

3.5.5. Untersuchung von ko-exprimierten Genen auf gemeinsame
Promotorelemente

Ahnliche Expressionsprofile waren die Voraussetzung fiir die Bildung von Gruppen ko-
exprimierter Gene (siehe Abb. 18). Eine mogliche Ursache fiir die Ko-Expression der Gene
konnte eine gemeinsame Regulation der Transkription sein, vermittelt durch Transkriptions-
faktoren, die an gemeinsame Promotorelemente binden.

Um diese Mdglichkeit zu prifen, wurden zunéchst 500 bp oberhalb des Startkodons aus der
genomischen Sequenz von Arabidopsis (MIPS) fir alle ausgewahlten differenziell expri-
mierten Gene (siehe Pkt. 3.5.3) extrahiert und diese gruppenweise mit dem Programm
“Meme” nach gemeinsamen Promotorelementen durchsucht. Fir diese Suche wurde die zu
erwartende Lange der Bindestelle vorgegeben. Zur Bestimmung dieses Wertes wurde von
einer Grol3e der Transkriptionsfaktoren von 500 aa ausgegangen. Bei einer durchschnittlichen
molaren Masse von 100 g rifol “aa und einer Dichte der Proteine von etwa £3 g cm besitzt
ein globulares Protein einen Durchmesser von ca. 5 nm. Folglich kdnnen bei einem Basen-
abstand von 0,34 nm innerhalb der DNA-Doppelhelix etwa 15 bp bedeckt werden. Dem-
entsprechend wurde die Lange der gesuchten Promotorelemente auf maximal 15 bp festge-
legt. Um die Spezifitét der Bindestelle zu wahren und nicht jede beliebige Sequenzfolge
aufgrund ihres statistischen Vorkommens zu favorisieren, wurden nur Promotorelemente
einer Mindestlange von 5 bp bertcksichtigt. Die Anzahl der zu findenden Promotorelemente
wurde auf maximal 10 pro Promotorsequenz begrenzt. Fur alle Gbrigen Parameter (erwartete
Verteilung, Anzahl der Motive, DNA-Strang und Palindrome) wurden Standardeinstellungen
benutzt. Zur Bewertung der gefundenen Sequenz wurde ein von “Meme” berechneter Erwar-
tungswert verwendet. Aufgrund der niedrigen Genzahl wurden die Promotoren der Gene der
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Tab. 11: Zusammenfassung der Promotorelementsuche mittels "Meme". Die Promotorelemente sind den
Gruppen der Weilllichtexperimente (siehe Abb. 18) zugeordnet. Jedes Motiv ist durch die Anzahl der Gene
(Promotoren) mit diesem Motiv, der Sequenz mit dem niedrigsten Erwartungswert innerhalb der Gruppe und
dem Erwartungswert des Motivs fur die gesamte Gruppe beschrieben.

Gruppe 1 2 3 6
Gruppenmitglieder 9 10 3 10
Motivmitglieder 7 8 3 9

Motiv 1 AATCCTCCGCA TCTTCTCTCCTCCGC CTCGTGGATCAC TCTTCCTCTTCTTTC
Erwartungswert 5800 27 340 3,1
Motivmitglieder 8 3 7

Motiv 2 TTTGTGTCTGTATGT ACCACCGC ACACGTGTCGACCT
Erwartungswert 1500 1200 79
Motivmitglieder 10

Motiv 3 AACACACACACTTTC
Erwartungswert 330
Motivmitglieder 4

Motiv 4 CAAACCTAGCCGC
Erwartungswert 8000
Gruppe 7 8 9 10
Gruppenmitglieder 4 5 15 16
Motivmitglieder 4 5 15 13

Motiv 1 CTCACGCGCGTG CCACAACCAAT CCACGTGGCC CCACGTIGICGATTCC
Erwartungswert 500 1200 8,4x 10 7.2x 10
Motivmitglieder 5 15 16

Motiv 2 CGCCACAC TGTCTCTCTCTCTTC AGCCAATCAGA
Erwartungswert 1900 0,16 3,7
Motivmitglieder 5 10 14

Motiv 3 TCAATACCAAACCAC ACTGCCACGA AGGAGA
Erwartungswert 7800 770 140
Motivmitglieder 14 16

Motiv 4 CCACAAAA AGAGAAAAAAA CAGA
Erwartungswert 3200 0,26
Motivmitglieder 8

Motiv 5 TCTAAATCTCCTCTC
Erwartungswert 98
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Gruppen 4 und 5 (Abb. 18, Tab. 9) nicht auf gemeinsame Promotorelemente untersucht.

Die Ergebnisse der Promotorelementsuche fur die Gene der Gruppen 1 bis 3 und 6 bis 10
sind in Tab. 11 zusammengefasst (siehe Anhang: Motive_Gruppen.xlIs). Jedes mit “Meme”
gefundene Motiv wurde durch die Anzahl der Gene mit diesem Motiv, der Sequenz mit dem
niedrigsten Erwartungswert innerhalb der Gruppe und dem Erwartungswert des Motivs fur
die gesamte Gruppe charakterisiert. Tab. 11 zeigt, dass pro Gruppe bis zu 5 Motive fur
gemeinsame Promotorelemente durch “Meme” gefunden wurden. Die Erwartungswerte der
meisten Motive sind relativ hoch und somit von geringer Relevanz. Lediglich fir jeweils die
ersten Motive in den Gruppen 9 und 10 sind die Erwartungswerte (Gruppe 9:8,4x 10 bzw.
Gruppe 10: 7,2x 1® ) wesentlich geringer als 1.

Mit dem niedrigsten Erwartungswert wurde fur 13 der 16 Gene (81 %) in Gruppe 10 ein
Promotorelement gefunden, dass von der mit CCACGTGG definierten G-Box nur um ein
Nukleotid abweicht (Tab. 11). Uber die G-Box erfolgt die Beeinflussung der Transkription
einer Reihe von Genen und die Regulation verschiedener Stoffwechselwege als Antwort auf
unterschiedliche (Umwelt-) Faktoren u. a. Licht (zur Ubersicht siehe S#balil2001). Die
vollstandige G-Box wurde ebenfalls als mogliches Promotorelement der 15 Gene der
Gruppe 9 (Motiv 1, Tab.8) identifiziert. Ein weiteres G-Box-ahnliches Element wurde in 7
Promotoren von insgesamt 10 Genen der Gruppe 6 (Motiv 2, Tab. 11) gefunden. Aufgrund
der geringen Sequenzidentitat zwischen den Elementen einzelner Promotoren (siehe Anhang:
Motive_Gruppen.xIs) und dem daraus resultierenden hohen Erwartungswert wird diese
Gruppe im folgenden nicht naher analysiert. Die Gruppen 9 und 10 enthalten vornehmlich
kernkodierte Gene fiir Proteine des Photosyntheseapparates. In Gruppe 8 sind ebenfalls
kernkodierte Gene fir Proteine des Photosyntheseapparates (Tab. 9) enthalten. Fur diese
Gene wurde keine G-Box als Promotorelement gefunden (Tab. 11), obwohl die Gene der
Gruppe 8 im Vergleich zu den Genen der Gruppe 9 und 10 ein ahnliches Expressions-
verhalten zeigen (vgl. Abb. 18).

Mit dem niedrigsten Erwartungswert (1200) fir die Gene der Gruppe 8 wurde die CAAT-
Box (Motiv 1, Tab. 11) identifiziert. Fir den CBF-Komplex (“CAAT-box binding factor”),
der an die mit (C)CAAT definierte Sequenz bindet, wurde ebenfalls eine lichtabhangige
Steuerung der Transkription va&XTPC gezeigt (Kusnetsoet al. 1999). Die CAAT-Box
wurde auch fur die Gene der Gruppe 10 (Motiv 2, Tab. 11) in der Promotorelementsuche
gefunden, nicht aber fur die Gene der Gruppe 9. Allerdings sind die Erwartungswerte fur die
CAAT-Boxen relativ hoch (1200 bzw. 3,7; siehe Tab. 11) und die Position der CAAT-Binde-
stelle in den Promotoren der Gene von Gruppe 8 und 10 sehr uneinheitlich (siehe Anhang:
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Abb. 19: Haufigkeitsverteilung
der Position der G-Box im
Promotor der Gene der Gruppen
9 und 10 dargestellt in Intervallen
zu 25 bp. Die Zahlenwerte der
Abszisse entsprechen der jeweili-
gen Untergrenze des Intervalls.

Anzahl Gene

10
Gruppe

o
S
@

-250
-200
-150
-100
-50

bp vor ATG

Tab. 12: Ergebnis der Promo-
terelementsuche mit dem Programm “Meme”. Farbig markierte Nukleotide entsprechen den Nukleotiden einer
G-Box. Die Konsensus-Sequenz wurde fir die Gruppen 9 und 10 doppelt, die vollstandige G-Box innerhalb
der Gruppen einfach unterstrichen.

Gruppe Gen-ID Abk. Strang Position Sequenz

9 At5938410 RBCS3b + -211  GCCACCTG(CC

9 At4g35250 - - 75 GCCACGTCAGC

9 At2g46820 + -192 GCCACCTCAGC

9 At3g54890 LHCA1 + -174 GACACCTGCC

9 At3g27690 LHCB2.4 - -129 GACACGTCAGC

9 At2g30570 PSBW + - 217 GACACCTGAG

9 At1g30380 PSAK + - 167 GACACCTCAGC

9 At1g20340 PETE1 + -203 GCCATGTCACG

9 At4g28750 PSAE1 - - 160 GCCACGTGTAC

9 At2939730 Rubiscoaktivase  + -245  TCCACGTGCAC

9 At4g25050 - - 239 GCCAACTCACA

9 At4g22590 + - 407 GACATGTCAAG

9 At2g05100 LHCB2.1 - - 227 GCCATCTGCCA

9 At2915620 - - 37 GAQG\CCTCCGG

9 At3g02730 + - 86 GAQG\CCTCACA
GCOACCTCACC

10 At4g09650 ATPD + -221 CCACGTCGTCGATTCC

10 At1g52230 PSAHZ2 + - 165 CCACCTGCATTTCC

10 At4g21280 PSBQ1 - - 150 CCACCTGTCATTTTT

10 At5913630 + -198 CCACCGTCGTCCTTCCC

10 At1g15820 LHCB6 + -322 CCACCTCGTCATTTTA

10 At3g17390 + - 166 CCAACTCTCGATTTT

10 At1g44575 PSBS - -123 CCAATTCGTCCTTTCC

10 At3g47470 LHCA4 + -112 CCAAGTCTTATTTCT

10 At4g02770 PSAD1 + - 349 CCAAGTTTCAATCTT

10 At3g61470 LHCA2 - -174 GCACGTGCCAACTTC

10 At1g03130 PSAD2 - -151 CCAACATTCGATTCT

10 At5954270 LHCB3 + -124 CCACCTCTCTTCTCA

10 At1g31330 PSAF + -130 CCACTTCTCTTATCT

CCACCTCTCATTTCT
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Motive_Gruppen.xls), sodass im folgenden nur die G-Box naher analysiert wurde.

Die Haufigkeit der G-Box ist in bestimmten Intervallen vor dem Startkodon der Gene fur
beide Gruppen signifikant erhdht (Abb. 19). Wahrend die Haufigkeitsverteilung fur die G-
Box als Promotorelement der Gene der Gruppe 9 ein Maximum bei -225 bis -175 bp besitzt,
ist fur das G-Box-ahnliche Promotorelement der Gruppe 10 ein Maximum bei -175 bis -150
bp (-100 bp) zu verzeichnen.

In Tab. 12 sind die Gene der Gruppen 9 und 10 mit ihrem durch “Meme” gefundenen
Promotorelement aufgelistet. Die vollstandige G-Box ist nur vor den GBES 3 Grup-
pe 9: At5g38410), Rubiscoaktivase (Gruppe 9: At2g39730) R8AH2 (Gruppe 10:
At1g52230) enthalterPSAH2besitzt sogar eine zweite vollstdndige G-Box (Pos. -110).
Auch Rubiscoaktivase enthélt aul3er der G-Box bei -245 bp noch ein G-Box ahnliches
Promotorelement. Ebenso besie®BQlneben der G-Box &hnlichen Sequenz (Tab. 12)
noch eine G-Box bei - 171 vor dem Startkodon (siehe Pkt. 3.5.6).

Der Vergleich der durch “Meme” ausgewahlten moglichen Promotorelemente zeigt, dass
die G-Box selten vollstandig enthalten ist. Die G-Box (CCACGTGG) ist Teil der mit
CANNTG definierten E-Box, die in nichtpflanzlichen Systemen als Promotorelement fur
bHLH Transkriptionsfaktoren in unterschiedlichsten zellularen Prozessen dient (Atchley und
Fitch 1997). Doch auch die E-Box ist nicht allen Sequenzen der Tab. 12 gemeinsam.

3.5.6. Expressionsprofil von Genen mit G-Box und G-Box-ahnlichen
Promotorelementen

Die Analyse ko-exprimierter Gene auf gemeinsame Promotorelemente ergab mit der G-Box

bzw. G-Box-ahnlichen Sequenzen ein mogliches Promotorelement fur die Gene der Gruppen
9 und 10 (Abb. 18, Tab. 9). Literaturdaten deuten auf einen mdglichen Zusammenhang von
Photorezeptoren und G-Box-Promotorelement, indem die Photorezeptoren an Transkrip-
tionsfaktoren bzw. deren Inhibitoren binden und somit die Bindung an die G-Box sowie die
Transkription von Genen beeinflussen (Oyahal. 1997, Chattopadhyast al. 1998, Ang
et al. 1998, Niet al. 1998, 1999, Martinez-Garcet al. 2000, Zhuet al. 2000, Wanget al.
2001; vgl. Pkt. 1 und 4). Diesem Sachverhalt entsprechend wurden alle Gene mit G-Box im
Promotorbereich untersucht, ob ihr Expressionsverhalten mit dem der Gene der Gruppen 9
und 10 (Abb. 18, Tab. 9) Gbereinstimmt und somit die G-Box das wesentliche bestimmende
Promotorelement fur das gefundene Expressionsverhalten ist.
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Hierflr wurden jeweils 500 bp vor dem Startkodon fiir alle Gene von Arabidopsis (MIPS)
aus der genomischen Sequenz extrahiert und zunachst nach dem palindromischen G-Box-
Element durchsucht. Das vollstéandige G-Box-Element wurde in Promotoren von 250 Genen
gefunden, von denen noch 47 % ohne beschriebene Funktion sind (siehe Anhang: G-
Box.xls). Die Membranserie “2B” enthielt 21 der 250 Gene in 37 cDNA-Fragmenten. 33 der
37 Fragmente waren durch Sequenzierung und Datenbankvergleich verifiziert. Nicht Gber-
prufte cDNA-Fragmente wurden von der folgenden Auswertung ausgeschlossen. Um die
Datensicherheit gewéhrleisten zu konnen, wurden die beiden Sicherheitskriterien (siehe Pkt.
3.4.6) angewendet. Dagegen wurde das Kriterium fur differenzielle Expression (siehe Pkt.
3.4.6) eines Genes vernachlassigt, um die Daten nicht einseitig zu analysieren. Folglich
wurden alle Gene des cDNA-Arrays mit diesem Promotorelement unabhangig von ihrer
Expression in die Auswertung einbezogen.

Diese Kriterien erflillten 12 der 21 Gene (21 der 37 cDNA-Fragmente; siehe Anhang:
G_Box.xls). In Tab. 13 ist die G-Box-Position und die G-Box umgebende Sequenz der
Promotoren der Gene dargestellt. Vier der PromotoR$SAHZ PSBQ1 RBCS3bund
At2g39730) waren bereits in Gruppe 9 bzw. 10 (Tab. 12) enthalten. Weitere vier mit G-Box
konnten Genen von Proteinen des Photosyntheseapp@8i&§ PSAH1 PSBR LHCAJ)
zugeordnet werden (Tab. 13). Diese vier zahlten aufgrund des differenziellen Kriteriums
(siehe Pkt. 3.4.6) nicht zu den ausgewahlten differenziell exprimierten 71 Genen (88 cDNA-
Fragmenten). Neben den beiden GeRBEC S3hund Rubiscoaktivase besitzt RBCSlein
weiteres Gen, dessen Produkt an der Carboxylierungsreaktion des Calvin-Zykluses beteiligt

Tab. 13: Gene des cDNA-Arrays, die eine vollstandige G-Box-Sequenz im Promotor enthalten. Angegeben ist
die Position der G-Box beziiglich des Startkodons (+1) und die umgebende Sequenz.

Gen-ID Abk. Position 5' G-Box 3
At1g52230 PSAH2 - 165 ATAAT CCACCT CATTT
At4921280 PSBQ1 -171 TCTTG CCACCT CTTTA
At5g38410 RBCS3b -211 TTCTG CCACCT CCTTA
At2g39730 Rubiscoaktivase - 245 ATATT CCACGT ACCAA
At1g06680 PSBP -193 ATCTG CCACCT CACAA
At1g55670 PSAG - 486 GCATT CCACGT CTTTG
At3916140 PSAH1 - 155 AGATT CCACGT CATTT
Atlg61520 LHCAS -184 TATTG CCACCT ACAGA
Atlg67090 RBCS1 - 253 ATCTT CCACCT CATTA
At1g22360 -143 AGTTC CCACGT GAAAA
At1g80460 - 296 GAGAG CCACGT GAGAT
At4g23650 - 99 ACACG CCACGT TCATC
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ist, ein G-Box Promotorelement. RBCS1 war ebenfalls aufgrund des differenziellen Kriteri-
ums (siehe Pkt. 3.4.6) von der Auswertung ausgeschlossen. Zwei der drei in Tab. 13 nicht
néher benannten Gene kodieren wahrscheinlich fir Kinasen (At1g80460, At4g23650), dem
dritten (At1g22360) konnte bisher keine Funktion zugeordnet werden. Die Expression der
Gene mit G-Box (CCACGTGG, Tab. 13) wurde in Abb. 20 dargestellt. Das Expressions-
verhalten der Gene mit vollstdndiger G-box im Promotorbereich entspricht im wesentlichen
(At1g22360, At1g80460) weichen von diesem Expressionsverhalten ab. Folglich kdnnte die
vollstdndige G-Box ein Promotorelement sein, Uiber das eine Steuerung der Transkription bei

Col-0 phyA cryl
Ler-0 phyB cry2 detl 35S::PHYB
Ws-2 phyAB
4
G-Box 2
CCACCT 0 f e —
2 ke /_
4
G-Box 4
ahnlich _ |
«©
2 s —
ACACCT g ° f —— = = s—
= ‘
" a4
s
e 4
E
g T = / —— S NS
= : r
CCACCTET 5 0 Lf | =
2
~
4 ‘
4 1
2 = [ an ‘ S
/ — — — *74‘“ g 7 —
ACACGCTGCT 0
—_——— >-g4 ;
2 I
-4
0 2 4 0 2 4 0 2 4 0 2 4 0 2 4
WeiRlicht [h]

Abb. 20: Expression der Gene mit vollstandiger G-Box (CCACGTGG) bzw. G-Box-&hnlichen Promotor-
elementen in den WeiBlichtexperimenten der Wildtypen Ler-0, Col-0 und Ws-2, der Rotlichtrezeptormutanten
phyA, phyB und phyAB, der Blaulichtrezeptormutanten cryl und cry2, der Mutante detl sowie der PHYB-
Uberexprimierenden Linie (35S:PHYB). Die Signalintensitaten wurden logarithmisch (log,) Uber die Zeit
abgebildet. Die farbige Markierung entspricht dem Expressionsprofil eines Genes in den unterschiedlichen
Pflanzen (Farbige Markierung in “CCACGTGG” ist das Expressionsprofil des LHCA3 Genes (vgl. “Northern-
Blot”-Experiment in Pkt. 3.5.4)). Zur weiteren Erklarung der Farben siehe Abb. 17.
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Bestrahlung mit Weillicht erfolgt.

In Gruppe 9 und 10 (Abb. 18) sind hauptsachlich G-Box-ahnliche Promotorelemente ent-
halten. Am haufigsten ist CCACGTGT bzw. die komplementare Umkehrung des Gegen-
strangs ACACGTGG als mogliches Promotorelement vertreten. Ein weiteres G-Box-ahnli-
ches Promotorelement war fur die Gene der Gruppe 6 (Motiv 2, Tab. 11) mit ACACGTGT
identifiziert worden. Um die Expression der Gene mit diesen moglichen Promotorelementen
ebenfalls zu Uberprufen, wurden die drei ausgewahlten G-Box ahnlichen Promotorelemente
(Tab. 12, siehe Anhang: G_Box.xIs) in Analogie zur vollstdndigen G-Box beztglich der
Expression der betreffenden Gene analysiert.

Durch Sequenzierung Uberpruft und den Sicherheitskriterien (siehe Pkt. 3.4.6) entsprechend
waren 13 Gene (14 cDNA-Fragmente) mit dem Promotorelement ACACGTGG, 8 Gene (13
cDNA-Fragmente) mit CCACGTGT und 9 Gene (12 cDNA-Fragmente) mit ACACGTGT
auf dem cDNA-Array “2B” in den Weildlichtexperimenten vertreten (siehe Anhang:
G_Box.xls). lhre Expression in Arabidopsiskeimlingen der untersuchten Wildtypen und
Mutanten bei Bestrahlung mit Weil3licht wurde ebenfalls in Abb. 20 dargestellt. Den Dia-
grammen ist zu entnehmen, dass bei Belichtung zwar eine Reihe von Genen ein Expressions-
verhalten aufweist, dass dem der differenziell exprimierten Gene der Gruppe 9 und 10
(Abb. 18) ahnelt, aber einige Gene dieses Expressionsverhalten nicht zeigen. Abweichende
Genexpression ist fur At1g04250 und At4g36900 mit dem Promotorelement CCACGTGT
sowie fur At2g35300 mit einem Promotorelement ACACGTGG zu verzeichnen (siehe
Anhang: G_Box.xIs). Trotz der wenigen abweichenden Gene kann festgestellt werden, dass
Gene mit den G-Box-ahnlichen Promotorelementen CCACGTGT und ACACGTGG ein
Expressionsverhalten aufweisen, das dem der Gene mit vollstandigem G-Box Promotor-
element ahnlich ist. Somit kdnnten diese beiden Promotorelemente analog zur G-Box
maogliche Steuerelemente fiur eine lichtabhéangige Transkription von Genen sein. Die Analyse
zeigt auch, dass weitere Steuerelemente existieren, denn sonst mifdten alle Gene mit demsel-
ben Promotorelement dieselbe Expression aufweisen.

Mit dem Promotorelement ACACGTGT zeigen 7 der 9 Gene (Abb. 20) abweichendes
Expressionsverhalten (siehe Anhang: G_Box.xIs). Von den Genen mit diesem Promotor-
element weisen mMRSAE2undLHCA4 lediglich die zwei Gene des Photosyntheseapparates
ein zu den Gruppen 9 und 10 ahnliches Expressionsprofil auf. Folglich ist das Promotor-
element ACACGTGT nicht zu den G-Box-ahnlichen Promotorelementen zu zahlen, zumal
das Element fur die Gene der Gruppe 6 (Motiv 2, Tab. 11) gefunden wurde und diese eine
andere Expression zeigen als die Gene der Gruppen 9 und 10 (Abb. 18).
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3.6. Experimente unter spezifischen Lichtbedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurde bisher die Genexpression bei Bestrahlung mit Weil3licht
wahrend der frihen Photomorphogenese analysiert. Im folgenden soll die Genexpression
unter spezifischen Lichtbedingungen vorgestellt werden, da fur die Transkriptionsfaktoren
PIF3 und HY5 eine Bindung an die G-Box und an Photorezeptoren unter speziellen Licht-
bedingungen nachgewiesen wurde (Oyatral. 1997, Chattopadhyast al. 1998, Anget al.

1998, Niet al. 1998, 1999, Martinez-Garced al. 2000, Zhuwet al. 2000, Wanget al. 2001,

vgl. Pkt. 1 und 4). Den Daten entsprechend muf3te die Expression von Genen mit G-Box-
Promotorelement in Rot- und Blaulicht induziert und im klassischen Revertierungsexperi-
ment (Rot- gefolgt von Dunkelrotlicht, siehe Pkt. 1) unterdriickt werden kdénnen. Folglich
sollte die G-Box oder ein &hnliches Promotorelement fir die Gene zu finden sein, die von
spezifischen Lichtbedingungen reguliert werden

Der Wildtyp Ler-0 wurde fur die Experimente ausgewahlt, da die Mutationen der Photore-
zeptoren in diesem Wildtyp erzeugt wurden (siehe Pkt. 2.1.1). Fur die Untersuchungen
erfolgte die Aufzucht von 5 Tage alten etiolierten Keimlingen in Petrischalen auf MS-
Medium. Nach ihrer wahlweisen Bestrahlung mit rotem (pR, 5 min), mit rotem gefolgt von
dunkelrotem (pR/pFR, je 5 min) oder mit blauem Licht (pB, 5 min) wurden die Keimlinge
fur 0,5 h bzw. 2 h in der Dunkelheit kultiviert und anschliel3end geerntet. Mit dem Material
wurden® P-markierte cDNA-Sonden synthetisiert und diese auf den cDNA-Arrays der Mem-
branserie “2A” hybridisiert. Die Auswertung erfolgte wie fir die zuvor beschriebenen
Weililichtexperimente (siehe Pkt. 3.5).

3.6.1. Unter spezifischen Lichtbedingungehko-exprimierte Gene

Analog zu den Weildlichtexperimenten (siehe Pkt. 3.5) wurden die auf der Membran
enthaltenen Gene bezuglicher ihrer Ko-Expression in den Lichtpulsexperimenten analysiert.
Zur Gewahrleistung der in der Auswertung verwendeten Daten wurden die Sicherheits-
kriterien (siehe Pkt. 3.4.6) angewendet und das Kriterium fur differenzielle Expression (siehe
Pkt. 3.4.6) vernachlassigt. Diesen Kriterien entsprachen 175 Gene (213 cDNA-Fragmente),
deren normalisierte Expressionsdaten (zweite Mittelwertzentrierung der Gene, siehe Pkt.
2.2.5.5) zur Vereinfachung der Analyse mit dem statistischen Verfahren “K-Mean Cluste-
ring” im Programm “J-Express” (Zufallszahl 123738682) gruppiert wurden (siehe Pkt.
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3.5.3). Der Vorgabe entsprechend wurden 5 Gruppen gebildet. Die Mitglieder der einzelnen
Gruppen wurden aufgrund der Anzahl der betrachteten Gene im Anhang aufgefihrt (siehe
Anhang: Lichtpuls.xls). Die zeitabhéngige Expression der Gene ist in Abb. 21 fir die
einzelnen Belichtungsexperimente (pR, pR/pFR, pB) dargestellt.
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Abb. 21: Gruppen ko-exprimierter Gene bei Bestrahlung von etiolierten Keimlingen des Wildtyps Ler-0 mit
5 min Rotlicht (pR), mit 5 min Rotlicht gefolgt von 5 min Dunkelrotlicht (pR/pFR) bzw. mit 5 min Blaulicht
(pB). Die Signalintensitaten wurden logarithmisch (log,) tber die Zeit abgebildet. Fiir jede Gruppe wurde der
typische zeitliche Verlauf der Expression durch die farbige Markierung eines Genes dargestellt.

Die Diagramme (Abb. 21) zeigen, dass die 175 Gene bei Bestrahlung mit einem Rot- oder
Blaulichtpuls &hnlich exprimiert werden. Beide Lichtbedingungen wirkten stimulierend auf
die Expression von Genen. Kurzzeitiges blaues Licht induzierte die Expression der Gene
weniger als kurzzeitiges rotes. Im klassischen Revertierungsexperiment (pR/pFR) ist zu-
nachst eine Verzogerung der Expression im Zeitintervall von 0 bis 0,5 h festzustellen (siehe
Abb. 21). Diese Reversion des expressions-initiierenden Rotlichtpulses durch den nachfol-
genden Dunkelrotlichtpuls entspricht den Erwartungen. Die anschlieRende Induktion der
Genexpression im Zeitintervall von 0,5 bis 2 h (siehe Abb. 21) ist mdglicherweise auf einen
unzureichenden Dunkelrotlichtpuls zurtickzuftihren. Folglich beeinflusste Dunkelrotlicht die
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Rotlichtinduktion, ohne dieselbe zu verhindern (siehe Pkt. 4.10).

Interessanterweise ist in den Lichtpulsexperimenten mit dem Wildtyp Ler-0 fur keines der
Gene abnehmende Expression ermittelt worden (Abb. 21), wahrend unter Weil3lichtbedin-
gungen eine Reihe von Genen (Gruppen 1 und 2) dieses Expressionsprofil zeigen (vgl. Abb.
18 und 21).

Das Expressionsverhalten der Gene in den Gruppen | und Il (siehe Abb. 21) war unabhangig
von den verwendeten Lichtbedingungen relativ konstant. Folglich sind die kurzzeitigen
Belichtungen ohne Einfluss auf die Expression dieser Gene.

In den Gruppen Il bis V (siehe Abb. 21) ist unter den jeweiligen Lichtbedingungen eine
ahnliche Genexpression zu verzeichnen. Die Expression der Gene in diesen Gruppen unter-
scheidet sich nur quantitativ. Die Gene der Gruppe V sind bei Belichtung am héchsten, die
Gene der Gruppe Il am niedrigsten exprimiert. In Gruppe Il ist eine Einordnung der Grup-
pen in einen biologischen Zusammenhang schwierig, da den Genprodukten unterschiedlich-
ste Funktionen (siehe Anhang: Lichtpuls.xls) zugeordnet sind. 5 der 26 Gene (8 der 36
cDNA-Fragmente) dieser Gruppe kodieren flr Proteine des Photosyntheseapparates und 3
Gene (7 cDNA-Fragmente) fur Proteine der Carboxylierungsreal®iBg$1-2b und-3b).

In Gruppe IV sind 28 Gene (34 cDNA-Fragmente) enthalten, von denen 19 Gene (24 cDNA-
Fragmente) fur Proteine des Photosyntheseapparates kodieren. Von den 9 Genen (12 cDNA-
Fragmente) der Gruppe V sind 8 Gene (11 cDNA-Fragmente) fur Proteine des
Photosyntheseapparates kodierend. 7 dieser 8 Proteine sind Bestandteil der Antennenkom-
plexe LHCA und B; siehe Anhang: Lichtpuls.xIs).

Fur die Gene der Gruppen Il bis V wurde zunehmende Expression bei Bestrahlung mit
Rot- bzw. Blaulicht festgestellt (s. 0.). In den Weil3lichtexperimenten war fir die Gene des
Photosyntheseapparates (Gruppen 8 bis 10, Abb. 18 und Tab. 9) u. a. die Expression bei
Belichtung ebenfalls zunehmend. Bis auf zwei Gene (At2g46820: unbekannte Funktion;
At3g02730: Thioredoxin) ist die Expression der Gene der Gruppen 8 bis 10 in den Weil3-
lichtexperimenten im Vergleich zur Genexpression in Rot- und Blaulichtexperimente
ahnlich. (Die Expressionswerte von 10 Genen entsprechen in den Rotlichtexperimenten nicht
den Sicherheitskriterien.) D.h. rotes bzw. blaues Licht ist ausreichend fur die Initiation der
Expression dieser Gene. Mit der Gruppierung der Gene wurde eine ausgepragte Ko-Ex-
pression von Genen auch in den Belichtungsexperimenten mit Licht spezifischer Wellenlan-
gen festgestellt.
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3.6.2. Untersuchung von ko-exprimierten Genen bei spezifischen
Lichtbedingungen auf mdgliche Promotorelemente

Auf der Grundlage ihrer &hnlichen Expression zu einem bestimmten Zeitpunkt wéahrend der
Bestrahlungsexperimente konnten die Gene, die die Sicherheitskriterien (siehe Pkt. 3.4.6)
erfillen, gruppiert werden. In Analogie zur Auswertung der Weil3lichtexperimente (siehe
Pkt. 3.5.5) wurden die Gene der Gruppen | bis V auf gemeinsame Promotorelemente unter-
sucht. In der Literatur wurden bei Verwendung spezifischer Lichtbedingungen Interaktionen
zwischen Photorezeptoren und Transkriptionsfaktoren beschrieben, die eine Steuerung der
Transkription Uber die G-Box erméglichen (Oyaetal. 1997, Chattopadhyagt al. 1998,

Ang et al. 1998, Niet al. 1998, 1999, Martinez-Garcé al. 2000, Zhuwet al. 2000, Wanggt

al. 2001; siehe Pkt. 1. und 4). G-Box bzw. G-box-ahnliche Promotorelemente als mdgliche
Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren wurden auch in der Analyse der Weil3lichtexperi-
mente in ko-exprimierten Genen identifiziert (siehe Pkt. 3.5.5 und 3.5.6). Folglich sollten G-
Box bzw. G-Box-ahnliche Promotorelemente in der Analyse zu finden sein.

Die Ergebnisse der gruppenweisen Suche nach moglichen Promotorelementen sind in Tab. 14
dargestellt. Gezeigt wird die Sequenz des niedrigsten Erwartungswertes fur die Motive 1 bis
5 jeder Gruppe, die Anzahl der Gene, die das entsprechende Motiv aufweisen und der
Erwartungswert des Motivs fur die gesamte Gruppe. Zur Bewertung der gefundenen Sequenz
wurde ein von “Meme” berechneter Erwartungswert verwendet. Dieser sollte flr das gefun-
dene Element moglichst niedrig sein.G-Box bzw. G-Box-ahnliche Sequenzen wurden als
maogliche Promotorelemente fir einen Teil der Gene der Gruppen 11l und IV (jeweils Motiv

1, Tab. 14) gefunden. Auch fir die Gene der Gruppe V (Motiv 3, Tab. 14) ist ein G-Box-
ahnliches Promotorelement allerdings mit einem hohen Erwartungswert identifiziert worden.
Allen drei Gruppen ist zunehmende Expression der Gene bei Bestrahlung mit Rot- bzw.
Blaulicht gemeinsam, die sich nur quantitativ unterscheiden (siehe Abb. 21). G-Box-&hnliche
Promotorelemente wurden allerdings auch fur Gene der Gruppen | und Il (Motiv 3 bzw.
Motiv 4, Tab. 14) ermittelt. Die Expression der Gene dieser Gruppen ist in allen drei Licht-
pulsexperimenten als relativ konstant einzuschéatzen und widerspricht somit Erwartungen
einer zunehmenden Expression dieser Gene bei Belichtung. Folglich ist die G-Box mogli-
cherweise nicht das grundlegende Element bzw. nicht das einzige fur die Steuerung der
Genexpression. Diese Schlussfolgerung wird auch durch die Anzahl der Gene mit einem G-
Box-ahnlichem Promotorelement gestitzt, denn in keiner Gruppe wurde das Promotor-
element fir alle Mitglieder gefunden.
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Tab. 14: Ergebnisse der Promotorelementsuche in ko-exprimierten Genen (Gruppe | bis V) der Lichtpuls-
experimente. Jedes Motiv ist charakterisiert durch die Anzahl der Gene, die dieses Motiv im Promotor
enthalten, die Sequenz mit dem niedrigsten Erwartungswert innerhalb der Gruppe und dem Erwartungswert des
Motivs flr die gesamte Gruppe.

Gruppe | Il ] \ vV

Gene pro Gruppe 78 63 26 28 9

Gene pro Motiv 78 58 16 23 9

Motiv 1 TCTCTCTCTCTCTCT CTCTCTCTCTCTCTC CTGCCACGTGGCC CCACGT CAAAAACAAAAA
Erwartungswert 9,7x 107 8,5x 1073 7,2x 107 2,5x 10 9,4

Gene pro Motiv 78 63 25 28 9

Motiv 2 TTTGGTTTTTT AAACAAAAACAAAAC AGAAGAAGAA AGAAGAAGA ACTTCCACCAAACAC
Erwartungswert 1,6x 10° 3,1x 16 2,1x 10 9,9x 10 52
Gene pro Motiv 23 21 12 15 8

Motiv 3 CACGTGGC TCGTCTTCTCCGCCT GTCTCAACACCTCTC TGGCTTGTGTT TTAATGACACGT
Erwartungswert 0,0076 0,0099 0,66 15 2100

Gene pro Motiv 32 16 14 14

Motiv 4 AGAAGGAAGAAGAT GTACACGTIGGC TCCAAAAGCCCAAAC GATGT AGCCAGA

Erwartungswert 6,1 0,12 42 4700

Gene pro Motiv 14 26 9

Motiv 5 ATTCCCTCTTCTTC AAGAGAAGA ATCACATTATCCAGA

Erwartungswert 1200 1,7 720

Die niedrigsten Erwartungswerte in der Promotorelementsuche durch “Meme” wurden in
der Gruppen | und 1l fur das jeweils erste Motiv (Tab. 14) erzielt. Im Vergleich sind diese
beiden Promotorelemente einander ahnlich und vor fast allen Genen in der jeweiligen
Gruppe (siehe Anhang: Lichtpuls.xIs) enthalten. Die Motive wurden in keiner der anderen
Gruppen identifiziert (vgl. Tab. 14). Demzufolge ware auch eine Unterdriickung der Trans-
kription Uber diese Promotorelemente denkbar, da fir die Gene in beiden Gruppen keine
Veranderung der Expression bestimmt wurde.

3.7. Expressions- und Promotorelementanalyse der fur Proteine des
Photosyntheseapparates kodierenden Gene

Die Auswertung der WeiR3lichtexperimente sowie der Experimente mit spezifischen Licht-
bedingungen zeigten fir Gene von Proteinen des Photosyntheseapparates jeweils eine
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ausgepragte Ko-Expression. Da die Gene trotz ahnlicher Genexpression nach der Analyse
unterschiedlichen Gruppen angehorten, wurden die Gene von Proteinen des Photosynthese-
apparates zusammengefasst und ihre Expression bei WeiBlichtbestrahlung fir Wildtypen und
Mutanten in Abb. 22 separat dargestellt. Insgesamt sind auf der Membran “2B” 47 Gene (93
cDNA-Fragmente) fur Proteine des Photosyntheseapparates enthalten. 41 Gene (62 cDNA-
Fragmente entsprechen den Sicherheitskriterien (siehe Pkt. 3.4.6). Eines dieser cDNA-
Fragmente wurde noch nicht durch Sequenzierung und Datenbankvergleich Gberpruft und
deshalb von der Analyse ausgeschlossen.
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Abb. 22: Darstellung der Expression von 40 Genen (61 cDNA-Fragmenten), die fur Proteine des Photo-
syntheseapparates kodieren, fiir Keimlinge (5 d) der Wildtypen Col-0, Ler-0 und Ws-2; der Rotlichtrezeptormu-
tanten phyA, phyB und phyAB; der Blaulichtrezeptormutanten cryl und cry2; der Mutante detl sowie der
PHY B-uberexprimierende Linie bei Bestrahlung mit Weillicht. Die Signalintensitaten wurden logarithmisch
(log,) Uber die Zeit abgebildet. Fir jede Gruppe wurde der typische zeitliche Verlauf der Expression durch die
farbige Markierung eines Genes in den einzelnen Pflanzen dargestellt. Die Farbwahl fir Wildtypen und
Mutanten entspricht der in Abb. 15.
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Die Diagramme zeigen wiederum die ahnliche Expression der Gene in Wildtypen, Phyto-
chrom- und Cryptochrommutanten und davon abweichend die fehlende Induktion der
Genexpression in der Mutandetl sowie die relativ konstante Expression der Gene in der
PHYB-uberexprimierenden Linie. Lediglich im Wildtyp Col-0 ist fur einige Gene eine
Veranderung der Genexpression festzustellen. Diese Veranderung betrifft hauptsachlich die
Expression der Gene in etiolierten Keimlingen, moglicherweise werden diese Gene in
Dunkelheit im Wildtyp Col-0 unzureichend unterdrtickt. Die aus diesen Genen resultierenden
Proteine gehotren verschiedenen Komplexen des Photosyntheseapparates an.

Auch 5 der 6 Gend>GBO2PSBQ2PSBT1PSBY PETHY), deren Doppelspotverhaltnis in
den Weil3lichtexperimenten nicht das zweite Sicherheitskriterium (siehe Pkt. 3.4.6) erflllen,
zeigen im Verg|
ahnliches Expressionsverhalten in Wildtypen und Mutanten (siehe Anhang: Auswahl_Weil3licht
Xls). LediglichPETH3weicht von diesem Expressionsverhalten ab. Da fir dieses Gen auch das
erste Sicherheitskriterium in der Analyse nicht erfullt wird, sind die Signalwerte nahe den
Hintergrundwerten und somit moglicherweise hoher fehlerbehaftet (siehe Pkt. 3.4.2).

In Analogie zu den vorangegangenen Analysen wurden die Promotoren aller ko-exprimier-
ten Gene von Proteinen des Photosyntheseapparates (46 Gene; Abb. 22 und siehe Anhang:
Auswahl_Weililicht.xIs) mit Ausnahme vé&?ETH3 nach mdglichen Promotorelementen
durchsucht. Das Ergebnis der Promotorelementanalyse wurde in Tab. 15 mit der Sequenz des
niedrigsten Erwartungswertes eines Motivs, der Anzahl der Gene, die das entsprechende
Motiv aufweisen und dem Erwartungswert des Motivs fur die gesamte Gruppe zusammen-
gefasst.

Tab. 15: Ergebnisse der Promotorelementsuche in ko-exprimierten Genen, die fir Proteine des Photosynthese-
apparates kodieren. Jedes Motiv ist charakterisiert durch die Anzahl der Gene, die das Motiv im Promotor
enthalten, die Sequenz mit dem niedrigsten Erwartungswert innerhalb der Gruppe und dem Erwartungswert des
Motivs fiir die gesamte Gruppe.

Motiv  Gene pro Sequenz Erwartungswert Bezeichnung
Motiv
1 40 CCACGTGCGCA 3,6x 10%° G-Box
2 46 AGAAA GAGAGAAA GA 1,5x 10%° PR-Motiv 1
3 37 AAATCAACCAATCAC 4,8x 10 CAAT-Box
4 14 CCACCTCATC 0.049 G-Box-ahnlich
5 12 TCTCTCTTCTC 360 PR-Motiv 2
6 12 ACCACAG CCACTACC 35 CAAT-Box-ahnlich
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Mit dem niedrigsten Erwartungswert wurde die G-Box (CCACGTGG) als gemeinsames
Promotorelement fir 40 der 46 Gene identifiziert (Tab. 15, Motiv 1). Auch die CAAT-Box
wurde mit einem niedrigem Erwartungswert in 37 von 46 durchsuchten Promotoren gefun-
den (Tab. 15, Motiv 3). AuRerdem ist noch eine purinreiche Sequenz (PR-Motiv 1; Tab. 15;
Motiv 2) in allen Promotoren dieser Gene enthalten.

Die Positionen der identifizierten Motive vor dem Startkodon der Gene wurden als
Haufigkeitsverteilung in Abb. 23 dargestellt. Das Diagramm veranschaulicht nicht nur die
Positionen der moglichen Motive sondern auch Reihenfolge der Motive im Promotor und
mdgliche Uberschneidungen bzw. Erganzungen der Motive beziglich ihrer Position.

Abb. 23: Haufigkeitsver-
teilungen fir die Motive
aus Tab. 15 in Promoto-
ren der fUr Proteine des
Photosyntheseapparates
kodierenden Gene, dar-
gestellt in Intervallen zu
25 bp. Die Zahlenwerte
der Abszisse entsprechen
der jeweiligen Unter-
grenze des Intervalls.

Anzahl Gene

bp vor ATG

Dem Diagramm (Abb. 23) ist zu entnehmen, dass die G-Box (Motiv 1) vornehmlich im
Bereich von -225 bis -150 (-100) bp vor dem Startkodon enthalten ist. Das PR-Motiv 1 (Abb.
23, Motiv 2) ist unmittelbar vor dem ATG im Intervall von -50 bis -1 bp haufiger prasent,
wahrend die CAAT-Box (Abb. 23, Motiv 3) signifikant haufiger im Bereich von -75 bis -50
bp im Promotor vorkommt. Die Motive 4 und 6 (siehe Tab. 15) sind in demselben Abschnitt
des Promotors wie die G-Box vor dem Startkodon bei -250 bis -150 bp (Motiv 4) bzw. bei -
250 bis -125 bp (Motiv 6) lokalisiert. Die Anzahl der Promotoren von Genen fir Proteine des
Photosyntheseapparates, die diese identifizierten Motive enthalten, ist jedoch gering und die
Erwartungswerte fur das Motiv niedrig (vgl. Tab. 15). Das gilt ebenso fir das Motiv 5 (vgl.
Tab. 15), das vornehmlich im Intervall von -100 bis -1 bp vor dem Startkodon enthalten ist
und somit sich mit dem Intervall von Motiv 2 tberschneidet (siehe Abb. 23).

Im Vergleich der Sequenzen beider Motive ist festzustellen, das Motiv 5 mdglicherweise
komplementar zum Motiv 2 sein kdnnte. Auch Motiv 1 und 4 bzw. Motiv 3 und 6 sind
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einander jeweils ahnlich, aber gleichen einander nicht. Eine Konsensus-Sequenz als all-
gemeine Definition der einander ahnlichen Motive ist auf dem gegenwartigen Stand der
Experimente und deren Analyse nicht abzuleiten (siehe Anhang: Motive_Gruppen.xIs).
Moglicherweise ist das Vorhandensein der Motive 1 bis 3 bzw. ihrer ahnlichen Motive (4 bis

6) und ihre Reihenfolge mit G-Box, CAAT-Box und PR-Motiv vor dem Startkodon spezi-
fisch fur die Promotoren der fur Proteine des Photosyntheseapparates kodierenden Gene und
notwendig fur die Regulation des komplexen Prozesses.
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Bisherige Untersuchungen zur Photomorphogenese zeigten, dass Pflanzen rotes, blaues und
UV-Licht sowie Dauer, Intensitat und Richtung der Lichteinstrahlung wahrnehmen kénnen
(Kendrick und Kronenberg 1994). Physiologische, photobiologische und molekulare Studien
fuhrten zur Isolierung photomorphogenetischer Mutanten (Koorehe&fL980, Chonet al.

1989, Denget al. 1991), sowie von Photorezeptoren und Photorezeptorgenen. Eingeteilt nach
ihrer Wirkung im roten und blauen Licht wurden 5 Phytochrome und 2 Cryptochrome sowie
2 Phototropine in Arabidopsis identifiziert (Sharrock und Quail 1989, G¥aek. 1994,
Ahmad und Cashmore 1993, Geibal. 1998, Liscum und Briggs 1995, Jaridbal. 1998).

Die Photorezeptoren stehen am Anfang von Signalubertragungsketten fur die Lichtdetektion.
An deren Ende wurden lichtabhéngig regulierte GeneRBES LHC (CAB), PSBA,und
CHSgefunden (Abb. 3, Tobin und Silverthorne 1985, Cheirgl. 1989, Batschauest al.

1991). Die einzelnen Komponenten der Signaliibertragung, die Signalverarbeitung und -weiter-
gabe sind nur begrenzt bekannt. Erst durch systematische Suche nach Mutanten @oecker
al. 1998, Sotet al. 1998, Hudsort al. 1999, Bolleet al. 2000, Bucheet al. 2000, Fairchild

et al.2000, Fankhauser und Chory 2000, Hgieal. 2000) und Anwendung neuer Methoden
konnten in den letzten Jahren weiteren Genen mdgliche Funktionen in der Lichtsignalkette
zugeordnet werden (siehe Pkt. 1). So nutzten Ketral. (2000) Fluorescent Differential
Display und Teppermart al. (2001) Micro-Arrays zur Expressionsanalyse, um speziell
PHYAregulierte Gene zu identifizieren. Maal.(2001) untersuchten die Genexpression von

6 Tage in Licht oder in Dunkelheit gewachsenen Keimlingen der Photorezeptormutanten
ebenfalls mittels Micro-Array Technik.

Zum Studium der komplexen Genregulation in etiolierten Keimlingen wurde in der vorlie-
genden Arbeit unter Nutzung von Macro-Arrays eine &hnliche Strategie gewahlt. Im Unter-
schied zu Meet al. (2001) erfolgte die Anzucht etiolierter Keimlinge (5 d) mit einer an-
schlielBenden Belichtung, um frihe Ereignisse wahrend der Photomorphogenese analysieren
zu koénnen. Eine weitere Differenz zur Veroéffentlichung vone¥lal. (2001) besteht in der
Verwendung von MS-Medium ohne Zusatz von Saccharose, weil die Expression einiger
Gene z. BLHC (CAB) und RBCSdurch Saccharose beeinflusst wird (Dijkveelal. 1997,

Janget al. 1997).

Die Etablierung der multiparallelen Expressionsanalyse als Experimentalsystem beinhaltete
die Teilprozesse Herstellung von cDNA-Arrays und cDNA-Sonden sowie deren Hybri-
disierung und die Auswertung der Hybridisierungsergebnisse. Zunachst soll auf die Auswabhl
der cDNA-Klone fur die Erstellung der cDNA-Arrays eingegangen werden. Anschlie3end
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sollen sowohl biologische und technische Parameter der cDNA-Array-Methode als auch die
Ergebnisse der Belichtungsexperimente diskutiert werden.

4.1. Auswahl von nicht plastidaren cDNA-Fragmenten

Mit den cDNA-Kollektionen des Arabidopsis-Ressourcenzentrums in Ohio (siehe Pkt. 3.2)
standen ca. 37.000 Klone flr die Herstellung der cDNA-Arrays zur Verfligung. Als Klone fur
das cDNA-Array wurden kernkodierte potenziell plastidare Proteine aufgrund ihrer wahr-
scheinlich lichtabhangigen Regulation ausgewahlt. Basis fur die Auswahl von plastidéren
Proteinen war eine Transitpeptidvorhersage mit dem Programm “ChloroP” (Emanelsson

al. 1999) zur Unterscheidung zwischen plastidaren und anderen Proteinen. 96 % (91 Sequen-
zen) des 715 Sequenzen umfassenden Testsets wurden als kernkodierte Gene plastidarer
Proteine identifiziert (Emanuelssenal. 1999, Testset 2). Insgesamt wurden durch “Chlo-
roP” im Testset 157 Sequenzen mit plastidarem Transitpeptid bestimmt, d.h. nur 58 % der
Sequenzen mit Transitpeptid waren plastidar lokalisiert. Folglich sind nicht nur cDNA-
Fragmente plastidarer Proteine auf der Basis von “ChloroP” fiir die Herstellung von cDNA-
Arrays ausgewahlt worden. Auf der Grundlage des heute vollstandig sequenzierten
Arabidopsisgenoms (“The Arabidopsis Genome Initiative” 2000) befinden sich nach der
Vorhersage mit dem Programm “TargetP” (Nachfolgeprogramm von “ChloroP”) 493 Gene
plastidarer Proteine (712 cDNA-Fragmente) und 98 Gene mitochondrialer Proteine (121
cDNA-Fragmente) auf der Membran “2B".

Zusatzlich waren nichtplastidare Proteine auf dem cDNA-Array enthalten, da 15 % der
direkt vom Ressourcenzentrum bezogenen Klone und 23 % der Klone der redundanzreduzier-
ten Kollektion des Ressourcenzentrums bei ihrer Uberprufung durch Sequenzierung und
Datenbankvergleich nicht das erwartete cDNA-Fragment enthielten (siehe Pkt. 3.2). Zu
ahnlichen Ergebnissen gelangten auch andere Nutzer der Kopie der redundanzreduzierten
cDNA-Kollektion (B. Weisshaar, T. Altmann personliche Mitteilung). Aufgrund der hohen
Fehlerraten wurden alle bis auf eines der in der Argumentation verwendeten cDNA-Fragmen-
te durch Sequenzierung und Datenbankvergleich kontrolliert, um den mit diesen Daten
dargestellten Sachverhalt zu gewahrleisten.

Neben der fehlerhaften Zuordnung der Klone und der daraus resultierenden Abweichung in
der Auswahl der cDNA-Fragmente unterliegen die Datenbanken (MIPS, NCBI) ebenfalls
einer fortwahrenden Veranderung. Zum Zeitpunkt der Auswahl der Fragmente war das
Genom von Arabidopsis noch nicht vollstdndig sequenziert. Die Zuordnung der cDNA-
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Fragmente bzw. Gene erfolgte in einzelnen Gruppen homologer Sequenzen. Dementspre-
chend konnten Gene auch in Abhangigkeit des klonierten cDNA-Fragmentes in unterschiedli-
chen Gruppen reprasentiert sein. Weitere Grunde fur eine fehlerhafte Zuordnung lagen in der
haufig nur einseitigen unvollstéandigen Sequenzierung (5 oder 3°) der cDNA-Fragmente, einer
nicht erkannten Exon/Intron-Struktur der kodierenden DNA oder in fehlerhaften Sequenzen
von nahe miteinander verwandten Mitgliedern einer Genfamilie. Erst die fast vollstandige
Sequenzierung des Genoms von Arabidopsis (“The Arabidopsis Genome Initiative” 2000)
erbrachte fehlende Sequenzinformation und ermdglichte dadurch eine genauere Zuordnung
der cDNA-Fragmente zu den Genen.

Diese Griunde und auch die teilweise Uberlappenden manuellen Sammlungen von cDNA-
Fragmenten verschiedener Arbeitsgruppen fuhrten dazu, dass cDNA-Fragmente mehrfach auf
dem cDNA-Array vorhanden sind. Die Anzahl nichtredundanter Klone reduziert sich damit
auf 1190 cDNA-Fragmente auf der Membran “2B" bzw. auf 1051 cDNA-Fragmente auf der
Membran “2A" (vgl. Tab. 3).

4.2. Kreuzhybridisierung

Neben der fehlerhaften Zuordnung von cDNA-Fragmenten konnten Mitglieder von Gen-
familien aufgrund ihrer Sequenzidentitat die eindeutige Zuordnung von Hybridisierungs-
signalen erschweren. Aus diesem Grund wurden Kreuzhybridisierungsexperimente unter
Verwendung der cDNA-Arrays zur Analyse der gegenseitigen Beeinflussung von Hybridi-
sierungsergebnissen durchgefuhrt. Mit drei ausgewahlten MitgliedetrtHdeGenfamilie
wurde bei Kreuzhybridisierungsversuchen festgestellt, dass bei Hybridisierungspartnern mit
uber 85 % Sequenzidentitat zueinander eine Kreuzreaktion zu erwarten ist und im Bereich
von 75 % bis 85 % Ubereinstimmung der Gensequenz eine Kreuzreaktion nicht ausgeschloss-
en werden kann (Abb. 14). Unterhalb von 75 % Sequenzidentitat waren kaum Kreuzhybri-
disierungsereignisse zu verzeichnen (Abb. 14). Zu letzterem Ergebnis gelangte auch Schena
(1996) bei einer Sequenzidentitat von 70 % zwischen den GexBAUNdHAT22 (histone
acetylransferasg Girkeet al. (2000) zeigten mit regelméaRig unterbrochenen synthetischen
Fragmenten bei konstantem GC-Gehalt, dass bei 80 % Identitat keine Kreuzhybridisierung
mehr zu verzeichnen war, wahrend Ubereinstimmend mit den hier vorgestellten Daten bei
90 % Sequenzidentitat noch die Halfte des Hybridisierungssignales (bezogen auf 100 %
Sequenzidentitdt) gemessen wurde. Der Schlussfolgerung vonebakkg2000), dass das
Ausmal’ von Kreuzhybridisierungen anhand der Sequenzidentitaten abschatzbar ware, kann
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nicht zugestimmt werden. Aus den in der vorliegenden Arbeit prasentierten Daten war keine
eindeutige Korrelation zwischen ldentitat und Ausmal der Kreuzhybridisierung abzuleiten.
Vielmehr ist bei Kreuzhybridisierungen von Mitgliedern von Genfamilien auf eine hohe
Abhangigkeit von der Sequenz zu schlieRen.

Aus den Kreuzhybridisierungsexperimenten kann geschlussfolgert werden, dass die Gene
LHCB1.3 -1.4und-1.5 miteinander (kreuz-) hybridisieren kénnen (siehe Tab. 6). Das gilt
ebenso fur die GerleHCB2.1, -2.2und-2.4 sowieLHCB4.1und-4.2 Letztere beiden Gene
konnen aufgrund der Sequenzidentitat von 79 % auchH@A3 kreuzhybridisieren (siehe
Tab. 6). AulRer vobhHC-Genen treten weitere Gene als Isoformen im Arabidopsisgenom auf.
Insgesamt sind 130 Gene in 59 Genfamilien mit einer Sequenzidentitat gro3er 75 % auf dem
cDNA-Array “2B” enthalten (Vergleich der Gensequenzen mit “WUblastn2” gegeneinander;
siehe Anhang: genliste.xIs). Fur die Mehrzahl der Gene besteht eine Identitat im Bereich von
75 bis 85 %, so dass eine Kreuzhybridisierung maglich ist (vgl. Abb. 14). Nur wenige Gene
haben eine Sequenzidentitat von mehr als 85 % zu anderen Genen des cDNA-Arrays. Zu
diesen Genen zahldtHC (vgl. Tab. 6), Histon H3, Isopentenylpyrophosphatdimethyl-
allylpyrophosphatisomerasen, vakuolare ATP-Synthasen, PolyubiqiR@e$ PSADund
PSAHsowie vier Proteinfamilien unbekannter Funktion (siehe Anhang: genliste.xlIs). Von
diesen Genen mit mehr als 85 % Sequenzidentitat sind in der AnalyR8GHPSADund
PSAH enthalten. Folglich ist die Zuordnung der Expression dieser Gene im Ergebnisteil
(wahrscheinlich) nicht eindeutig méglich.

4.3. Reproduzierbarkeit der cDONA-Array-Technik

Die Reproduzierbarkeit der cDNA-Array-Technik wurden in 2 experimentellen Ansatzen
untersucht. Je vier Hybridisierungen mit Sonden von 5 Tage alten etiolierten Keimlingen des
Wildtyps Ler-O wurden zum einen nacheinander auf einer Membran und zum anderen
gleichzeitig auf vier unterschiedlichen Membranen derselben Serie durchgefihrt. Die Hybri-
disierungssignale der 8 Experimente wiesen eine durchschnittliche Standardabweichung von
26 % auf (siehe Pkt. 3.4.4). Allerdings wurde in den 4 Experimenten auf unterschiedlichen
Membranen mit 23 % eine etwas geringere durchschnittliche Standardabweichung fur die
Signalintensitaten ermittelt als fur die 4 Experimente, die nacheinander auf derselben Mem-
bran erfolgten (26 %, siehe Anhang: Ler-0_repro.xIs). Der einzige Unterschied zwischen den
beiden experimentellen Ansatzen besteht in der Wiederverwendung der Membran fur nach-
folgende Experimente und dem damit verbundenen Prozess des Entfernens der gebundenen,
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radioaktiv markierten cDNA-Molekule. Folglich erzeugt dieser Prozess nur eine geringe
Erhéhung der Standardabweichung und fihrt zu keiner wesentlichen Veranderung der
Hybridisierungssignale.

Um die Ursache flur die Standardabweichung genauer zu Uberprtfen, wurden die abgeleite-
ten Sicherheitskriterien (siehe Pkt. 3.4.6) angewendet. 1009 cDNA-Fragmente erfiillen die
beiden Sicherheitskriterien in den 8 Experimenten. Die Standardabweichung sank auf 20 %,
d.h. 6 % Standardabweichung entfallen auf niedrige Signalwerte bzw. Signalwerte mit hohem
Doppelspotverhdltnis (siehe Pkt. 3.4.2). 11 % Standardabweichung sind mdoglichen
Detektionsfehlern anzurechnen (siehe Pkt. 3.4.2). Ein Teil der Standardabweichung resultiert
wahrscheinlich aus der biologischen Variabilitat der Keimlinge in der Anzucht und ist nicht
genau zu quantifizieren. Die restliche Standardabweichung der Signalwerte ist auf Membran-
herstellung, Sondenpréaparation und Hybridisierung zurtckzufihren.

Eine weitere Kontrolle zur Reproduzierbarkeit der cDNA-Array-Daten erfolgte durch ein
klassisches Northern-Blot-Experiment. Die Northern-Blot-Methode entspricht der Umkeh-
rung der cDNA-Array-Methode. Im Unterschied zu dieser lasst die Northern-Blot- Methode
selbst bei Wiederverwendung der Membran nur die Untersuchung der Genexpression einiger
weniger Gene zu. Mittels Northern-Blot konnte die ExpressionL#€3A3 Genes in den
Wildtypen Col-0 und Ler-0, den PhytochrommutarpibgA phyBundphyAB der Mutante
detlund der transgenen Linie bestatigt werden (Tab. 10). Bereits eine Reihe anderer Autoren
zeigten (Schenat al. 1995, DeRiset al. 1997, Ruaret al. 1998, Sreenivasulu et al. 2002,
Potokina et al. 2002), dass die beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse liefern. In der
vorliegenden Arbeit diente der Vergleich der Sicherung der Ergebnisse bei der Bestrahlung
verschiedener etiolierter Keimlinge mit Weil3licht (siehe Pkt. 3.5 und 6.1). Diese Ergebnisse
konnten durch Kreuzhybridisierung moglicherweise beeinflusst werden, da zwistG&3
und LHCB4.2eine Nukleotididentitat von 79 % (siehe Pkt. 3.4.5 und Tab. 6) besteht. Der
Vergleich von Northern-Blot- und cDNA-Array-Experimenten sollte durch eine Kreuzhybri-
disierung nicht beeintrachtigt sein, da eine mogliche Kreuzreaktion in beiden experimentellen
Methoden gleichermal3en das Ergebnis beeinflussen miusste.

Auch Literaturdaten bestatigen das mit den cDNA-Arrays ermittelte Expressionsprofil
einiger Gene. Abnehmende Expression bei Belichtung in den Wildtypen war bisher nur fur
wenige Gene wie z. PHYA PORAundPORB(Bruceet al. 1989, Apelet al. 1981) gezeigt
worden.PORAwurde aufgrund des Doppelspotkriteriums bei der Auswertung nicht bertck-
sichtigt. Die abnehmende Expression Y AundPORB(Tab. 9: Gruppe 1) entsprach den
veroffentlichten Daten (vgl. Abb. 18 und Tab. 9). Zunehmende Expression (in den Wildty-
pen) bei Belichtung wurde fir Gene iielCB2, RBCS3Tobin und Silverthorne 1985) und
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Rubiscoaktivase (Orozco und Ogren 1993) bereits gezeigt und konnte mit den vorliegenden
Daten (vgl. Abb. 18 und Tab. 9 je Gruppe 9) bestatigt werden.

4.4, Kriterien fir reproduzierbare und interpretierbare Daten

Die Charakterisierung der cDNA-Array-Technik durch das Verhaltnis zwischen Signal- und
Hintergrundwert, das Verhaltnis der Doppelspots zueinander, die nachbarschaftliche Beein-
flussung der Signalintensitaten durch Uberstrahlung und der in die Reproduzierbarkeit der
Experimente wurden anhand einer Serie von 4 bzw. 8 cDNA-Array-Experimenten mit
etiolierten Keimlingen des Wildtyps Ler-0 analysiert (siehe Pkt. 3.4.). Im Ergebnis dieser
Analyse wurden beziglich der Reproduzierbarkeit und Interpretierbarkeit zwei Kriterien fur
die Datensicherheit und ein Kriterium zur Auswahl differenziell exprimierter Gene fur die
Auswertung der cDNA-Arrays abgeleitet (siehe Pkt. 3.4.6.).

Ein erstes Sicherheitskriterium diente der Differenzierung von Hybridisierungssignal und
Hintergrundwert sowie der Diskriminierung niedriger Signalwerte. In mindestens einem der
betrachteten Experimente mul3te der Signalwert zehnfach tber dem Hintergrundwert liegen.
Fur niedrige Signalwerte ist bei gleichem absolutem Fehler von Signalintensitat und Hinter-
grundwert ein hoherer relativer Fehler charakteristisch. Entsprechend ist die Standardabwei-
chung bei ihnen vergleichsweise hoher als bei hohen Signalwerten (Abb. 13A und B). Eine
Verkleinerung des eingefuhrten Sicherheitsfaktors wirde mehr Signalwerte nahe den Hinter-
grundwerten und folglich mehr Signalwerte mit hoherer Standardabweichung einschliel3en.
Eine Erhéhung hingegen konnte mdglicherweise differenziell exprimierte cDNA-Fragmente
von der Auswahl ausschlieRen. Das Sicherheitskriterium muf3te in nur einem der Experimente
erfullt werden, weil die Mdglichkeit bestand, dass ein Gen spezifisch nur zu einem Zeitpunkt
und folglich nur in einem der Experimente (z.Bdetl) differenziell exprimiert sein kdnnte,
wéahrend die Expression in den anderen Experimenten unterhalb der Messgrenze lag.

Fur das zweite Sicherheitskriterium wurde der Quotient der Doppelspots (kleiner 1,5) heran-
gezogen, da der Doppelspot eine interne Kontrolle des Hybridisierungssignales darstellt
(siehe Pkt. 3.4.2). Der Quotient sollte so niedrig wie moglich sein, ohne unnétig Signalwerte
von der Auswertung auszuschliel3en. Ein hoherer Quotient wirde moglicherweise Hybridisie-
rungsartefakte oder Signalwerte mit Detektionsproblemen einschlieen. Wird der Quotient
verkleinert, so werden weitere Gene von der Analyse ausgeschlossen. Die Wahl von 1,5 als
Quotient entspricht ungefahr dem weitestmdglichen Abstand fur Signalwerte von ihrem
Mittelwert bei einer Standardabweichung von 26 %.
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Aus der Analyse zur Reproduzierbarkeit der Experimente resultierte ein drittes Kriterium,
das speziell fur die Auswahl von differenziell exprimierten Genen eingesetzt wurde. Die Fest-
legung auf einen Faktor 5 (#% vom Mittelwert) erfolgte, weil sich eine dreifache Standard-
abweichung (26 %, Faktor + 1,8) zur Auswahl als unzureichend erwies (siehe Pkt. 3.4). Die
Herabsetzung des Faktors wirde zwar mehr Gene differenziell exprimiert erscheinen lassen,
aber den dargestellten und nachfolgend diskutierten Sachverhalt nicht verandern.

45. Hauptkomponentenanalyse

Nach Etablierung der Methode wurde im wissenschaftlichen Teil der Arbeit die Gen-
expression wahrend der frihen Photomorphogenese analysiert. Daftir wurden 5 Tage alte
etiolierte Keimlinge der Wildtypen Col-0, Ler-0 und WsphyD), der Phytochrommutanten
phyA phyB und phyAB der Phytochromophormutantéryl und hy2, der Cryptochrom-
mutanten cryl und cry2, der Mutardetl und der PHYB-Uberexprimierenden Linie mit
Weildlicht bestrahlt. Das Pflanzenmaterial wurden zu den Zeitpunkten O h, 0,5 h (nur Col-0
unddetl), 2 h und 4 h geerntet, daraus Sonden angefertigt und in cDNA-Array-Experimenten
verwendet (siehe Pkt. 3.5). Aus diesen cDNA-Array-Experimenten resultieren grof3e Daten-
mengen. Um einen Uberblick zu erhalten, wurde das statistische Verfahren der Haupt-
komponentenanalyse zur Fokussierung der im Datensatz enthaltenen Information verwendet.
Die sukzessive Reduzierung des Datensatzes zunéchst auf die den Sicherheitskriterien (siehe
Pkt. 3.4.6) und danach auf die dem differenziellen Kriterium (siehe Pkt. 3.4.6) entsprechen-
den Gene wurde jeweils mit der Hauptkomponentenanalyse Uberprift (siehe Pkt. 3.5.1 und
3.5.2.3). Die Hauptkomponentenanalysen zeigten fur die unterschiedlichen Datensatze
ahnliche Abbildungen (vgl. Abb. 15, 16 und mit 17). Folglich wurden trotz der Reduktion des
Datensatzes um 94 % die wesentlichen Informationen der cDNA-Array-Experimente erhalten
und die in 3.4.6 beschriebenen Kriterien bestétigt.

Da die Hauptkomponentenanalyse die maximale Varianz multivariabler Daten in einer
minimalen Zahl von orthogonalen Hauptkomponenten (-achsen, -dimensionen) abnehmend
konzentriert, sind die ersten Achsen fur die Hauptkomponentenanalyse bestimmend. Ideal
ware die Abbildung der Gesamtvarianz auf einer (der ersten) Achse. Die Abb. 15, 16 und 17
zeigen in einem zweidimensionalen Koordinatensystem, in dem die Abszisse der 1. (h6ch-
sten) und die Ordinate der 2. Varianz entspricht, eine Gesamtvarianz der Expressionsdaten in
den Weildlichtexperimenten in Abhangigkeit vom verwendeten Datensatz von 50, 66 und
77 %. Mit der Reduktion des Datensatzes nimmt die dargestellte Varianz zu (vgl. Abb. 15,
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16 und mit 17). Gleichzeitig wird die wesentliche Information konzentriert, indem die
Distanzen zwischen Experimenten mit ahnlicher Aussage (z. B. ahnliche Genexpression)
geringer werden und bei unterschiedlicher Information erhalten bleiben. Das zeigt z. B. die
Einordnung der Experimente mit dem Wildtyp Col-0 in die Hauptkomponentenanalyse (siehe
Abb. 15, 16 und 17).

Die Hauptkomponentenanalyse klassifiziert die cDNA-Array-Experimente in voneinander
unabhangige Gruppen. Zu einer Gruppe zéhlen diejenigen Experimente, die in der Haupt-
komponentenanalyse geringe Distanzen zueinander aufweisen und somit zum Zeitpunkt der
Probenahme eine &hnliche Genexpression zeigen. Entscheidend fur die Analyse der Gruppen-
beziehungen ist die Anzahl der dargestellten Dimensionen (Achsen) und die damit verbunde-
ne Varianz. Das wird am Beispiel der Gruppe 4 (siehe Pkt. 3.5.1 und 3.5.2.3) deutlich. Im
zweidimensionalen Koordinatensystemen der Hauptkomponentenanalyse sind die Experi-
mente mit belichteten Keimlingen der PHYB-Uberexprimierenden Linie weder der Gruppe
von Experimenten mit etiolierten Keimlingen (Gruppe 1) noch der Gruppe von Experimenten
mit belichteten Keimlingen (Gruppe 2) zu zuordnen (vgl. Abb. 15, 16 und mit 17). Die
Eigenstandigkeit als Gruppe wird fiur die Experimente mit belichteten Keimlingen der
transgenen Linie in der Darstellung der ersten drei Achsen (Dimensionen) deutlich, indem
diese beiden Experimente nicht in der Ebene der Gruppen 1 und 2 liegen. Die Darstellung der
Hauptkomponentenanalyse in einem rdumlichen Koordinatensystem (3 Dimensionen) ist im
Programm “J-Express” zwar verfugbar, aber nicht die Koordinaten (Vektoren) und auch nicht
die Varianzen (Zahlenwerte) der Achsen.

Auch bei Veranderung von Auswabhlkriterien (siehe Pkt. 3.4.6) veranderte sich die Haupt-
komponentenanalyse nur geringfuigig und die gruppenweise Zuordnung der Experimente
blieb stabil (Daten nicht gezeigt). Demzufolge resultiert die ermittelte Varianz zwischen den
Pflanzen hauptsachlich aus den 71 selektierten differenziell exprimierten Genen (88 cDNA-
Fragmente). Somit nutzte die Hauptkomponentenanalyse zur Fokussierung der im Datensatz
enthaltenen wesentlichen Informationen und deren Uberpriifung in dem schrittweise reduzier-
ten Datensatz. Durch diese Konzentrierung konnte die Analyse der cDNA-Array-Experimente

wesentlich vereinfacht werden.

4.6. Gruppierung von ko-exprimierten Genen

Nach der zunachst komplexen Analyse der Weil3lichtexperimente (siehe Pkt. 3.5) konnte mit
Hilfe von Auswabhlkriterien (siehe Pkt. 3.4.6) und Hauptkomponentenanalysen (siehe Pkt.
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3.5.1 und 3.5.2.3) der Datensatz schrittweise auf 71 differenziell exprimierte Gene (88
cDNA-Fragmente) reduziert werden. Die wesentlichen Informationen (siehe 3.5.1 und 4.5)
blieben trotz der Reduktion erhalten. Um eine weitere Vereinfachung bzw. eine detailiertere
Analyse der friihen Genexpression wahrend der Photomorphogenese zu erreichen, wurden die
Gene des reduzierten Datensatzes mit Hilfe des statistischen Verfahrens “K-Mean-Cluste-
ring” auf der Basis ihrer Expression in den einzelnen Pflanzen gruppiert (siehe Pkt. 3.5.3).
Wie bereits im Ergebnisteil der Arbeit dargelegt (siehe Pkt. 3.5.3), entspricht die verwendete
Gruppierung nur einer von vielen moéglichen. In dem verwendeten statistischen Verfahren ist
die Aufteilung der Gene in Gruppen sowohl von der vorgegebenen Gruppenanzahl als auch
von der gewdahlten Zufallszahl abhangig. Mit der Veranderung der Zufallszahl wird die Lage
der orthogonalen Hauptachsen (Hauptkomponenten) in der Punkteschar verandert und somit
in Abhangigkeit von den Distanzen zwischen Punkten (die Lage eines Punktes entspricht der
Expression eines Genes in den betrachteten Experimenten) die zu einer Gruppe zu zéhlenden
Gene. Wenn der Prozess der Gruppenbildung mehrfach mit unterschiedlichen Zufallszahlen
durchlaufen wird und im Ergebnis die Gene auf ihre Gruppenzugehoérigkeit verglichen
werden, so ist festzustellen, dass einige Gene immer wieder einer gemeinsamen Gruppe
angehdren, wahrend andere Gene einen anderen Gruppe zugeordnet werden. D.h. einige Gene
haben nur geringe Expressionsunterschiede in der einzelnen Experimenten und bilden quasi
den Kernbereich einer Gruppe. Andere hingegen sind im Randbereich einer Gruppe lokali-
siert und werden somit bei Veranderung des Koordinatenursprungs anderen Gruppen zu-
geordnet. Ein Nachteil des Verfahrens fur die Analyse von ko-exprimierten Genen ist, dass
Gene, deren Expression von der Expression aller anderen Gene abweicht und die somit zu
keiner der Gruppen zu z&hlen sind, letztlich einer der vorhandenen Gruppen zugeordnet
werden. Z. B. ist die Expression der zwei Gene von Gruppe 4 (siehe Abb. 18) in der Mutante
detl deutlich unterschiedlich, so dass diese beiden Gene eigentlich in unterschiedliche
Gruppen gehoren sollten.

Die Gruppenzusammensetzung, die wie oben beschrieben bedingt variabel ist, hat Aus-
wirkungen auf die Promotorelementsuche und kénnte erklaren, weshalb in der Promotor-
elementsuche nicht alle Gene einer Gruppe dasselbe Promotorelement aufweisen. Aul3erdem
liegt der Gruppenzusammensetzung aufgrund der statistischen Auswertung der Genexpres-
sion nicht unbedingt ein biologischer Zusammenhang zugrunde (siehe Pkt. 3.5.3). Zusatzlich
wird die Gruppenzugehdrigkeit von Genen durch Messgenauigkeit bzw. Reproduzierbarkeit
(siehe Pkt. 3.4) beeinflusst.

Ein weiterer Aspekt der Gruppierung von Genen auf der Basis der Ko-Expression ist, dass
moglicherweise Gene ohne funktionelle Beschreibung in einem biologischen Zusammenhang

102



4. Diskussion

mit den anderen Mitgliedern der Gruppe stehen kénnten. In den Gruppen 1 und 2 (Abb. 18,
Tab. 9) waren unter den Genen in den Wildtypen 5 Gene ohne Funktionsbeschreibung, in den
Gruppen 8 bis 10 (Abb. 18, Tab. 9) wurden 3 Gene ohne funktionelle Zuordnung ermittelt
Letztere konnten inshesondere mit der Photosynthese im Zusammenhang stehen, da in diesen
drei Gruppen (Gruppen 8 bis 10: Tab. 9) hauptsachlich kernkodierte Gene von Proteinen des
Photosyntheseapparates enthalten sind. Eine Zuordnung der anderen “unbekannten“ Gene zu
bestimmten Stoffwechselwegen ist aufgrund der unterschiedlichen funktionellen Zuordnung
der Gene in den Gruppen nicht méglich, da nur ca. 1/22 der Gene des Arabidopsisgenoms auf
der Membran enthalten sind.

4.7. Genexpression wahrend der frihen Photomorphogenese

Die Ahnlichkeit von Expressionsprofilen war Voraussetzung fiir die Gruppierung ko-
exprimierter Gene (Abb. 18). Bisher wurde die Expression der Gene einer Gruppe in Wildty-
pen oder Mutanten analysiert. Im folgenden wird die Genexpression der Gruppen in Wildty-
pen und Mutanten im Zusammenhang mit der Lichtwahrnehmung der Pflanzen diskutiert.

Im Vergleich der Wildtypen untereinander war die Expression der Gene bei Bestrahlung mit
Weildlicht &hnlich (siehe Abb. 18). Das war einerseits von den Wildtypen zu erwarten,
andererseits stellt Ws-2 auch gleichzeitig effteYD-Mutante und somit eine Rotlicht-
rezeptormutante dar (Aukermanal. 1997). Die Hauptkomponentenanalysen (Abb. 15, 16
und 17) bestatigten das ahnliche Expressionsverhalten der Wildtypen. Der Vergleich der
Experimente in der Hauptkomponentenanalyse zeigte nicht nur ein &hnliches Expressions-
verhalten fur Wildtypen untereinander sondern auch der Rot- und Blaulichtrezeptormutanten
zu diesen (Abb. 15, 16 und 17). Das kann auf unterschiedliche Ursachen zurtickzufihren sein.
Weillicht konnte flur die Untersuchung einer friihen Phase der Photomorphogenese in Rot-
bzw. Blaulichtrezeptormutanten ungeeignet sein oder die Analyse erfolgte zu friih nach der
Belichtung. Entsprechend wéare der Phanotyp noch nicht ausgepragt und die Unterschiede in
der Genexpression noch zu gering. Dem widersprechen die Ergebnisse der Lichtpulsexperi-
mente, nach denen kurzzeitiges rotes bzw. blaues Licht die Expression der Gene des
Photosyntheseapparates ebenfalls stimuliert (vgl. Abb. 21). Spatere Stadien wurden nicht
untersucht, so dass eine Aussage dariber nicht mdglich ist. Denkbar ware auch, dass sich die
eigentlichen lichtgesteuerten differenziell exprimierten Gene nicht auf der Membran befin-
den. Allerdings sind mit den kernkodierten Genen des Photosyntheseapparates gerade
diejenigen Gene im cDNA-Array enthalten, die erwartungsgemal zu den lichtinduzierten
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Genen zu zahlen sind (siehe Pkt. 1 und 3.2).

In friheren Untersuchungen wurden Uberlappende, erganzende bzw. auch konkurrierende
Funktionen der Photorezeptoren gezeigt (Retedl. 1994, Casal und Boccalandro 1995,
Whitelam und Devlin 1997, Casal und Mazella 1998, Neff und Chory 1998, Abtradd
1998, Mockleret al. 1999). Die vorliegenden Daten zur Genexpression verweisen wahrend
der frihen Phase der Photomorphogenese auf ein@hd@, PHYB PHYD, CRYloder
CRY2unabhangige Entwicklung (Abb. 15, 16 und 17). Dieses Ergebnis wurde fir die
Phytochrome A, B und D durch die WeiR3lichtexperimente mit den Phytochromchromophor-
mutantenhyl und hy2 (siehe Anhang: Pkt. 6.1) bestatigt. Dartiber hinaus schlie3en diese
Experimente die nicht untersuchten Phytochrome C und E in die Analyse mit ein, da durch
den Defekt in der Chromophorbiosynthese keine Phytochrom-vermittelte Lichtwahrnehmung
stattfinden durfte. Demzufolge ist festzustellen, das weder Phyto- noch Cryptochrome einen
Einfluss auf die frihe Phase der Photomorphogenese ausiben.

Die Mutantedet1 hingegen unterschied sich nicht nur im Phanotyp (Abb. 6) sondern auch
im Expressionsverhalten der Gene (Abb. 15, 16, 17 und 26) deutlich von Wildtypen und
Photorezeptormutanten. Nach Chetyal. (1989) ist die Expression lichtregulierter kernko-
dierter LHC, RBCS und plastidar kodierter Gen®BCL PSAA PSBA in etiolierten
Keimlingen vondetlerhoht. In lichtgewachsenen Keimlingen der Mutante entsprachen die
Expressionswerte dieser Gene hingegen denen des Wildtyps Col-O @ halry1989).
Entsprechend wurde das GBET1 als Repressor eingestuft (Chatyal. 1989, Ang und
Deng 1994, Peppest al. 1994). In der vorliegenden Arbeit wurde wahrend der frihen
Photomorphogenese ein anderes Expressionsverhalten der Gene in der bkifabée
Belichtung gegenuber den Wildtypen ermittelt. Erwartungsgeman wurde fir die differenziell
exprimierten Gene kernkodierter Proteine des Photosyntheseapparates der Gruppen 8 bis 10
(Abb. 18, Tab. 9) eine zunehmende Expression bei Bestrahlung mit Weililicht in den Wildty-
pen bestimmt. In der Mutandet1hingegen wurden abnehmende Expressionswerte flr diese
Gene bei Belichtung festgestellt. Letzteres wurde kirzlich auch von Kla(2003) ver-
offentlicht. Dementsprechend fehlt in der Mutadét1 eine Komponente, die diese Gene bei
Belichtung aktiviert.

Der Vergleich der Expressionswerte der Gene von Gruppe 8 und 9 (Abb. 18) in etiolierten
Keimlingen (Zeitpunkt O h) vordetlund Wildtypen zeigt, dass DET1 in etiolierten Keimlin-
gen auch als Repressor fungiert (s. 0.). In den Gruppen 1 und 3 (Abb. 18) hingegen lagen die
Expressionswerte der Gene in etiolierten Keimlingen der Wildtypen hoher als in der Mutante
detl Somit fungiert DET1 im Dunkeln nicht nur als Repressor sondern auch als Aktivator.
Dieses duale Verhalten wurde auch bei Belichtung festgestellt. Die Unterdriickung der Gene
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der Gruppen 8 bis 10 (Abb. 18) bei Bestrahlung mit Weil3licht wurde bereits diskutiert (s. 0.).

Im Gegensatz zu diesen war fur die Gene der Gruppen 2 und 6 (Abb. 18) in der Mleitthnte

im Vergleich zu den Wildtypen eine Verstarkung der Expression bei Belichtung und somit
eine aktivierende Wirkung zu verzeichnen. Folglich konnte DET1 als eine Art Schalter
sowohl bei Dunkelheit als auch bei Licht funktionieren, wobei zwischen priméren - von
DET1 direkt beeinflussten Genen und sekundaren Effekten (indirekter Einfluss von DET1)
auf der Basis dieser Experimente nicht unterschieden werden kann. Interessanterweise gab es
Gene, die in der Mutantietlvornehmlich nur in Dunkelheit (Abb. 18, Gruppe 7) bzw. nur

unter Lichteinfluss (Abb. 18: Gruppen 2 und 6) reguliert wurden. Das deutet auf mehrere
wirkende Komponenten bzw. sekundare Effekte hin (s.u.).

In der PHYB-Uberexprimierenden Linie war ebenfalls abweichendes Expressionsverhalten
von Wildtypen und Photorezeptormutanten zu verzeichnen (siehe Pkt. 3.5.1 und 3.5.3). Im
Unterschied zur Mutantetltrat diese Divergenz erst nach Belichtung auf (Abb. 15, 16, 17
und 26), obwohl PHYB unter der Kontrolle des 35S-Promotors kontinuierlich exprimiert
wird (Wagneret al. 1991). Demzufolge ist PHYB erst in der lichtaktiviertegs P -Form
funktionell aktiv. Das steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer Autoren (siehe Ken-
drick und Kronenberg 1994). Auffallig ist, dass im Vergleich zur Mutdetd nur einige
Gene durch PHYB reguliert wurden. Demzufolge sind Gene der Gruppen 1, 3 bis 5 und 7
(Abb. 18) aufgrund ihres annéhernd gleichen Expressionsverhaltens in Wildtypen, Photo-
rezeptormutanten und 35S::PHYB bei Bestrahlung mit Weillicht als nicht PHYB reguliert
einzustufen. Zunehmende Expressionswerte in 35S::PHYB wurden dagegen fir die Gene der
Gruppe 6 (Abb. 18) bei Belichtung ermittelt. Die verstarkte Expression dieser Gene wurde
ebenfalls in der Mutantdetl festgestellt. Folglich sind diese Gene nicht nur direkt oder
indirekt PHYB reguliert, sondern auch tberlappend von DET1 in derselben Art und Weise
beeinflusst (vgl. Abb. 18). Das Expressionsverhalten fur die Gene der Gruppen 8 bis 10
(siehe Abb. 18) in der PHYB-Uberexprimierenden Linie gleicht weder dem in den Wildtypen/
Photorezeptormutanten noch jenem in detl Mutante (vgl. Abb. 18). Wahrend in der
Mutantedetlabnehmende und in den Wildtypen zunehmende Expressionswerte bei Bestrah-
lung mit Weil3licht ermittelt wurden, waren die Werte in der transgenen tberexprimierenden
Linie trotz Belichtung relativ konstant (vgl. Abb. 18). Aus dem unterschiedlichen
Expressionsverhalten der Gene in der transgenen Linie im Vergleich zu Wildtypen und
Photorezeptormutanten bzw. zu dem in der Mutaletd ist auf eine Beeinflussung der
Transkription durch PHYB zu schliel3en. Einerseits ist eine Repression fur die Gene der
Gruppen 8 bis 10 in der transgenen Linie gegeniber den Wildtypen zu verzeichnen, anderer-
seits eine Aktivierung gegeniibdetl Die PHYB-Uberexpression hat vermutlich Kon-
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kurrenz bzw. Uberlagerung des Signals zur Folge, wovon insbesondere die kernkodierten
Proteine des Photosyntheseapparates betroffen sind (Gruppen 8 bis 10: Abb. 18, Tab. 9). Die
Ursache fur dieses Expressionsverhalten liegt moglicherweise in der konstanten Expression
durch den 35S-Promotor und dem erst nach Belichtung ingder P -Form agierenden PHYB (in
Kendrick und Kronenberg 1994). Eine Funktion der P -Form, wie von Liscum und Hangarter
(1993), Reect al.(1994) und Shinomurat al. (1994, 2000) vermutet, war in diesen Experi-
menten nicht zu erkennen.

4.8. Promotorelemente

Mit der Gruppierung der Gene aufgrund ihres Expressionsverhaltens in Wildtypen und
Mutanten wurde deutlich, dass Gene wie z. B. die fur Proteine des Photosyntheseapparates
(siehe Pkt. 3.7) einer Ko-Expression unterliegen. Eine Mdglichkeit der Regulation der
Genexpression besteht auf Transkriptionsebene durch Transkriptionsfaktoren, die an Pro-
motorelemente der Gene binden (Mathews und van Holde 1990, Ferl und Paul 2000). Des-
halb wurden fur jedes differenziell exprimierte Gen die Sequenz von 500 bp vor dem Startko-
don aus der genomischen Sequenz extrahiert und mit dem Programm “Meme” beztiglich
kurzer nahezu identischer Sequenzabschnitte verglichen. Mit der Wahl der Parameter im
Programm “Meme” wird das Suchergebnis beeinflusst. Die Einschrankungen bezuglich der
Lange des gesuchten Sequenzabschnittes waren notwendig, um sinnvolle Suchergebnisse zu
erreichen. Wird die untere Schranke bezlglich der Lange der zu suchenden Sequenz zu tief
angesetzt, werden viele x-beliebige Sequenzabschnitte aufgrund ihres statistischen Vor-
kommens in der Sequenz herausgesucht. So diente die untere Schranke (>=5 bp) der Wah-
rung der Spezifitdt. Die obere Schranke bzw. die maximale Ladnge des zu erwartenden
Sequenzmotivs ergab sich aus der Gro3e der Transkriptionsfakbeemach kdnnte ein
Transkriptionsfaktor von 500 aa als globulares Protein etwa 15 bp je nach Streckung der
DNA bzw. der Dichte des Proteins abdecken (siehe Pkt. 3.5.5). Entsprechend wurde die obere
Schranke mit 15 bp festgelegt. Von langeren Sequenzabschnitten fur die gesuchten Promotor-
elemente wurde auch deshalb nicht ausgegangen, weil die Proteine wahrscheinlich nur
parziell mit der DNA interagieren. Desweiteren wurden bei Erhdhung der vorzugebenden
Sequenzlange lediglich Elemente mit geringer Identitét zwischen den einzelnen Mitgliedern
bzw. mit hdhen Erwartungswerten gefunden (Daten nicht gezeigt). Innerhalb der Grenzwerte
(siehe Pkt. 3.5.4) blieben die Suchergebnisse auch nach Veranderung weiterer Parameter
(Anzahl der Motive, Haufigkeit, Suchrichtung und DNA-Strang) relativ stabil und zeigten in
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Abhangigkeit von den vorgegebenen Parametern fur das gefundene Promotorelement nahezu
diesselben Gene (Daten nicht gezeigt).

Nicht alle Gene einer Gruppe (Tab. 9) mussen im Ergebnis der Promotoranalyse enthalten
sein. Die Ursache ist zum einen im statistischen Verfahren “K-Mean Clustering” begriindet.
In Abh&ngigkeit von den gewahlten Parametern des Verfahrens (Zufallszahl, Anzahl der
Gruppen) waren die Gene aufgrund ihrer Expression in Wildtypen und Mutanten nicht ein
und derselben Gruppe zugehorig. Demzufolge kdnnen Gene des “Randbereiches” einer
Gruppe auch anderen Gruppen mit ahnlicher Expression angehéren. Zum Beispiel ist das Gen
LHCB5mit je einem cDNA-Fragment in Gruppe 8 bzw. 10 vertreten (vgl. Tab. 9). Derartige
Ergebnisse kdonnen auf verschiedenen cDNA-Fragmenten, unterschiedlichen PCR-Am-
plifikationen bzw. auch unterschiedlicher Materialibertragung wahrend der Membranher-
stellung beruhen.

Die verwendeten 500 bp vor dem Startkodon erwiesen sich insofern fur die Promotor-
elementsuche als hinreichend, da die identifizierten Promotorelemente nur im Bereich von -
300 bp bis -1 bp vor dem Gen signifikant haufiger auftreten (siehe Abb. 23). Fir G-box bzw.
G-Box-ahnliche Promotorelemente wurde das durch die Umkehrung der Expressions-/
Promotorelementanalyse in Pkt. 3.5.6 bestatigt, indem die Promotoren (500 bp vor ATG)
aller Gene von Arabidopsis nach den entsprechenden Sequenzen durchsucht wurden (siehe
Anhang: G_Box.xls). Auch eine Verwendung von 2000 bp vor dem Startkodon fir die
Promotorelementsuche von allen Genen des Arabidopsis Genoms &andert nichts an der
signifikanten Haufung der G-Box im Bereich von -300 bis -100 bp vor dem Startkodon
(L.Altschmied, personliche Mitteilung).

Die G-Box (CCACGTGG) wurde sowohl in Gruppen von Genen in Belichtungsexperimen-
ten mit Weilslicht (Gruppen 9 und 10, Tab. 9) als auch mit spezifischen Lichtbedingungen
(Tab. 14) bestrahlter etiolierter Keimlinge gefunden. Die vollstdndige G-Box ist in den
Gruppen 9 und 10 (Tab. 9) nur vor den Genen RubiscoaktRBEES3bPSAH2undPSBQ1
enthaltenPSAH2undPSBQ1verfiigten sogar tUber ein zweites G-Box (ahnliches) Promotor-
element (siehe Anhang: G_Box.xlIs). Moglicherweise fuhrt dieses zur Expressionsverstar-
kung, die von Ishiget al. (1999) mit GUS-Aktivitatsmessungen durch Nutzung von vier auf-
einander folgenden G-Box Sequenzen gezeigt wurde. Die Mehrzahl der in den Promotoren
gefundenen Motive umfasst G-Box &ahnliche Elemente (vgl. Tab. 12 und Anhang: Moti-
ve_Gruppen.xls, spez_Licht.xls). Folglich kann die palindromische Sequenz CCACGTGG
nicht als allgemeine Bindestelle gelten. Die Analyse der Expressionsprofile von Genen mit G-
Box-ahnlichen Promotorelementen zeigte, dass Gene mit den Motiven CCACGTGT bzw.
ACACGTGG eine ahnliche Expression wie Gene mit G-Box im Promotor aufweisen (siehe
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Abb. 20). Fur Gene mit der Sequenz ACACGTGT trifft das nicht zu (siehe Abb. 20). Auffal-
lig haufig waren die Gene von Proteinen des Photosyntheseapparates unter den Genen mit G-
Box (-ahnlichem) Promotorelement (siehe Tab. 12 und Anhang: spez_Licht.xlIs). Die Analyse
zeigt fur diese Gene eine deutliche Ko-Expression in den Belichtungsexperimenten (siehe
Pkt. 3.7). Durchschnittlich entsprachen 2 Nukleotide in den Promotoren dieser Gene nicht der
vollstandigen G-Box. Die statistische Auswertung fur das G-Box (-ahnliche) Element der 46
in der Promotoranalyse verwendeten “photosynthetischen” Gene ist in Abb. 24 als Gewichts-
matrix dargestellt. Die Gewichtsmatrix gibt den prozentualen Anteil eines Nukleotids auf der
jeweiligen Position im moglichen Promotorelement (Motiv) wieder.

Abbildung 24 zeigt, dass die einzelnen Nukleotide der G-Box im Promotor der fir Proteine
des Photosyntheseapparates kodierenden Gene unterschiedlich konserviert sind (siehe Anhang:
Motive_Gruppen.xls). Demnach sind insbesondere das Cytosin an zweiter Position, Adenin
an der dritter und Thymin auf der sechster Position fir das Promotorelement essenziell.
Dagegen sind die Nukleotide Adenin an der ersten Stelle durch Cytosin, Guanin an flnfter
und achter Position durch Thymin austauschbar. In Untersuchungen zur Bindung von PIF3 an
die vollstandige G-Box bestéatigen Martinez-Gastial. (2000) diese Analyse (teilweise),
indem sich der Austausch des ersten Nukleotids der G-Box (Cythdenin) als konven-
tionell erwies, wahrend sich der Wechsel des 6. Nukleotids (Thy@umanin) als essenziell
herausstellte (Martinez-Garag al. 2000). Als “kleinstes gemeinsames Vielfaches” dieser
Promotoren kénnte ein Promotorelement mit der Sequenz “CANNTG” fungieren. Dieses
weniger spezifische als E-Box bekannte Promotorelement ist im Gegensatz zur vollstandigen
G-Box in fast allen gefundenen Promotorelementen enthalten. Die E-Box dient in unter-
schiedlichsten zellularen Prozessen (zur Ubersicht siehe Atchley und Fitch 1997, Littlewood
und Evan 1998) speziell in nichtpflanzlichen Systemen als Promotorelement fir bHLH-
Transkriptionsfaktoren, zu denen auch das pflanzliche Protein PIF3 zu z&hlenasa[Ni
1998). Die E-Box selbst ist relativ unspezifisch und im Promotor (-500 bp vor dem ATG) fast
jeden Genes zu finden (Gensatz der Membran “2B”: 77 %, siehe Anhang: G_Box.xIs).

Mit HY5 bindet ein weiterer Transkriptionsfaktor an die G-Box (Chattopadéiyaly1998),
der den LeucirgZipperProteinen (3-ZIP Proteine) zu zurechnen ist (Oyanah 1997). Den
Proteinen HY5 und PIF3 bzw. beiden Gruppen von Transkriptionsfaktoren ist gemeinsam,
dass sie als Dimere agieren und die Molekiile sich zu einem “X” aneinander lagern. Die obere
Halfte des “X” dient der Dimerisierung, wahrend die unteren Schenkel an das Promotor-
element in der DNA binden (Ferl und Paul 2000, Jacstbgl. 2002, Heimet al. 2003).
Letzteres konnte erklaren, weshalb die mittleren Nukleotide entbehrlich sind. Das zeigt
andererseits auch, dass bei Gleichrichtung der X-Form von bHLH und/oder 3-ZIP Proteinen
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Motiv 1 A C A C T c A
A 75 575 25 1000 25 50 25 50 125 350 650
G-Box-dhnlich ¢ 00 375 925 00 80 00 00 75 00 475 275
925 50 50 00 75 750 00 875 650 175 50
T 00 00 00 00 50 200 975 00 225 00 25
M @ A S K T S K Y M
Motiv 4 C C A C T c A T c
A 143 00 00 1000 00 429 00 00 929 00 71
G-Box-dhnlich ¢ 0,0 100,0 1000 0,0 1000 71 7,1 1000 7,1 143 786
50 00 00 00 00 500 00 00 00 286 00
T 37 00 00 00 00 00 929 00 00 571 143
D @ @ A c R T c A B \%
Motiv 2 A A A A A A A A A
A 783 478 826 37,0 696 261 1000 26,1 761 609 69,6 587 91,3 239
PR-Mativ 1 c 43 22 00 196 00 87 00 43 152 43 00 109 00 65
17,4 500 22 391 304 652 00 478 00 348 261 304 00 696
T 00 00 152 43 00 00 00 21,7 87 00 43 00 87 00
R R w R R R A R H R R R A R
A A A A A A
Motiv 5 T C T C T C T T c T c
A 00 167 00 00 00 00 ©00 ©00 83 00 00
PR-Mativ 2 c 00 833 83 750 00 833 333 00 91,7 00 833
00 00 00 00 00 167 00 83 00 00 167
T 1000 00 91,7 250 1000 0,0 66,7 91,7 00 1000 0,0
T M T \% T S Y T c T S
A A A A A A A A A A
Motiv 1 T C T T T T T C T c T T T c
(Tab. 14, A 00 00 103 00 00 128 64 51 38 141 00 00 00 00
Gruppel) c 90 66,7 00 462 256 372 103 564 26 436 333 410 13 590
54 00 00 38 51 26 218 13 00 00 00 128 1,3 1,3
T 859 333 89,7 500 692 474 615 372 936 423 66,7 462 974 397
\% \% w \% \% Y K \% w \% \% Y T \%
Motiv 3 C A A C C A A C C A A T c A
A 351 595 595 324 27,0 1000 892 351 135 73,0 946 297 00 757
CAAT-Box c 378 351 351 351 676 00 00 541 811 243 54 00 1000 00
27 00 54 00 00 00 54 00 54 27 00 00 00 00
T 243 54 00 324 54 00 54 108 00 00 00 703 00 243
H M M H M A A H M M A w c w
Motiv 6 A C C A C A A C C A c T A c
A 833 00 00 833 00 91,7 500 00 00 66,7 167 41,7 500 250
CAAT-Box- c 0,0 1000 833 16,7 1000 00 0,0 750 1000 00 41,7 00 00 41,7
ahnlich 67 00 00 00 00 00 50 00 00 00 00 00 00 83
T 00 00 167 00 00 83 00 250 00 333 41,7 583 500 250

R C Y M C A R Y C w H w w M

Abb. 24: Gewichtsmatrizen zu den in Abb. 23 und Tab. 15 dargestellten moglichen Promotorelementen
(Motiven) der fur Proteine des Photosyntheseapparates kodierenden Gene sowie fir Motiv 1 der Gene
von Gruppe | in den Lichtpulsexperimenten (Abb. 21 und Tab. 14). Das Nukleotid mit dem hochsten
Antell auf der jeweiligen Position innerhalb der Matrix ist fett markiert und im Konsensus oberhalb der
Matrix wiedergegeben. Unterhalb der Matrix ist der Konsensus nach Staden/Sanger zusammengefasst.
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eine Verschachtelung sowohl der Transkriptionsfaktoren als auch der Promotorelemente
ineinander maoglich ist. Neben der Verschachtelung von Promotorelementen bzw. Trans-
kriptionsfaktoren besteht auch die Mdglichkeit einer heterologen Dimerisierung. Fagtchild

al. (2000) zeigten dieses fiur die Interaktion von HFR und PIF3. HFR, selbst ein bHLH
Protein, kann weder PHYA noch PHYB binden. Der heterologe dimere Komplex hingegen
bindet photoaktiviertes PHYA und PHYB. Mit PIF4 wurde ein weiteres bHLH Protein
gefunden, das im Unterschied zu PIF3 jeweils separat mit der G-Box als auch mit photoakti-
viertem PHYB interagiert (Hug und Quail 2002). Somit ergibt sich eine Steuerung ver-
schiedenster Regulationswege uber die Interaktion von sowohl Transkriptionsfaktoren als
auch Rezeptormolekilen Gber das G-Box Promotorelement. Mdglicherweise sind auch die
zur G-Box bzw. E-Box auftretenen unterschiedlichen Randnukleotide (siehe Anhang: Moti-
ve_Gruppen.xls, spez_Licht.xls) fur die Bindung der Transkriptionsfaktoren bzw. die Steue-
rung der Stoffwechselwege entscheidend. Einige dieser Randnukleotide sind ebenso hoch
konserviert, wie Teile der G-Box selbst (siehe Anhang: Motive_Gruppen.xls). Mdglicher-
weise konnte die Sequenz GMCASKTSKVM (siehe Abb. 24: Konsensus Motiv 1) oder Teile
von ihr ein gemeinsames Promotorelement fir die Proteine des Photosyntheseapparates
kodierenden Gene sein.

Zum anderen bestehen weitere Méglichkeiten zur Begriindung der Unvollstandigkeit der
Promotorelementvorhersage in der gleichartigen Steuerung der Expression durch weitere
(moglicherweise nicht erkannte) Promotorelemente bzw. auch durch andere Regulations-
mechanismen. Mit der CAAT-Box wurde zunachst ein weiteres Promotorelement in der
Analyse aufgrund der hohen Erwartungswerte (siehe Tab. 11) nicht betrachtet. Erst die Suche
nach Promotorelementen fur die Gene von Proteinen des Photosyntheseapparates offenbarte
deren Signifikanz. Aus der Literatur ist eine lichtabhé&ngige Steuerung der Transkription von
ATPCbekannt (Kusnetsost al. 1999), indem ATPC2 an ein Adeninnukleotid drei Basen-
paare vor der CAAT-Box bindet und die Transkription des an die CAAT-Box bindenden
CBF-Komplexes verhindert (Bezhaeti al. 2001). Die statistische Analyse der fur Proteine
des Photosyntheseapparates kodierenden Gene zeigt (Abb. 24), dass die CAAT-Box (Abb.
24: Motiv 3) zwar in einer Reihe von Genen vorkommt, aber das eigentliche Promotor-
element moglicherweise nur unzureichend beschreibt. Aus dem Vergleich der Promotor-
abschnitte fur die CAAT-Box ist zu entnehmen, dass lediglich ein Adeninnukleotid an der
dritten Position in fast allen dieser Promotoren (95 %) auftritt (siehe Abb. 24). Dagegen ist
das Adenin drei Basenpaare vor der CAAT-Box in allen dieser Promotoren enthalten. Ebenso
essenziell durfte das Cytosin unmittelbar nach der CAAT-Sequenz sein (siehe Abb. 24).
Ebenfalls hoch konserviert ist ein weiteres Adeninnukleotid zwei Basenpaare vor der CAAT-
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Box. Folglich ist ein mégliches Bindemotiv eventuell mit (HMMHM)AAHMMAWCW zu
beschreiben (siehe Abb. 24).

AulRer der G- und CAAT-Box wurde noch ein purinreicher Sequenzabschnitt (PR-Motiv 1,
Tab. 15) in allen Promotoren der fir Proteine des Photosyntheseapparates kodierenden Gene
identifiziert. Dieses unmittelbar vor dem Startkodon lokalisierte Promotorelement kénnte mit
der Sequenz RRWRRRARHRRRARA beschrieben werden (siehe Abb. 24: Konsensus Motiv
2). Ein zu diesem ahnliches allerdings komplementares Element mit &hnlicher Position vor
dem Startkodon wurde in der Promotorelementanalyse der Experimente mit spezifischen
Lichtbedingungen identifiziert. Das mit YYWYYYKYWYYYTYY (komplementéar:
RRSRRRHRSRRRARR) definierte Promotorelement wurde jedoch nur fir die Gene ohne
Induktion (Gruppen | und Il) unter den spezifischen Lichtbedingungen gefunden, woraus eine
maogliche repressive Wirkung von Transkriptionsfaktoren auf die Gene Uber das Promotor-
element zu schlieRen ware. Im Gegensatz dazu wird fur die Gene von Proteinen des
Photosyntheseapparates mit dem komplentar-ahnlichen Promotorelement unter den jeweili-
gen Lichtbedingungen die Expression induziert.

Das Vorhandensein der drei Promotorelemente (G-Box-ahnlich, CAAT-Box-ahnlich und
PR-Motiv) kénnte moglicherweise spezifisch fur die lichtabhangige Steuerung der Gen-
expression von Proteinen des Photosyntheseapparates sein. Méglicherweise sind weitere
Gene ohne Funktionsbeschreibung Uber diese Kombination von Promotorelementen dem
Photosyntheseapparat zu zuordnen. Auch eine allgemeinere Nutzung der Bindestellen in
Kombination mit anderen Promotorelementen ist denkbar. Die Anzahl derzeitig bekannter
Transkriptionsfaktoren (ca. 1800 Gene im Arabidopsisgenom, H. Baumlein, personliche
Mitteilung) und ihre Variationsmdglichkeiten sind vielfaltig (s. 0.). Eine Aussage zu Trans-
kriptionsfaktoren, die die identifizierten Bindestellen benutzen, ist auf der Basis von cDNA-
Array Experimenten und somit auf dem Stand der derzeitigen Experimente nicht moglich.

4.9. Unbekannter Lichtfaktor

In den vorhergehenden Abschnitten wurde die Genexpression vergleichend zwischen
Wildtypen und Mutanten sowie die mdglichen Promotorelemente erdrtert. Beides soll im
folgenden im Zusammenhang mit der frihen Photomorphogenese diskutiert werden.

Fur Pflanzen wurde die Bindung von PIF3, einem bHLH Protein, an die vollstandige G-Box
in vivo gezeigt (s. 0., Martinez-Garc# al. 2000). PIF3 wiederum interagiert mit dem N-
Terminus des Rotlichtphotorezeptors PHYB bzw. auch schwach mit dem von PH¥A (Ni
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al. 1998, 1999, Zhet al. 2000). Allerdings erfolgt die Interaktion erst nach der Photoakti-
vierung des Phytochroms in diggP -Form. Abb. 25B zeigt ein Modell fir eine mdgliche
Beeinflussung der Transkription Uber die G-Box durch die Phytochrome B und A. Das
Expressionsverhalten der Proteine des Photosyntheseapparates kodierenden Gene (Abb. 25A
und Abb. 18: Gruppen 8, 9, 10) bei Belichtung in den Wildtypen entspricht diesem Modell
(Abb. 25B), aber nicht das Expressionsverhalten der Gene in den Phytochromphotorezeptor-
mutanten (Abb. 25A und Abb. 18: Gruppen 8, 9, 10). Keines der einzeln “ausgeschalteten”
Phytochromgene A und B und auch nicht deren Kombination verandern die Expression unter
Weillichtbedingungen (Abb. 25A). Mit Ws-2 befand sich bereits eine weitere Phytochrom-
mutante (PHYD , Aukermaet al. 1998) unter den Wildtypen (Abb. 25A). Eine PHYC-
Mutante existiert noch nicht und eine PHYE- Mutante stand nicht zur Verfagung (vgl. Pkt. 1.
und 2.1.1). PHYC beeinflusste in Gberexprimierenden Linien Blattwachstum (Vergrof3erung)
und Inhibierung der Hypokotylverlangerung (@nal. 1997). PHYE hingegen wird sehr
spezifisch z. B. im Bereich des Hypokotylhakens sowie dem oberen Hypokotyl exprimiert
(Gooseyet al.1997) und in der lichtabhangigen Keimung benétigt (Heenad. 2002). Eine
Beteiligung von PHYC und PHYE an der Stimulation der photosynthetischen Gene unter
Weil3lichtbedingungen ist nach gegenwartigem Kenntnisstand relativ unwahrscheinlich. Die
Experimente an mit Weil3licht bestrahlten Keimlingen der Chromophormutayitemdhy?2
bestatigen die Ergebnisse der Weildlichtexperimente Phytochrommutanten (siehe Pkt. 3.5 und
Anhang: 6.1) und schlie3en die nicht verfligbaren Mutanten der Phytochrome C und E in die
Analyse mit ein. Obwohl die Lichtwahrnehmung durch Phytochrome aufgrund des Defektes
in der Chromophorbiosynthese unterbrochen sein sollte, zeigen die Chromophormutanten ein
ahnliches Expressionsprofil fir die Gene wie Wildtypen und Phytochromrezeptormutanten
(siehe Abb. 25 A). Die in dieser Arbeit prasentierten Versuche zeigen, dass die Phytochrome
entgegen der allgemeinen Annahme keine Funktion wahrend der frihen Phase der Photomor-
phogenese besitzen. Aus dieser Diskrepanz ist zu schlussfolgern, dass ein weiterer Photore-
zeptor notwendig ware.

Mit HY5 bindet ein B-ZIP Transkriptionsfaktor ebenfalls an die vollstandige G-Box
(Abb. 27A; Oyameet al. 1997, Chattopadhyagt al. 1998). Dieser Transkriptionsfaktor
wiederum interagiert mit dem lichtabhéngigen Repressor COP1 @ahd 992, Anget al.

1998). Ein Zusammenhang zu den Photorezeptoren wurde erst kirzlich voneWang
(2001) hergestellt. InY'east two hybritdStudien und auch durch Ko-Immunoprazipitations-
versuche konnten sie zeigen, dass der C-Terminus von CRY2 photoaktiviert mit COP1
interagiert. Gleiches wird fir CRY1 vermutet (Wagtgal. 2001). Dementsprechend kdnnte

der Repressor COP1 den Aktivator HY5 durch dessen Inaktivierung steuern. Diese Blockie-
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Abb. 25: Entwicklung eines Arbeitsmodells fur die Lichtregulation. A: Expressionskinetik der Gene von
Proteinen des Photosyntheseapparates. In den Diagrammen ist der Verlauf der Expression bei Bestrahlung mit
Weilllicht fur die Gene der photosynthetischen Komplexe am Beispiel von PSAH2, LHCA2, PSBS, LHCBS6,
PETE1 und ATPD in den Keimlingen der Wildtypen (Col-0, Ler-0, Ws-2), der Phytochrommutphyeh (

phyB phyAB, der Phytochromchromophormutantéyi, hy2), der Cryptochrommutantewryl, cry2), der
PHYB-Uberexprimierenden Linie und der Mutadeglin den Weililichtexperimenten dargestellt. Die Daten
wurden logarithmisch unter Verwendung gleicher Skaleneinteilungen abgebikl&arbwahl fur Wildtypen

und Mutanten entspricht der in Abb. 17. B: Modell zur lichtabh&ngigen Transkription durch Konkurrenz um die

Bindung an der G-Box. C: Modell zur lichtabhangigen Transkription durch einen unbekannten Lichtfaktor
wahrend der frihen Photomorphogenese.

rung des Aktivators wiederum konnte durch die Inaktivierung des Repressors aufgehoben
werden, indem die photoaktivierten Cryptochrome den negativen Regulator COP1 in seiner
Wirkung lichtabhangig neutralisieren (Abb. 28B). Ebenfalls wurde gezeigt, das CRY1 und
PHYB fur die Keimblattentfaltung und die Inhibierung der Hypokotylverlangerung bei
Bestrahlung mit Blaulicht in rotem Hintergrundlicht einander bedingen (Casal und Mazella
1998, Neff und Chory 1998). Casal und Mazella (1998) verweisen auch auf die Unabhangig-
keit von PHYA und CRY1 unter ihren Bedingungen. Dagegen beweisen A¢trab(11998)
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die direkte Interaktion von CRY1 und PHYA in vivo. Das Zusammenwirken von PHYA und
CRY1 unter Rot- bzw. Blaulichtbedingungen wurde ebenfalls fir die Steuerung der circa-
dianen Uhr der Pflanzen festgestellt (Devlin und Kay 2000). Devlin und Kay verweisen auch
auf eine redundante Wirkungsweise von CRY1 und CRY2 bezuglich der Steuerung von
circadianer Rhythmik. Somit ware auch das unverdnderte Expressionsverhalten dieser Gene
in Wildtypen, in Phyto- und Cryptochromutanten erklarbar (vgl. Abb. 18), indem die Photore-
zeptoren miteinander interagieren bzw. eine Bindung der Transkriptionsfaktoren an das G-
Box Promotorelement beeinflussen und sich in ihrer Wirkung Uberlappen, erganzen bzw.
auch untereinander konkurrieren.

Das Modell der Konkurrenz um die Bindung an die G-Box (Abb. 25B) steht allerdings im
Widerspruch zum Expressionsverhalten der Gene von Gruppen 8 bis 10 (Abb. 18) in der
PHYB-Uberexprimierenden Linie. Nach dem Modell wéare eine zunehmende Expression bei
Belichtung aufgrund des im Uberschuss zur Verfiigung stehenden PHYB zu erwarten, das
durch die Belichtung aktiviert ist. Die Daten verweisen hingegen auf eine kontinuierliche
Expression dieser Gene in der transgenen Linie und im Vergleich zu Wildtypen und
Photorezeptormutanten auf eine repressive Wirkung durch kontinuierlich exprimiertes
PHYB. Auch das Expressionsverhalten der Gene in der Mutitiewiderspricht dem
aufgestellten Modell. In der Mutantietlwar sogar eine Abnahme der Expression fir diese
Gene bei Belichtung zu verzeichnen (Abb. 18: Gruppen 8-10). Daraus resultieren eine Reihe
interessanter Aspekte.

Trotzdem jeder der Rot- bzw. Blaulichtrezeptoren verfugbar sein muf3te, ist dem Modell der
Konkurrenz um die G-Box (Abb. 25B) entsprechend keine Zunahme der Expression bei
Belichtung zu verzeichnen. Somit kann eine Steuerung der Transkription durch Rot- und
Blaulichtrezeptoren wahrend der frihen Photomorphogenese unter WeiR3lichtbedingungen
ausgeschlossen werden bzw. ist sekundar. Letzteres kann aus der aktivierenden Wirkung von
PHYB im Vergleich der Expression der Gene in 35S::PHYBdetd entnommen werden.
Folglich konnte PHYB bzw. Phytochromen und moglicherweise auch Cryptochromen eine
modulierende Funktion wahrend der frihen Phase der Photomorphogenese Uber ihren
Einfluss auf Transkriptionsfaktoren des G-Box Promotorelementes besitzen.

AulRerdem erscheint das Wirkungsspektrum von PHYB auf die Gene der Gruppen 2, 6, 8, 9
und 10 (Abb. 18) begrenzt und somit mdglicherweise speziell auf die Regulation bestimmter
Gruppen von Genen wie z. B. der fir Proteine des Photosyntheseapparates (Abb. 24) oder des
Calvinzykluses abgestimmt zu sein. Daraus ware eine lokale Steuerung einiger weniger
Prozesse zu schlussfolgern. DET1 hingegen sollte global agieren, denn alle fur die Analyse
ausgewahlten Gene zeigen eine verdnderte Genexpression in der Metas@vohl im
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Vergleich zu 35S::PHYB als auch zu Wildtypen und Photorezeptormutanten (Abb. 18).

Auf der Basis der abnehmenden Expression der Gene der Gruppen 8 bis 10 (Abb. 18) in der
Mutante detl kann die Funktion von DET1 gegeniiber den Photorezeptoren als primar
eingestuft werden. Obwohl die Photorezeptoren bei Belichtung aktiv sein muf3ten, nimmt die
Expression dieser Gene nicht zu. Folglich ware aus dem Vergleich der Genexpression ein
weiterer unabhangiger Lichtfaktor zu postulieren (Abb. 25C), der vor Phyto- als auch Crypto-
chromen agiert. Straret al. (2003) fanden mit Magnesiumprotoporphyrin einen moglichen
Signalgeber, dessen Akkumulation notwendig und ausreichend fiir die Steuerung der Gen-
expression im Zellkern ist. Inwieweit DET1 der Photorezeptor selbst oder ein Mitglied einer
Signalkette ist, kann auf der Grundlage dieser Versuche nur vermutet werden (s.u.), da
zwischen primaren und sekundaren Effekten nicht zu unterscheiden war.

Erstaunlicherweise fehlt fur die Gene in der Mutaietid nicht nur ein Repressor in etiolier-
ten Keimlingen im Vergleich zu etiolierten Keimlingen der Wildtypen (s. o., Abb. 18:
Gruppen 8 bis 10), sondern auch ein Aktivator (Abb. 18: Gruppen 1 und 3). Reprimierende
bzw. stimulierende Wirkung auf Gene durch DET1 wurde ebenfalls bei Belichtung fest-
gestellt (siehe Pkt. 4.7; Abb. 18: Gruppen 2, 6, 8, 9 und 10). Diese duale Wirkungsweise von
DET1 auf Gene bei Dunkelheit oder Licht hat zur Folge, dass DET1 mdoglicherweise als
globaler Schalter in Photomorphogenese und Skotomorphogenese fungiert. Interessanter-
weise war die Expression einiger Gene zwisadlhetd und den Wildtypen nur in etiolierten
Keimlingen different (s. o.; vgl. Abb. 18, Gruppe 7). Ebenfalls different verhielten sich die
Gene der Gruppen 2 und 6 im Vergleich von Wildtypen und Mut@etttallerdings aus-
schlie3lich unter Lichteinfluss (s. o.; vgl. Abb. 18). Die duale Wirkungsweise eines Re-
pressors und Aktivators in Dunkelheit und Licht einerseits als auch die Trennung dieser
Wirkungsweisen in Dunkelheit und Licht andererseits deuten auf mehrere wirkende Kompo-
nenten bzw. sekundére Effekte hin wie z. B. Modulation (Abb. 25C). Folglich ware DET1
nicht als Photorezeptor sondern als nachfolgend agierende Komponente einer Signalkaskade
einzustufen, wenn nicht noch mehrere gemeinsam agierende unbekannte Photorezeptoren
existieren. Die Annahme einer nachfolgend agierenden Komponente einer Lichtsignalkaskade
entspricht der derzeitigen Auffassung zur Funktion von DET1 (Hardtke und Deng 2000, Ma
et al.2001, 2003, Schrodet al. 2002).

In Nullmutanten vorletlundcoplfanden Meet al. (2003) anndhernd gleiche Expressions-
profile in Dunkelheit und Licht und schlussfolgerten, dass COP1 und DET1 enger zusam-
menarbeiten als aus friheren Studien erwartet @ral. 1994). Bei einem Vergleich von
lichtgewachsenen Keimlingen der Wildtypen Col-0 und Ws und der Mutdet&éondcopl
nach Hochlichtstresseinfluss gelangten &fial. (2003)zu ahnlichen Expressionsprofilen
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und schlussfolgerten daraus, das sowohl DET1 als auch COP1 Hochlichtstress simulieren.
Ein Indiz fir diese Annahme sind induzierte Lichtstressmarkergene in etioliert gewachsenen
Keimlingen der Nullmutantedetl undcopl (Ma et al. 2003). Auch in den vorliegenden
Experimenten wurde gefunden, dasdétldie Expression fir einen Teil der auf der Mem-

bran reprasentierten potenziellen Lichtstressmarkerddgfw ynd HSP7Q bei Belichtung
zunimmt (Abb. 18, Gruppe 6), wahrend die Expression in Wildtypen und Photorezeptor-
mutanten annéhernd konstant bleibt (siehe Anhang: Datei). Ein weiteres Lichtstressmarker-
gen - ein Metallothionin - zeigt sowohl in Wildtypen als auch in den Mutanten konstante
Expression.

Nach Schrodest al. (2002) gehort DET1 zu einem 350 kDa Komplex im Zellkern, zu dem
auch das DDBl1damaged INA kinding protein ) z&hlt. DDB1 interagiert in Tieren mit dem
Histonacetyltransferasekomplex, wodurch in Pflanzen méglicherweise die Histon-Acetyl-
transferase-Aktivitat als Antwort auf die Lichtwahrnehmung reguliert wird. Demnach wurde
DET1 einem anderem Syntheseweg zugehdren als COP1.

4.10. Lichtwahrnehmung durch Photorezeptoren

Die Analyse der Weildlichtexperimente zeigen, dass die Lichtwahrnehmung wahrend der
frihen Photomorphogenese unabhangig von Rot- und Blaulichtrezeptoren ist. Bisherige
Untersuchungen zu Photorezeptoren wurden hauptséachlich unter speziellen Lichtbedingungen
wie Rot- und Blaulichtexperimenten und dem klassischen Revertierungsexperiment R/FR
durchgefuhrt, um die Lichtwahrnehmung der Pflanzen bzw. die lichtabhangige Expression
von Genen zu charakterisieren (vgl. Pkt. 1). Aus diesem Grund wurde das Expressions-
verhalten der auf der Membran reprasentierten Gene unter spezifischen Lichtbedingungen
analysiert. Dazu wurden 5 Tage alte Keimlinge des Wildtyps Ler-0 kurzzeitig mit einem Rot-
bzw. Blaulichtpuls bestrahlt. Die in den Weildlichtexperimenten den Gruppen 8 bis 10
zugeordneten Gene (Tab. 9) zeigten in den Experimenten mit spezifischen Lichtbedingungen
ebenfalls zunehmende Expression (vgl. Abb. 18, Tab. 9 mit Abb. 21, Anhang:spez_Licht.xIs).
Im Revertierungsexperiment, d. h. bei Bestrahlung der Keimlinge mit Rot- gefolgt von
Dunkelrotlicht (R/FR), wurde eine Verzégerung der Expression dieser Gene ermittelt (siehe
Abb. 21). Folglich war der Dunkelrotlichtpuls zunachst fur die Revertierung des expressions-
induzierenden Rotlichtpuls im Intervall von 0 bis 0,5 h ausreichend (siehe Abb. 21). Die
zunehmende Genexpression im Zeitintervall von 0,5 bis 2 h (siehe Abb. 24) ist mdglicher-
weise auf einen unzureichenden Dunkelrotlichtpuls zurliickzufihren, da eine Revertierung
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durch den Dunkelrotlichtpuls von Strahlungsintensitat und -dauer abhangig ist (Mancinelli
1994). Folglich beeinflusste Dunkelrotlicht die Rotlichtinduktion nur, ohne dieselbe zu
verhindern. Somit kdnnte die Genexpression das Resultat der Stimulation durch Phyto- oder
Cryptochrome unter den angewendeten spezifischen Lichtbedingungen sein. Das schliel3t
andererseits die Existenz eines weiteren Photorezeptors nicht aus. Umgekehrt beweist es auch
nicht, dass Phyto- bzw. Cryptochrome fir die Stimulation der Genexpression verantwortlich
sind.

In der Promotoranalyse der Pulsexperimente wurde ebenfalls ein G-Box &hnliches
Promotorelement fir die Gene gefunden, deren Expression bei Belichtung zunimmt (siehe
Tab. 14 und Abb. 24: Gruppen Ill bis V). Allerdings wurde das Element auch fur Gene der
Gruppen | und Il (siehe Tab. 14) ermittelt, die eine relativ konstante Expression bei Bestrah-
lung mit spezifischen Lichtbedingungen besitzen (siehe Abb. 21). Daraus ist zu schluss-
folgern, dass eine Steuerung der Genexpression nicht allein tGber die G-Box (E-Box) durch
Phyto- bzw. Cryptochrome erfolgen kann. Die jeweils ersten Motive der Gruppen | und I
besitzen in der Promotorelementsuche nicht nur die niedrigsten Erwartungswerte, sie sind
auch einander ahnlich und wurden fur keine andere Gruppe identifiziert (siehe Tab. 14). Das
konnte auf die diskutierte Moglichkeit der Uberlagerung des Lichtsignals hinweisen (s. 0.),
indem die Transkription Uber diese Promotorelemente unterdriickt wird und weitere Trans-
kriptionsfaktoren in die Steuerung der Expression eingreifen.

Die Regulation der Transkription Gber weitere von der G-box verschiedene Bindestellen
wird durch die Promotorelementanalyse der in Teppemhah (2001) veroffentlichten 58
frihen lichtinduzierten Gene aus dem Vergleich von Dunkelrotlichtexperimenten mit der
MutantephyA-101und dem Wildtyp RLD unterstitzt. Im Ergebnis der Promotorelement-
analyse mit “Meme” wurde die G-Box bzw. E-Box als mdgliches Promotorelement gefunden
(siehe Anhang: spez_Licht.xls), allerdings nur fur 47 % Gene (27 von 58) und nur eines der
Gene weist eine vollstandige G-Box auf. Der Erwartungswert (0,019) der Gruppe fur das G-
Box Motiv ist ebenfalls relativ hoch, wahrend zwei weitere mégliche Promotorelemente

weitaus niedrigere Erwartungswerte besitzen (siehe Anhang: spez_Licht.xls). Eines von
diesen ahnelt dem PR-Motiv 1 mit einem Erwartungswert von 2.8% 10 (siehe Pkt.4.8) .

Letztlich kann auf dem gegenwartigem Stand der Experimente nicht entschieden werden,
welche(r) der Photorezeptoren in den Lichtpulsexperimenten agieren(-t). Die Weil3licht-
experimente weisen darauf hin, dass weder Rot- noch Blaulichtrezeptoren fir die Initiation
der Genexpression der analysierten Gene von Bedeutung sind. Obwohl beide Arten von
Photorezeptoren in der Mutartetlvorhanden sein mifRten, wird die Expression der Gene
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insbesondere der von Proteinen des Photosyntheseapparates (vgl. Abb. 22) nicht induziert.
Folglich wirken die Photorezeptoren unter den gegebenen Weildlichtbedingungen nicht primar
(s. 0.), d.h. es ist ein weiterer Lichtfaktor zu schlussfolgern. Diese Schlussfolgerung steht im
Widerspruch zu den Literaturdaten (vgl. Pkt. 1), die von einer Funktion der Phyto- und
Cryptochrome wahrend der friihen Photomorphogenese ausgehen (Kendrick und Kronenberg
1994). Aus den durchgefiuihrten Rot- bzw. Blaulichtexperimenten lasst sich diese Funktion
nicht eindeutig ableiten.

Die aktivierende bzw. reprimierende Wirkung von DET1 auf unterschiedliche Gene in
unbelichteten und belichteten Keimlingen lasst DET1 als lichtabh&ngigen Schalter fungieren.
Allerdings waren auch Gene von der Regulation nur in Dunkelheit (Abb. 18, Gruppe 7) bzw.
nur im Licht (Abb. 20, Gruppe 2 und 6) betroffen, demzufolge agieren mehrere Komponenten
in (mindestens) einem weiteren lichtabhangigen, von Phyto- und Cryptochromen unabhangi-
gen Signalweg.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression in etiolierten Arabidopsis Keimlingen
bei Belichtung untersucht, um Ereignisse wahrend der frihen Phase der Photomorphogenese
zu erfassen. FUr das Studium der lichtabh&ngigen Genregulation auf MRNA-Ebene wurde die
cDNA-Array-Methode mit der Untersuchung von Photorezeptormutanten kombiniert. 5 Tage
alte etiolierte Keimlinge der Wildtypen Col-0, Ler-0 und WsphyD), der Phytochrom-
mutantenphyA phyB und phyAB der Phytochromchromophormutanteyl und hy2, der
Cryptochrommutantearyl undcry2, der transgeneRHYB Uberexprimierenden Linie und
der Mutantedetl wurden mit Weil3licht bestrahlt. Weiterhin wurde die Genexpression des
Wildtyps Ler-0 wahrend der frihen Photomorphogenese in Rot- und Blaulichtexperimenten
sowie dem Kklassischen Revertierungsexperiment (Rotlicht gefolgt von Dunkelrotlicht)
untersucht. Die Ergebnisse wurden durch die Umkehrung der cDNA-Array Methode im
klassischem Northern-Blot-Experiment bestatigt sowie durch den Nachweis von Phanotyp
und Mutation der verwendeten Photorezeptormutanten untermauert.

Grundlage fur die cDNA-Array-Experimente war die Herstellung von Macro-Arrays und die
Etablierung der Methode. Fir die Untersuchungen wurden drei Membransatze mit
unterschiedlicher Anzahl von cDNA-Fragmenten hergestellt. Zwei der Membransatze dienten
der Etablierung der cDNA-Array Methode. Neben der Kreuzhybridisierung als biologischem
Parameter wurden technische Parameter der Methode analysiert. Die Kreuzhybridisierungs-
experimente zeigten, dass ab 75 % Sequenzidentitat eine Kreuzhybridisierungsreaktion mog-
lich, ab 85 % Sequenzidentitdt diese wahrscheinlich ist. Aus den Daten fur Kreuzhybri-
disierungsereignisse war keine eindeutige Korrelation zwischen Sequenzidentitat und
Ausmal’ der Kreuzhybridisierung abzuleiten. Um die komplexen Teilprozesse der Methode
(Membran- und Sondenherstellung, Hybridisierung) zu charakterisieren, wurde mit einer
Serie von 8 analogen Experimenten das Verhaltnis von Signalintensitat und Hintergrundwert,
der Doppelspot als interne Hybridisierungskontrolle, die automatische Detektion der
Signalwerte, der Uberstrahlungseffekt durch benachbarte Hybridisierungssignale und die
Reproduzierbarkeit der Experimente analysiert. Aus der Analyse dieser Experimente wurden
zwei Kriterien fur die Datensicherheit und ein Kriterium fur die differenzielle Expression von
Genen abgeleitet, um die Reproduzierbarkeit und Interpretierbarkeit der cDNA-Array-Daten
in den nachfolgenden Belichtungsexperimenten zu gewahrleisten.

Durch Hauptkomponentenanalyse und abgeleitete Kriterien wurde unter Erhaltung der
wesentlichen Informationen der Weildlichtlichtexperimente der Datensatz auf 71 (88 cDNA-
Fragmente) von 1188 Genen (1514 cDNA-Fragmenten) reduziert. Unter Verwendung dieser

119



5. Zusammenfassung

wesentlichen Information wurde festgestellt, dass in Wildtypen und Mutanten bei Belichtung
eine Veranderung der Genexpression hauptsachlich in den ersten zwei Stunden erfolgt.
Phytochrom- und Cryptochrommutanten sowie auch Phytochromchromophormutanten
weisen im Vergleich zu Wildtypen ein ahnliche Genexpression auf. Folglich sind Phyto- und
Cryptochrome entgegen der allgemeinen Annahme Uber die Steuerung der Photo-
morphogenese nicht an dieser beteiligt bzw. ihre Wirkung ist sekundar. Eine von Wildtypen
und Photorezeptormutanten abweiche@daexpression konnte bei Belichtungsexperimenten

an Keimlingen der Mutantdetl und der PHYB-Uberexprimierende Linie gezeigt werden.
Aus dem Vergleich der Genexpression von Wildtypen/Photorezeptormutanten und Mutante
detl kann entnommen werden, dass z. B. fur die Gene von Proteinen des Photosynthese-
apparates eine aktivierende Komponente fehlt. Da alle Phyto- und Cryptochrome verfugbar
sein muften, ist ein weiterer Lichtfaktor zu postulieren. Die detailierte Analyse ergab fur
DET1 aktivierende und repressive Wirkungen auf die Genexpression sowohl in Dunkelheit
als auch im Licht. Demzufolge nimmt DET1 eine Schlisselstellung als eine Art Schalter
wéhrend der frihen Phase der Photomorphogenese ein. Zwischen priméren und sekundaren
Effekten von DET1 auf die Genexpression ist auf diesem Stand der Experimente nicht zu
unterscheiden. Aus dem Vergleich der Genexpression von transgener Linie und Wildtypen ist
zu schlussfolgern, dass PHYB als Repressor wahrend der frihen Photomorphogenese dient,
wéhrend der Vergleich zur Mutangetl einen Aktivator vermuten lasst. Die Verwendung
spezifischer Lichtquellen (pR, pR/pFR, pB) zur Belichtung von etiolierten Keimlingen des
Wildtyps Ler-0 liel3en keinen Riuckschluss auf den/die Genexpression induzierenden Photo-
rezeptor/en zu. Interessanterweise wurde bei Verwendung von spezifischen Lichtquellen fur
keines der Gene abnehmende Expression bestimmt.

Die Ko-Expression von Genen in den Belichtungsexperimenten wurde zu deren Gruppie-
rung genutzt. Als eine magliche Ursache fir die Ko-Expression der Gene wurden gemein-
same Promotorelemente angenommen. Durch die Promotorelementanalyse wurde eine G-Box
(CCACGTGG)-ahnliche Sequenz u. a. fur die Proteine des Photosynthesapparates kodieren-
den Gene identifiziert. Das Vorkommen der G-Box-ahnlichen Sequenz in den Promotoren ist
signifikant haufiger im Bereich von -225 bis -150 (-100) bp vor dem Startkodon. Im
Zusammenhang mit der Genexpression wahrend der frihen Photomorphognese wurde
deutlich, dass dieses Promotorelement wahrscheinlich nicht allein fir die Steuerung der
Genexpression verantwortlich ist. Au3er dem G-Box-ahnlichen wurden zwei weitere
Promotorelemente identifiziert, von denen eines als CAAT-Box ahnliche Sequenz zu
bezeichnen ist. Dieses Promotorelement ist im Bereich von -75 bis -50 bp vor dem
Startkodon signifikant erhoht, wahrend ein purinreiches Sequenzmotiv (PR-Motiv)
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unmittelbar vor dem ATG im Intervall von -50 bis -1 bp haufiger prasent ist. Das
Vorhandensein aller drei Promotorelemente ist mdglicherweise ein Spezifikum der
Transkriptionsregulation von Genen fur Proteine des Photosyntheseapparates.

Die Analyse der Genexpression verwies auch auf Gene, die spezifisch in den Keimlingen
der einzelnen Wildtypen und Mutanten exprimiert werden. Zusammen mit der Analyse zur
Ko-Expression von Genen und der Identifizierung von Promotorelementen erdffnet sich
gleichzeitig die Chance Gene mit bisher unbekannter Funktion in einen biologischen

Zusammenhang zu stellen.
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6. Anhang

6.1. WeiRlicht-cDNA-Array-Experimente mit Phytochromchromophormutanten

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der cDNA-Array-
Technik anhand wiederholter cDNA-Array-Experimente und in Umkehrung der cDNA-Array-
Methode durch Northern-Blot-Technik demonstriert. Unabh&ngig von diesen Experimenten
sollten die Uberraschenden Ergebnisse der cDNA-Array-Experimente mit Weil3licht bestrahlter
Keimlinge (siehe Pkt. 3.5) Uberpruft werden. Die Analyse zeigte, dass keines der mutierten
Phytochromgene wesentlichen Einfluss auf die Genexpression der auf der Membran
reprasentierten Gene bei Bestrahlung mit Weil3licht hat (Abb. 17 und 18).

Mit phyA phyB und phyD (Ws-2) standen nur fir 3 der 5 Phytochromgene in Arabidopsis
Mutanten zur Verfigung (siehe Pkt. 1. und 2.1). Um sowohl den Einfluss von Phytochromen auf
friihe Ereignisse in der Photomorphogenese zu tberprifen als auch die Phytochrome C und E mit
in die Analyse einzuschlieRen, wurden die Weilllichtexperimente in Analogie zu den
Belichtungsexperimenten der Photorezeptormutanten mit den Phytochromchromophormutanten
hy1 und hy2 durchgefiihrt (siehe Pkt. 1 und 3.3). Der Defekt in der Chromophorbiosynthese
mifRte eine Lichtwahrnehmung durch Phytochrome verhindern. Folglich sollte die Gen-
expression dieser Mutanten in diesen Experimenten der Genexpression von Phytochrom-
mutanten &hnlich sein.

Nach Hybridisierung auf den Membranen “2B” mit anschlieRender Normalisierung der
Signalintensitaten erfolgte die Einordnung der Weil3lichtexperimentéywbuandhy2, indem

fur alle den Sicherheitskriterien entsprechende relativierten Signalintensitaten des ausgewahlten
Gensatzes (68 Gene/84 cDNA-Fragmente) aller Weil3lichtexperimente erneut einer Haupt-
komponentenanalyse durchgefiihrt wurde (Abb. 26).

Bei einer dargestellten Varianz der ersten beiden Komponenten von 73 % ergaben sich
wiederum die vier Gruppen von Experimenten (vgl. Abb. 15, 16 und 17 mit 26). Eine erste
Gruppe beinhaltet die Experimente mit etiolierten Keimlingen (Kreise in Abb. 26) mit
Ausnahme vomletlund eine zweite Gruppe die Experimente mit belichteten Keimlingen der
Okotypen und Photorezeptormutanten (Vierecke und Rhomben in Abb. 26). Zu einer dritten
Gruppe zéhlen die Experimente mit Keimlingen der Mutdaté(griine Symbole in Abb. 26)

und zu einer vierten Gruppe die Experimente mit den belichteten Keimlingen der PHYB-
Uberexprimierenden Linie (hellgelbe Symbole in Abb. 26).
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Die Experimente mit den Phytochromchromophormutahtgnund hy2 (rosa bzw. violette
Symbole in Abb. 26) sind in der Hauptkomponentenanalyse sowohl fur die etiolierten als auch
fir die belichteten Keimlinge in den jeweiligen Gruppen der Okotypen und Photorezeptor-
mutanten enthalten. D.h. die Genexpression in den Phytochromchromophormutanten ist zur
Genexpression in Okotypen, Phyto- und Cryptochrommutanten bei Bestrahlung mit WeiBlicht
ahnlich. Folglich bestatigten diese Experimente die vorangegangenen Analysen der Phyto-
chrommutanten bei Bestrahlung mit Weil3licht. Durch den Defekt im Chromophor sollte keines
der Phytochrome funktionsfahig sein, entsprechend ist die Aussage, dass keines der Phyto-
chrome die friihe Phase der Photomorphogenese beeinflusst, auf alle Phytochrome einschliel3-
lich der nicht durch Mutanten untersuchten Phytochrome C und E zu erweitern.

Die Mutantehylwurde in Analogie zu Pkt. 3.1.2 auf ihre Mutation Uberpruft.

2. Komponente : 15 % Varianz

-15 -10 -5 0 5 10 15
1. Komponente : 58 % Varianz

Abb. 26:Hauptkomponentenanalyse des auf 84 cDNA-Fragmente reduzierten Datehsatzedxperimenten

zur Genexpression wurden Keimlinge der Wildtypen Col-0 (schwarz), Ler-0 (dunkelblau), VigssZX=lunkel-

rot), der RotlichtrezeptormutantgphyA (rot), phyB (hy3, dunkelgelb) undohyAB (orange), der Phyto-
chromchromophormutantdryl (rosa) unchy2 (violett), der Blaulichtrezeptormutanteryl (hy4, graublau) und

cry2 (fha-1, hellblau), der transgenen PHYB-liberexprimierenden Linie (35S::PHYB, hellgelb) und der Mutante
detl (gruin) eingesetzt und mit WeiRlicht fiir O h (etioliert, Kreis), 0,5 h (Dreieck, nur Col-@letid 2 h
(Rhombus) und 4 h (Quadrat) bestrahilt.
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Thesen

1. Sonnenlicht dient photoautotrophen Lebewesen als universelle Energiequelle. Sie
vermodgen die Energie des Sonnenlichts in chemische gebundene Energie durch die
Photosynthese umzuwandeln. Entsprechend versuchen Pflanzen mdglichst optimale
Entwicklungsbedingungen zu erlangen, indem sie Licht in Dauer, Intensitat, Richtung und
Wellenlangen wahrnehmen. Als verantwortlich fir die Lichtwahrnehmung konnten
sogenannte Photorezeptoren, Phyto- und Cryptochrome, identifiziert werden. Die Signal-
weitergabe bzw. -verarbeitung zur Steuerung der durch Licht regulierten morphogenetischen
Verédnderungen ist nicht geklart, da bisherige Untersuchungen zur Genexpression nur an
einigen wenigen ausgewabhlten, lichtabhéngig regulierten Genen erfolgten. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ist das Expressionsverhalten von etiolieAte@bidopsis thaliana
Keimlingen wahrend der frihen Phase der Photomorphogenese in einem komplexen

Experimentalsystem untersucht worden.

2. Fur die Experimente sind Keimlinge der Wildtypen Col-0, Ler-0 und W03, der
PhytochrommutantephyA phyBundphyAB der Phytochromchromophormutanteri und
hy2 der Cryptochrommutantesryl und cry2, der transgeneRHYB Uberexprimierenden

Linie und der Mutantéetlausgewahlt worden.

3. Grundlage fur die komplexe Analyse der Genexpression war die parallele Erfassung vieler
Expressionsprofile. Fur die Experimente wurden cDNA-Arrays, d.h. drei Membransatze mit

unterschiedlicher Anzahl von cDNA-Fragmenten hergestellt..

4. Die Auswahl der cDNA-Klone erfolgte nach der méglichen lichtabhangigen Regulation der
Gene. Aufgrund der lichtabhé&ngigen Umwandlung von Etioplasten zu Chloroplasten waren
insbesondere kernkodierte Gene von Proteinen des Photosyntheseapparates und anderer

plastidenlokalisierter Proteine von Interesse.

5. Die Etablierung der cDNA-Array-Methode beinhaltete die Bestimmung biologischer und
technischer Charakteristika. Als kritische Parameter wurden die Kreuzhybridisierung von
Mitgliedern eineiGenfamilie, das Verhaltnis von Hybridisierungssignal und Hintergrundwert,
das Verhaltnis der Doppelspots als interne Hybridisierungskontrolle, die Detektionsgenauig-

keit von Hybridisierungssignalen, der Uberstrahlungseffekt benachbarter Hybridisierungs-
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signale und die Reproduzierbarkeit der Experimente analysiert.

6. Die Moglichkeit der Kreuzhybridisierung von Genen mit &hnlicher Sequenz in cDNA-
Array-Experimenten wurde anhand nahe verwandter Mitglieddrid€rGenfamilie unter-

sucht. Die Analyse zeigt, dass eine Kreuzhybridisierungsreaktion ab 75 % Sequenzidentitat
maoglich und ab 85 % Sequenzidentitat wahrscheinlich ist. Aus den Daten fur Kreuzhybri-
disierungsereignisse ist keine eindeutige Korrelation zwischen Sequenzidentitat und Ausmalf}

der Kreuzhybridisierung abzuleiten.

7. Zur Unterscheidung der Signalwerte von Hintergrundwerten wurde eine Reihe von
analogen Experimenten mit etiolierten Keimlingen des Wildtyps Ler-0 analysiert. 96 % der
Signalwerte liegen Uber dem zugehdrigen individuellen Hintergrundwert. Weil Signalwerte
durchschnittlich 16- bis 32fach héher als ihre zugehorigen individuellen Hintergrundwerte
sind, wurde fur die Unterscheidung von Signalwerten gegentuber Hintergrundwerten in der
Analyse von cDNA-Array-Experimenten ein Sicherheitsfaktor von 10 als Kriterium einge-

setzt, das in einem der betrachteten Experimente erfiillt sein muf3te (1. Sicherheitskriterium).

8. Von jedem cDNA-Fragment wurden zwei Spots auf die Membran aufgetragen, um eine
Kontrolle fur Membranherstellung und Hybridisierung zu erhalten. Insbesondere Hybri-
disierungsartefakte sind durch diese interne Kontrolle auszuschlieRen. Fir 92 % der
zusammengehdorigen Spots in der Reihe von analogen Experimenten ist das Verhaltnis der
gemessenen Signalintensitaten kleiner 1,5 und muf3te in der Analyse der cDNA-Array-

Experimente erfullt sein (2. Sicherheitskriterium).

9. In der Wiederholung sind die cDNA-Array-Experimente reproduzierbar. Lediglich 7 % der
Signalwerte weichen gegentuber dem Mittelwert der Signalwerte in den analogen Experimen-
ten Uber einen Faktor von 2,24 ab, folglich gelten alle Signalwerte mit einem Faktor 5

zwischen den Experimenten als differentiell exprimiert (differentielles Kriterium).

10. Fir die Untersuchung der Genexpression wahrend der friithen Photomorphogenese sind in
Anlehnung an ihre natirlichen Lichtbedingungen 5 Tage alte etiolierte Keimlinge der

ausgewahlten Wildtypen und Mutanten mit WeiR3licht bestrahlt worden. Nach erfolgten
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cDNA-Array-Experimenten und Normalisierung der Signalwerte ist unter Anwendung der

Sicherheitskriterien und des differenziellen Kriteriums der Datensatz auf 71 Gene (88 cDNA-
Fragmente) reduziert worden. Die wesentlichen Informationen der Weil3lichtexperimente sind
mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse zu bestimmen und bleiben bei der Reduktion

erhalten.

11. Im wesentlichen unterliegt die Genexpression in den ersten zwei Stunden nach Beginn der

Belichtung einer Veranderung.

12. Phytochrom- und Cryptochrommutanten sowie Phytochromchromophormutanten weisen
unter den angewendeten Lichtbedingungen im Vergleich zu den Wildtypen eine ahnliche
Genexpression auf. Folglich waren Phyto- und Cryptochrome entgegen der allgemeinen
Annahme zur Steuerung der Photomorphogenese in der friihen Phase nicht an dieser beteiligt

bzw. ihre Wirkung ist sekundar.

13. Die Mutantedetl besitzt im etiolierten und belichteten Stadium der Entwicklung eine
gegenuber den Wildtypen veranderte Genexpression. Da alle Phyto- und Cryptochrome
vorhanden sein mufiten, kann aus dem Vergleich entnommen werden, dass u.a. fur die Gene
des Photosyntheseapparates eine aktivierende Komponente fehlt. Ein weiterer Lichtfaktor ist

Zu postulieren.

14. Die Analyse verweist flir DET1 auf aktivierende und repressive Wirkungen auf die Gen-
expression sowohl in Dunkelheit als auch in Licht. Demzufolge nimmt DET1 eine Schlissel-
stellung in der frihen Photomorphogenese ein. Zwischen primaren und sekundéren Effekten
auf die Genexpression kann auf der Basis der cDNA-Array-Experimente nicht entschieden

werden.

15. Die transgene PHYB-Uberexprimierende Linie zeigt erst bei Belichtung eine von den
Wildtypen abweichende Genexpression. Daraus ist zu schlussfolgern, dass erst photoakti-
viertes Phytochrom zur Veranderung der Genexpression fuhrt. Im Vergleich der Genexpres-
sion gegeniber den Wildtypen wirkt PHYB als Repressor, gegentber der Migtiés
Aktivator.
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16. Die Verwendung der fur die Photorezeptoren spezifischen Lichtquellen (Rotlicht,
Rotlicht/Dunkelrotlicht, Blaulicht) in Belichtungsexperimenten mit dem Wildtyp Ler-0 lassen

keinen Ruckschluss auf den/die Genexpression induzierenden Photorezeptor/en zu.

17. Anhand ihrer Expression in den Belichtungsexperimenten konnen Gene in Gruppen
zusammengefasst werden. Eine moégliche Ursache fir die Ko-Expression der Gene kdnnten

gemeinsame Promotorelemente sein.

18. Die Promotorelementanalyse weist eine G-Box (CCACGTGG) -adhnliche Sequenz als
mogliches gemeinsames Promotorelement u.a. fir die Gene von Proteinen des Photosynthese-
apparates aus. Die G-Box-ahnliche Sequenz tritt in entsprechenden Promotoren von
Arabidopsis thalianasignifikant haufiger im Bereich von -225 bis -150 (-100) bp vor dem
Startkodon auf. Die Promotorelementanalyse zeigt im Zusammenhang mit der Genexpression
wahrend der frihen Photomorphogenese, dass dieses Promotorelement wahrscheinlich nicht

allein fur die Steuerung der Genexpression verantwortlich ist.

19. Neben dem G-Box-&hnlichen wurden zwei weitere Promotorelemente identifiziert. Eines
entspricht einer CBF-Box (CCAAT) -ahnlichen Sequenz. Dieses Promotorelement ist im
Bereich von -75 bis -50 bp vor dem Startkodon signifikant erhoht, wahrend ein purinreiches
Sequenzmotiv (PR-Motiv) unmittelbar vor dem ATG im Intervall von -50 bis -1 bp haufiger
prasent ist. Alle drei Promotorelemente zusammen sind moglicherweise spezifisch notwendig
fur die Transkriptionsregulation von Genen, die flr Proteine des Photosyntheseapparates

kodieren.

20. Die Analyse der Genexpression verweist auch auf Gene, die spezifisch in den Keimlingen
der einzelnen Wildtypen und Mutanten exprimiert werden. Zusammen mit der Analyse zur
Ko-Expression von Genen und der Identifizierung von Promotorelementen erdffnet sich
gleichzeitig die Chance, Gene mit bisher unbekannter Funktion in einen biologischen

Zusammenhang zu stellen.
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