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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

“The structural complexity of the plant body results from variation and function of cells...”
(Kathrine Esau 1953, zitiert nach Edwards und Coruzzi 1990).

Hoéhere Pflanzen sind vielzellige Organismen und im Unterschied zu einzelligen und niederen
Pflanzen findet man eine starke Differenzierung der Zellen. Verschiedene Zelltypen haben
unterschiedliche Aufgaben. Gleichartige Zellen werden im Verbund als Gewebe definiert werden,
wie z.B. Palisaden- oder Schwammparenchym (Braune et al. 1991). Je feiner man einzelne Zellen
eines Gewebes analysiert, um so mehr Unterschiede findet man aber auch zwischen
»gleichartigen™ Zellen eines Gewebes (Fricke et al. 1994a, Kehr 1998). Verschiedene Gewebe
werden zu funktionellen Einheiten, den Gewebesystemen zusammengefaf3t (z. B. Mesophyll),
welche wiederum die oft schon mit bloBem Auge gut erkennbaren Organe bilden: Den
vegetativen wie Wurzel, Stamm oder Blatt stehen die generativen Organe wie Bliite oder Frucht
gegeniiber (z.B. besteht ein Blatt hauptsidchlich aus den drei Gewebesystemen Epidermis,
Mesophyll und Leitbiindel). In der vorliegenden Arbeit wird der Begriff Gewebe fiir Epidermis
und Mesophyll verwendet, obwohl beide eher Gewebesysteme darstellen.

Die Entwicklung von Methoden zur kiinstlichen Erzeugung genetischer Diversitit wie Knock out-
oder Transposoninsertions-Populationen hat in den letzten Jahren grofBe Fortschritte gemacht
(Aarts et al. 1993, Strepp et al. 1998, Cho et al. 1999, Zhuo und Chua 2000). Einhergehend damit
wurden multiparallele Analysemethoden entwickelt, mit deren Hilfe Transkripte
(Arrayhybridisierung, Lennon wund Lehrach 1991, Duggan et al. 1999), Proteine
(zweidimensionale Gelelektrophorese, Proteinsequenzierung mittels Massenspektrometrie,
Lottspeich und Zorbas 1998) und auch eine Vielzahl von Metaboliten (Gaschromatographie-
Massenspektrometrie, Roessner et al. 2000) untersucht werden konnen. Das Aufeinandertreffen
beider Entwicklungen hat neue Moglichkeiten zur Analyse der Physiologie und damit zum
Verstindnis des Systems Pflanze erdffnet (Roessner et al. 2001, Fiehn et al. 2000). Diese

Methoden sind hervorragend geeignet, ganze Pflanzen oder Organe zu untersuchen.

1.1 Warum ist Einzelzellanalytik wichtig?

Um ein ganzheitliches Bild von den physiologischen Prozessen in hoheren Pflanzen zu erhalten,
ist es notwendig, sowohl makroskopische als auch mikroskopische Betrachtungen anzustellen.
Hierzu miissen einerseits ganze Pflanzen oder alle Zellen eines Organs oder Gewebes untersucht
werden, andererseits miissen die kleinsten funktionellen Einheiten, die Zellen, und wenn moglich,
sogar ihre einzelnen Kompartimente, analysiert werden (Kehr 2001, Tomos und Sharrock 2001).
Erst die hieraus gewonnenen Kenntnisse iiber die lokale Verteilung von Néhrstoffen und
Metaboliten wie organische Sduren oder Kohlenhydrate als auch iiber Genexpressionen und
Proteinmuster ermdglichen ein ganzheitlicheres Verstandnis (Edwards und Coruzzi 1990). Hierbei
ergeben einzeln untersuchte Komponenten nur ein Teilbild. Um Zellen umfassend zu verstehen,

ist die Integration moglichst vieler Informationen notwendig. So 148t die Kenntnis iiber die
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1 Einleitung

Expressionsstirke eines Gens nicht zwangsldufig Schliisse liber die vorhandene Menge des
entsprechenden Enzyms oder seine Aktivitdt zu (Voet et al. 1999). Zudem kann durch Kenntnis
vieler lokaler Metabolitenkonzentrationen bekannten Molekiilen unter Umstidnden eine neue,
zusitzliche Funktion zugewiesen werden (Outlaw und Zhang 2001). Durch die gezielte
Verianderung von Umwelteinfliissen oder durch genetische Modifikation konnen so Vorginge wie
Metabolitensynthese, -transport und -speicherung oder auch interzellulaire Kommunikation besser
verstanden werden (Fricke et al. 1994a-c, Kehr et al. 1998).

Es gibt mehrere Verdffentlichungen, in denen versucht wurde, aus kleinen Segmenten (Harrison
et al. 1997), kleinen Gewebeproben (Hertzberg et al. 2001) oder Mesophyll (Haritatos et al. 1996)
Kohlenhydrate oder Genexpressisonsmuster zu untersuchen. Aber auch diese Versuche lieferten
nur Durchschnittswerte an Information. Zwar wurde die Probenmenge verringert, aber Zellen
unterschiedlichen Typs konnten nicht voneinander getrennt untersucht werden, da ein effektives
Zellseparationsverfahren fehlte.

Mittels Methoden, die das Beproben von individuellen Zellen erlauben (vgl. Kap. 1.2), ist es
moglich, eine sehr hohe rdumliche Auflosung zu erhalten. Mit solchen Techniken konnen
spezifische Zellen in Geweben beprobt und deren Inhalt untersucht werden. Durch die
kombinierte Analyse von Metaboliten, anorganischen Ionen sowie der Genexpression und dem
Vorkommen von Proteinen mit hoher rdumlicher Auflosung konnten Stoffwechselwege
nachgezeichnet und spezifischen Zelltypen wie z.B. SchlieB- oder Geleitzellen (vgl. Kap. 1.3)
zugeordnet werden (Edwards und Coruzzi 1990, Richardson et al. 2000). Zusétzlich wére hierfiir
die Messung von Stoffliissen sehr niitzlich, um auch dynamische Daten einbeziehen zu koénnen
(Meharg 1994). Auf diese Weise wire es auch moglich, bisher unbekannte Funktionen bestimmter
Zelltypen zu entdecken. So konnte bereits gezeigt werden, dal die Blattepidermis von transgenen
Kartoffelpflanzen (Solanum tuberosum) in der Lage ist, als transienter Speicherort fiir
Kohlenhydrate zu fungieren (Kehr et al. 1998).

1.2 Methoden zur hochauflésenden Probennahme und Analytik

Die aus Organhomogenaten zu gewinnende Information ist von begrenzter Aussagekraft
beziiglich des Beitrags eines bestimmten Gewebes oder Zelltyps zum erhaltenen MeBergebnis.
Zwar ist die Verkleinerung der Ausgangsmenge an Pflanzenmaterial die logische Konsequenz,
aber auch z.B. Blattscheiben bestehen noch aus mehreren Zelltypen. Verkleinert man die
Ausgangsmenge bis hin zu einzelnen Zellen, so ergibt sich das Problem, daBl die meisten
Standardanalysemethoden nicht anwendbar sind. Um dieses Problem zu umgehen, gibt es mehrere
Moglichkeiten: Man verwendet Verfahren, die die Bereitstellung einer geniigend grof3en
Ausgangsmenge des gewiinschten Zelltyps ermoglichen. Eine zweite Losung stellt die
Entwicklung von Analysesystemen dar, die mit kleinsten Volumina arbeiten konnen. Die dritte
Moglichkeit besteht darin, Methoden zu benutzen, die sensitiv genug sind, auch noch geringste
Konzentrationen, wie sie nach der Verdiinnung kleinster Probenvolumina entstehen, nachweisen
zu konnen (Kehr 2001).

2



1 Einleitung

1.2.1 Destruktive Methoden

Fiir die erste Moglichkeit existieren mehrere, effektive und vielfach angewendete Verfahren zum
Vereinzeln von unterschiedlichen Geweben. Grundsétzlich kann jedoch eine Pflanze bzw. ein
Organ nur einmal beprobt werden. Mit diesen Methoden ist es deshalb nicht moglich, Zeitverldufe
an einem intakten Individuum zu verfolgen.

Vereinzelungstechniken sind z.B. die Herstellung von Zelltyp-spezifischen Protoplasten (Raschke
und Hedrich 1988, Murata et al. 2001) oder das Abzichen von Zellschichten (Tissue peels,
Gaedeke et al. 2001). Es konnen sogar bestimmte Zellen eines Gewebesystems, das aus mehreren
unterschiedlichen Zelltypen besteht, durch geeignete Verfahrensweisen angereichert werden (z.B.
epidermale Fragmente, Kopka et al. 1997). Alle diese Vereinzelungsmoglichkeiten greifen jedoch
erheblich in den Stoffwechsel der betroffenen Zellen ein und spiegeln daher nur bedingt den in
vivo-Zustand wider. So verdndert beispiclsweise Protoplastierung die Genexpression in den Zellen
(Grosset et al. 1990, Titarenko et al. 1997) beziehungsweise deren metabolische
Zusammensetzung (Macnicol 1976). Jedoch kann mit diesen Strategien hinreichend viel
Ausgangsmaterial bereitgestellt werden, um Standardanalysetechniken wie
Northernblothybridisierungen, GC-MS oder Enzymtests durchfiihren zu kdnnen.

Ein alternatives Verfahren stellt das Fixieren, Einbetten und Schneiden von Gewebe dar. Durch in
situ-Hybridisierung beziehungsweise Immunolokalisation mittels Antikérpern kann das
differentielle Vorkommen von Nukleinsduren und Proteinen in verschiedenen Zellen untersucht
werden (Gahan 1984, Gao und Showalter 2000, Engler 2001). Auch andere Molekiile, gegen die
Antikorper hergestellt werden konnen wie z.B. Aminosduren, konnten in Gewebeschnitten
immunolokalisiert werden (Walker et al. 2001).

Gewebeschnitte sind auBerdem der Mikrodissektion zugidnglich. Mechanische Mikrodissektion
wurde schon 1977 von Outlaw und Lowry fiir das Herauslosen von SchlieBzellpaaren aus Vicia
faba-Blattern verwendet. Mittels einer sogenannten Fishbonewaage war es sogar moglich,
einzelne Zellen zu wiegen (Outlaw und Lowry 1977). Insbesondere bei der Analyse tierischen und
humanen Gewebes hat sich Laser Capture Microdissection (LCM) bewahrt (Emmert-Buck et al.
1996, Simone et al. 1998). Auf diese Weise kann ausreichend viel gleichzelliges Material
gesammelt werden, um die erhaltenen Proben mit der ganzen Palette von Standardmethoden zu
analysieren. So konnten in iiber LCM gewonnen humanen Zellproben Transkripte durch
Arrayhybridisierungen nachgewiesen werden (Sgroi et al. 1999). In einer geniigend grofien
Menge humaner Zellen wurden Proteine bereits {iber ein- und zweidimensionale
Gelelektrophoresen analysiert und massenspektrometrisch sequenziert (Banks et al. 1999,
Wittcliff et al. 2000). Der spezifische Nachweis bestimmter Proteine in den Proteinmustern war
durch Westernblotting und Antikdrper moglich (Ornstein et al. 2000). Es konnen sich auch
Verfahren wie Matrix unterstiitzte Laserdesorptionsionisations- oder Elektrosprayionisations-

massenspektrometrie anschlieen (Best et al. 2000).
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Allerdings ist es wegen der Entwisserung in eingebetteten Proben nicht moglich, 16sliche
Substanzen zu analysieren. Dies ist aber in kryofixierten Gewebeteilen moglich (Outlaw und
Zhang 2001). Hierbei ist jedoch die Probennahme und Handhabung recht schwierig, da ein
Auftauen der Proben unbedingt verhindert werden mull und Metabolite durch Einfrieren oder
Auftauen hydrolysiert werden kdnnen (z.B. ATP, Outlaw und Zhang 2001). In Schock-gefrorenen
Gewebeschnitten kann die Verteilung von anorganischen Ionen mittels Elektronen dispersiver
Rontgenanalyse (EDX) untersucht werden (Williams et al. 1993). Sogar ein Enzymtest in
einzelnen, ausgeschnittenen SchlieBzellen war moglich (fiir Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase,
Outlaw et al. 1985).

1.2.2 Nicht invasive Methoden

Das genaue Gegenteil von destruktiven Techniken sind nicht invasive Methoden. Jedoch gibt es
nur fir wenige Analyten geeignete, nicht invasive Verfahren, welche eine hinreichende
Sensitivitit und rdumliche Auflosung bereitstellen. Ein zweiter Nachteil liegt in der
Schwierigkeit, daB3 tiefer liegende Zellschichten unter Umstinden nicht mehr erreicht werden
konnen.

Leshem und Pinchasov (2000) konnten photoakustische Spektroskopie, bei der das Auftreten von
akustischen Wellen in Folge von Lichtabsorption ausgenutzt wird (Bell 1880, Rontgen 1881), fiir
die Analyse von Stickoxid und Ethylen in reifenden Friichten nutzen. Jedoch ist bisher keine
Anwendung fiir Einzelzelluntersuchungen beschrieben worden.

Nuclear Magnetic Resonance (NMR)-Spektroskopie wurde ebenfalls bereits erfolgreich fiir die
nicht invasive Untersuchung von Pflanzen angewendet werden (Bligny und Douce 2001,
Kockenberger 2001). Die Metabolitenverteilung im Hypokotyl (Metzler et al. 1995) und im
Phloem (Verscht et al. 1998) von Rizinus (Ricinus communis) konnte auf diese Weise analysiert
werden. Die rdumliche Auflosung ist aber recht grob und erreicht bislang nicht die Dimension
einzelner Zellen. Fiir genauere Untersuchungen miiiten Querschnitte des Gewebes angefertigt
werden. Ein weiterer gravierender Nachteil sind die extrem hohen Kosten. Dennoch aber ist
NMR-Spektroskopie hervorragend geeignet zum Verfolgen des Flusses von (C' markierten)
Metaboliten (Kockenberger et al. 2001).

Auch die in der Medizin angewendete Methode der Positron aussendenden Tomographie konnte
als Positron aussendendes Spurenabbildungssystem (positron emitting tracer imaging system) fiir
das Verfolgen der Aufnahme und des Transports von H,O' in intakten Pflanzen angewendet
werden (Kiyomiya et al. 2001). Es war moglich, dieses Aufnahmeexperiment mehrere Male im
Abstand von je einer Stunde an derselben Pflanze durchzufiihren. Jedoch ist die rdumliche
Auflosung auf 2,4 mm beschrinkt. Dennoch koénnen Informationen {iiber Stoffliisse an
unverletzten Pflanzen erhalten werden.

Durch Fluoreszenzmikroskopie konnte Chlorophyllfluoreszenz in einzelnen SchlieB- und
Mesophyllzellen gemessen werden (Snell und Dassen 2000, Baker et al. 2001).
Chlorophyllfluoreszenz ist ein inverses MaB3 fiir die Photosynthese und gibt daher Aufschluf3 iiber
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die assimilatorische Aktivitdt (Lichtenthaler und Babani 2000). Des weiteren konnte aus der
Photosyntheseleistung die Aktivitit anderer Stoffwechselwege abgeleitet werden.

Auch weitere physikalische Methoden wie Wachstumsmessungen (Schmundt et al. 1998) sind
nicht invasiv und geben in Kombination mit weiteren Methoden wertvolle Informationen (Kehr et
al. 1998). Ionenstrome iber die Plasmamembran sind ebenfalls nicht invasiv mit
selbstreferierenden, Ionen-selektiven Mikroelektroden meBbar (Smith et al. 1999). Jedoch ist
diese Methode auf Oberflichenzellen beschrinkt (Shabala und Newman 1999). Sie wurde
erfolgreich auf die Untersuchung von Ca®", K', H", CI' und O,-Fliissen in Wurzelzellen (Kochian
et al. 1992, Mancuso et al. 2000) oder Blattepidermiszellen (Shabala und Newman 1999,
Mancuso et al. 2000) angewendet. Fiir einige Kationen wie Ca*" und Metabolite wie Glutathion
gibt es zudem spezifisch bindende Fluoreszenzfarbstoffe. Werden diese oder andere Farbstofte,
mit denen allgemein interzellulire Verbindungen untersucht werden kdnnen, beispielsweise ins
Medium gegeben und von Pflanzen aufgenommen, kénnen iiber konfokale Laserscanning-
Mikroskopie Konzentrationen in Zellen bestimmt und Stoffliisse in den Pflanzen verfolgt werden
(Tirlapur und Konig 1999, Meyer und Fricker 2000, Fricker und Meyer 2001). Arabidopsis
thaliana-Pflanzen, die mit dem Gen fiir das Ca*"-spezifische griin-fluoreszierende Protein Yellow
Cameleon 2.1 unter Kontrolle eines SchlieBzell-spezifischen Promotors transformiert wurden,
stellen diesen fluoreszierenden Indikator exklusiv in den Stomatazellen her (Allen et al. 1999). In
diesen Pflanzen wurde die Ca®"-Homdostase der SchlieBzellen in vivo verfolgt.

Proteine konnten iiber transgene Pflanzen, die Reportergene wie GFP unter Kontrolle von
spezifischen Promotoren exprimierten, im Zusammenspiel mit Techniken wie konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie lokalisiert werden (Fricker und Oparka 1999, Hanson und Kohler
2001). Bei allen Vorteilen stellen transgene Pflanzen aber ein artifizielles System dar. Zudem sind
nicht fiir alle Gene die Promotoren bekannt und das Herstellen transgener Pflanzen nimmt je nach

Pflanzenspezies eine recht lange Zeit in Anspruch.

1.2.3 Minimal invasive Methoden

Minimal invasive Probennahme stellt einen Mittelweg dar: Die Beprobung von Zellen erfolgt
durch ausgezogene Glaskapillaren, die auf einen Mikromanipulator montiert sind (Abb. 1).
Kapillaren mit einem AuBlendurchmesser <10 pm koénnen unter optischer Kontrolle mittels eines
Mikroskops in Zielzellen intakter Pflanzen eingestochen werden (Abb. 1). Hierbei gelangt Zellsaft
durch den Turgor der Zelle in die Spitze der Kapillare. Diese kann nun entfernt und ihr Inhalt
einer Analyse zugefiihrt werden (Malone et al. 1989, Tomos und Sharrock 2001, Kehr 2001). Die
erhaltenen Volumina bewegen sich in Abhédngigkeit von Pflanzenart und Zelltyp zwischen 20 und
100 pl (Bazzanella et al. 1998, Kehr 1998). Sie sind damit deutlich kleiner als die Volumina, die
von typischen Modelleinzelzellen im tierischen oder humanen Bereich erhalten werden
(Olefirowicz und Ewing 1990). Die Zellproben bestehen zum grofSten Teil aus dem Saft der
Vakuolen (Fricke et al. 1994a), die je nach Zelltyp und Pflanzenart bis zu 99 % des Zellvolumens
ausmachen (Winter et al. 1993, Winter et al. 1994, Leidreiter et al. 1995). Die Frage, ob es sich
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Abb. 1. Minimal invasive Probennahme. A:
Eine A. thaliana-Pflanze ist so auf den
Objekttisch des Mikroskops montiert, daf3
Zellen eines Rosettenblatts der intakten
Pflanze mit einer Glaskapillare (Pfeil), die in
einen Mikromanipulator eingespannt ist,
beprobt werden konnen.

B: Mikroskopische Aufnahme: Blattoberseite
und eingefarbte Kapillarspitze (violett). Die
Kapillarspitze befindet sich wenige pm tiber
einer Epidermiszelle (Pfeil).

C: Blattausschnitt wie in B, nachdem eine
Epidermiszelle (Pfeil) beprobt worden ist.
Aufgrund des Fliissigkeitsverlusts ist die
Zelle nicht mehr nach oben gewolbt.

D: Kapillare mit aufgenommener Zellprobe.
Der Meniskus ist gut sichtbar.

Die Balken entsprechen je 100 pm.

um eine reine Vakuolenprobe handelt, kann durch Aktivitdtsbestimmungen von Markerenzymen
beantwortet werden (Fricke et al. 1994a); so kommt z.B. Malatdehydrogenase nicht in Vakuolen,
aber in anderen Organellen wie Zytoplasma, Glyoxysomen und Mitochondrien vor (Martinoia €t
al. 1981, Cooper und Beevers 1969). In typischen mit Glaskapillaren gewonnenen
Epidermiszellproben von Gerste (Hordeum wvulgare) wurde keine Aktivitit dieses Enzyms
nachgewiesen (Fricke et al. 1994a). Verdndert man die Probennahme so, dall man die Zellinhalte
quantitativer erntet (vgl. Kap. 2.2.3.1), kann durchaus auch beispielsweise Zytoplasma aus
Epidermiszellen erhalten und iiber RT-PCR nachgewiesen werden (Brandt et al. 1999).

Diese Beprobungsmethode wurde mehrfach am selben Blatt durchgefiihrt, ohne dafl es z.B. zu
einer Verdnderung der Osmolaritit der Proben kam (Kehr 1998). Vermutlich greift die Methode
kaum in den Stoffwechsel der Nachbarzellen ein. Dies ist wichtig, weil es dadurch méglich wird,
Zeitverlaufe durch wiederholte Probennahme am selben Organ zu verfolgen.

Es konnen nicht nur Oberflichenzellen beprobt werden. Inhalte aus tiefer gelegenen Zellschichten
wie dem Mesophyll werden extrahiert, indem die Kapillare durch gedffnete Stomata gestochen
wird (Fricke et al. 1994a) bzw. indem ein Uberdruck an die Kapillare beim Hindurchstechen
durch unerwiinschte Zellschichten angelegt wird. Die Verwendung von Reportergenen wie GFP
unter Kontrolle von Zelltyp-spezifischen Promotoren in Kombination mit transgenen Ansdtzen
ermoglicht es sogar, spezifische Zellen der Leitbiindel anzustechen (Geleitzellen, Brandt et al.
1999). Auch der Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen wie Carboxyfluoreszeindiacetat, welches
spezifisch in Siebelementen angereichert wird, kann zur Identifikation von Zielzellen

herangezogen werden (Raps et al. 2001).
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Fir durch die Glaskapillarmethode gewonnene Proben ist die Entwicklung hochsensitiver
Analyseverfahren, die mit kleinsten Volumina bzw. geringsten Konzentrationen arbeiten,
notwendig. Es gibt bereits geeignete Verfahren, fiir die die Probenmenge nicht nur bis auf den
Inhalt von Einzelzellen (Tomos und Sharrock 2001), sondern sogar bis hin zu Aliquots dieser
verringert werden kann (Lochmann et al. 1998, Bazzanella et al. 1998).

1.2.3.1 Metabolitenanalytik

Pflanzliche Proben, die minimal invasiv durch Glaskapillaren gewonnen wurden, haben zwar
hiufig ein sehr kleines Volumen (<1 nl) und die absoluten Stoffmengen sind gering (pmol-fmol),
dennoch sind eine Reihe von Methoden entwickelt worden, die eine hinreichende Sensitivitit
besitzen.

Stoffliisse konnen demnach nicht nur nicht invasiv (vgl. Kap. 1.2.2), sondern auch minimal
invasiv verfolgt werden, wodurch die rdumliche Auflésung erhoht wird. Werden Pflanzen
radioaktiv markiertem C'*O, ausgesetzt, so 14t sich das aufgenommene radioaktiv markierte C'*
in Zellproben mittels Biological Accelerator-Massenspektrometrie bis zu fmol-Mengen
nachweisen (Koroleva et al. 2000). Jedoch ist es bisher nicht moglich, die Substanzen, in die das
C'* eingebaut wurde, zu identifizieren.

Kuzmin und Kollegen (1973) verwendeten KapillarfluBzellen, um in ihnen die Absorption von
Mikrotropfchen zu messen. Mittels dieser Methode konnten sie in subzelluldren Proben der Alge
Acetabularia Enzymtests durchfiihren (Mikichur et al. 1976). Auch fiir Zellproben hoherer
Pflanzen wurden solche Enzymtests sowohl zur Aktivititsbestimmung (Fricke et al. 1994a,
Koroleva et al. 1997) als auch zur Analyse von Metabolitenkonzentrationen (Fricke et al. 1994b,
Kehr et al. 1999, Korolev et al. 2000) verwendet. EDX wurde in solchen Proben fiir die
Bestimmung anorganischer lonen erfolgreich eingesetzt (Fricke et al. 1994a-c, Fricke et al. 1995).
Mit den bisher beschriebenen Analysetechniken kann jedoch nur eine Substanz pro Ansatz
untersucht werden, wobei es auch zu Interferenzen zwischen Molekiilen in den Proben kommen
kann (Kehr 2001). Im Gegensatz dazu haben trennende Techniken den Vorteil, daf} sie zur
simultanen Bestimmung mehrerer

Komponenten mindestens einer Stoffklasse Tab. 1. Kapillarelektrophoresedetektoren und ihre
ungefdhren Nachweisgrenzen (Detektionslimits).

geeignet sind. Gaschromatographie- | Nach Baker 1995, verindert.
Massenspektrometrie (GC-MYS) oder

Detektor Mol Molaritit
Kapillarlektrophorese (CE) sind solche | UV/Vis-Absorption 10°-10" | 10°-107
- i - - - Indirekte Absorption | 10°-10" | 10*-10°
Techniken. GC-MS ist die universalere R— 10107 T107-10°
Methode der beiden, da multiparallel nicht nur | Indirekte Fluoreszenz | 10™-10 | 10°-107°
N N 18 20 -13 -16
viele Substanzen einer Stoffklasse, sondern | Laser induzierte 10710 107710
Fluoreszenz (LIF)
auch unterschiedlicher Stoffklassen getrennt | Massenspektrometric | 107°-1077 | 10%-10"
. .. Amperometrie 10"%-10" [ 107-10"°
und detektiert werden konnen (Roessner et al. Leitfhigkeit 1010 1107107
2000). Hingegen werden in der CE meist nur | Refraktirindex 1010 | 10°-10°
Radioaktivitit 107-10" | 10™-10"

Substanzen einer Stoffklasse getrennt und
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nachgewiesen. Bei sorgfiltiger Wahl des Hintergrundelektrolyten (HGE) und der
MefBbedingungen ist aber die Analyse unterschiedlichster Substanzklassen mdglich (Baker 1995,
Heiger et al. 1996, Ross und Serwe 1998, Guetens et al. 2000). Das benétigte Probenvolumen ist
kleiner und die Nachweisgrenze (Detektionslimit, LOD) ist deutlich geringer (Baker 1995) als bei
der GC-MS. Die CE im engeren Sinne wurde 1981 von Jorgenson und Lukacs eingefiihrt und ist
inzwischen eine weitverbreitete Analysemethode in Wissenschaft und Industrie. Die
Detektionsmoglichkeiten reichen von UV/VIS-Absorption iiber Amperometrie, Refraktionsindex
und Radioaktivitit bis hin zur Massenspektrometrie (Tab. 1, Baker 1995). Mittels Laser
induzierter Fluoreszenz-Detektion (LIF) konnte schon ein LOD im zmol-Bereich erzielt werden
(Baker 1995). Jede Detektionsart hat ihre Vor- und Nachteile, welche sorgfiltig fiir das jeweilige
Experiment abgewogen werden sollten.

Eine Reihe von Publikationen sind vorhanden, in denen demonstriert werden konnte, daf3
Einzelzellanalysen mittels CE durchgefiihrt werden konnen. Diese wurden fast ausschlieflich an
tierischen oder humanen Zellen vorgenommen. Hierbei wurden Proteine, Amine (Wallingford und
Ewing 1988), Neurotransmitter (Olefirowicz und Ewing 1990), Aminosduren, Anionen, Kationen,
primédre Metabolite und weitere Substanzen sowie Enzymaktivititen (Shaner und Brown 2000)
untersucht. In pflanzlichen Zellproben wurden mittels CE bisher Kationen (Bazzanella et al. 1998,
Kehr et al. 1999), Anionen (Bazzanella et al. 1998), Zucker und Aminoséduren (Lochmann et al.
1998, Arlt et al. 2001) sowie einige Alkaloide (Lochmann et al. 2001) bestimmt. Bislang wurde
nur eine Publikation verdffentlicht, in der solche Analysen im Zusammenhang mit einer
biologischen Fragestellung bearbeitet wurden (Kehr et al. 1999).

Mittels Glaskapillaren kann nicht nur der Inhalt von Zellen gesammelt und einer nachfolgenden
Analytik zugefiihrt werden. Die Kapillaren wurden auch schon durch Befiillen mit
Elektrolytlosung als (Ionen-selektive) Mikroelektroden verwendet (Miller et al. 2001). Nach
Einstechen in einzelne Zellen wie beispielsweise SchlieBzellen (Roelfsema et al. 2001) sind
Ionenstrome, dhnlich wie beim whole cell-Modus des Patch clampings, me3bar. Mittels dieser
minimal invasiven Methode kdnnen aber nicht nur die Strome von Oberflichenzellen (vgl. Kap.
1.2.2, vibrierende selbstreferierende Elektroden), sondern auch von weiter innen gelegenen Zellen
gemessen werden (Nitrat, Ammonium, pH-Wert, Miller et al. 2001). Auch die Injektion von
Ionen-selektiven Farbstoffen in z.B. SchlieBzellen zur Verfolgung von lonenstromen und zur
Bestimmung von lonenkonzentrationen ist moglich (McAinsh et al. 1990). Die Mikroinjektion
wurde von Knoblauch und Kollegen (1999) so verfeinert, da3 es inzwischen sogar moglich ist,
einzelne Zellorganellen wie Chloroplasten zu treffen. Diese konnen nach Injektion einer
entsprechenden DNA, gelost in einem fl- bis al-Volumen, transient transformiert werden
(Knoblauch et al. 1999). Durch Mikroinjektion diirfte es auch moglich sein, fluoreszierende
Substrate fiir die in vivo-Aktivitdtsbestimmung endogener Enzyme (Haugland 1995) in einzelne

Zellen intakter Pflanzen zu injizieren.
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1.2.3.2 Proteinanalytik

Zwar konnen auch Proteine (Pinto et al. 1997, Okerberg und Shear 2001) und Nukleinsduren
(Zabzdyr und Lillard 2001) sehr effizient mittels CE nachgewiesen werden, aber es werden
lediglich Informationen iiber die Retentionszeiten oder- unter denaturierenden Bedingungen- iiber
die Massen, nicht jedoch iiber die Sequenz der Molekiile und damit ihre Identitdt erhalten. So
konnte das Proteinmuster von einzelnen Caenorhabditis elegans-Zellen zwar ermittelt, aber {iber
die Identitdt der Proteine nur spekuliert werden (Hu et al. 2001). Durch Hinzufiigen von
Proteinstandards (Spiking) konnten einige Proteine identifiziert werden, jedoch ist dies bei
angenommenen 20.000 Genen, von denen ein nicht unerheblicher Teil exprimiert ist (Hu et al.
2001), keine Hochdurchsatzmethode. Um diese beiden eminent wichtigen Stoffklassen dennoch
auf Zellebene zu untersuchen, wurden andere Verfahren entwickelt (vgl. Kap. 1.2.1 und 1.2.3.3).

Proteine, gegen die Antikorper vorhanden sind, konnen auch direkt in mittels Glaskapillartechnik
gewonnenen Proben einzelner Zellen nachgewiesen werden. Hierzu werden die Zellinhalte auf
Membranen aufgetragen und mit Antikdrpern gegen das zu untersuchende Protein inkubiert. So
konnte das Vorhandensein von Rubiscoprotein in Mesophyllzellextrakten von Gerste

nachgewiesen werden (Koroleva et al. 2000).

1.2.3.3 Transkriptanalytik

Proben pflanzlicher Zellen enthalten nur eine sehr geringe Menge mRNA (<700 fg, Dresselhaus et
al. 1994). Transkripte aus Einzelzellproben konnen durch reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) mit spezifischen Primern (Richert et al. 1996, Brandt et al.
1999) amplifiziert und detektiert werden. Koltai und McKenzie Bird (2000) benutzten fiir RT-
PCR vermittelten Nachweis von Transkripten eingebettete Gewebeschnitte aus Tomate
(Lycopersicum esculentum) und A. thaliana.

Ein Nachteil von RT-PCR mit spezifischen Primern ist der, da pro Ansatz lediglich ein
Transkript amplifiziert wird. Um einen héheren Durchsatz zu erzielen ohne die Probenmenge zu
erh6hen, kann eine Multiplex-PCR durchgefiihrt werden, bei der mehrere Primerpaare pro Ansatz
eingesetzt werden. Dadurch konnen bis zu neun unterschiedliche cDNAs gleichzeitig
nachgewiesen werden (Ponce et al. 2000). Theoretisch sollte dieser Ansatz auch mit Proben aus
wenigen Zellen moglich sein. Eine ungleiche Bindungseffizienz der Primer insbesondere in den
ersten Zyklen wiirde jedoch zu falschen relativen Aussagen fiihren. Dies wird zu einem umso
gravierenderen Problem, je limitierter die Ausgangsmenge ist.

Um ganze Transkriptome oder wenigstens Teile davon zu vergleichen, sind verschiedene
Methoden etabliert worden (Lockhart und Winzeler 2000). Das Durchmustern von cDNA-
Bibliotheken ist ein hiufig angewendetes Verfahren. Hierbei kdnnen spezifische Transkripte in
zwei unterschiedlichen Bibliotheken auf ihre Anwesenheit hin getestet werden. Jedoch sind
quantitative Aussagen schwer zu treffen. Im Differential Display (Liang und Pardee 1992, Bauer
et al. 1993) werden Arbitrary-Primer benutzt. Dies sind Primer mit einer festen Sequenz, die unter

genau definierten Bedingungen ausgewéhlt werden (vgl. Kap. 2.2.4.3.7.8) und mehr oder weniger
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zufillig an DNA-Sequenzen binden. In einer PCR erzeugen sie in Kombination mit einem Oligo
(dT)-Primer Fragmente der urspriinglichen DNA-Population. Uber Sequenzgele konnen die
Produkte verschiedener Ausgangsmengen direkt verglichen und interessante Banden
ausgeschnitten, reamplifiziert und sequenziert werden. Bei der repriasentativen Differenzanalyse
werden an eine cDNA-Population (Tester) Adaptoren ligiert. Danach werden sie mit der zu
vergleichenden cDNA-Population (Driver) gemischt und eine PCR mit Primern gegen die
Adaptoren durchgefiihrt. Nur solche cDNA-Molekiile, die ausschlieBlich in der Tester-Population
vorkommen, werden exponentiell amplifiziert. Heteroduplices aus homologen Molekiilen beider
Populationen werden lediglich linear vermehrt. Den nur in der Driver-Population vorkommenden
cDNA-Molekiilen fehlen die Adaptoren vollig, so da sie gar nicht amplifiziert werden.
AnschlieBend konnen die exklusiv vermehrten und nur in der Tester-Population vorkommenden
cDNA-Molekiile kloniert und sequenziert werden (Lisitsyn et al. 1993). Bei der massenhaften
Hybridisierung, auch Arrayhybridisierung genannt, werden markierte einzelstringige cDNA-
Molekiile, die die Gesamtheit eines Transkriptoms zu einem bestimmten Zeitpunkt représentieren,
gleichzeitig gegen ein Set von bis zu mehreren tausend Expressed Sequence Tags (ESTs) oder
Oligonukleotiden hybridisiert (Lennon und Lehrach 1991, Duggan et al. 1999). Typische
kommerzielle  Arrayfilter  reprdsentieren  bis zu 8200  Gene  (Affymetrix,
http://www.affymetrix.com). In absehbarer Zeit wird es sicherlich mdglich sein, das komplette A.
thaliana-Genom auf Arrays unterzubringen.

Mit Ausnahme des Differential Display bendtigen alle diese Techniken Ausgangsmengen an
mRNA, wie sie nicht einmal in groBlen tierischen Zellen wie z.B. in Riesenneuronen von
Schnecken (Planorbis corneus, Olefirowicz und Ewing 1990) zu finden sind. Daher ist es
zundchst notwendig, die in den Wenig- oder Einzelzellproben enthaltene mRNA zu amplifizieren
(Freeman et al. 1999, Brady 2000). Dazu sind verschiedene Techniken entwickelt worden.

So konnten Belyavski und Kollegen (1989) erstmals zeigen, dal durch Tailing auch an die 3'-
Enden der Erstrang-cDNA, die nur aus wenigen Myelomzellen gewonnen wurde, bekannte
Sequenzen ansynthetisiert werden konnen. Nach PCR konnten die Produkte zum Anlegen einer
cDNA-Bibliothek genutzt werden. Auf die gleiche Weise wurde eine solche Bibliothek aus nur 50
Mauseizellen hergestellt. Dabei entsprach die mRNA-Ausgangsmenge etwa 1,75 ng (Welsh et al.
1990).

Bertioli und Kollegen (1994) konnten mittels Tailing aus pflanzlicher mRNA eine cDNA-
Bibliothek anlegen. Sie benutzten jedoch eine nicht weiter definierte Menge Gesamt-RNA, die sie
aus nur 10 mg pflanzlichen Gewebes isoliert hatten. Ein dhnliches Protokoll wurde verwendet, um
aus 128 Eizellprotoplasten aus Mais (Zea mays) eine cDNA-Bibliothek herzustellen (Dresselhaus
et al. 1994). Die Ausgangsmenge mRNA wurde durch theoretische Uberlegungen auf circa 50 pg
geschitzt (Dresselhaus et al. 1994).

Die Methode des Tailings konnte verfeinert werden. Wéahrend Belyavski et al. (1989) den
Schwerpunkt auf die Vermehrung von Volldngenklonen legten, versucht das Protokoll von Brady
et al. (1990), die Expressionsstirken wihrend der PCR besser beizubehalten. Durch eine
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verkiirzte Zeit fiir die reverse Transkription sind alle entstandenen cDNAs zwischen 500 und 700
bp lang und es kommt in der PCR nicht mehr zur Bevorzugung der kleineren Molekiile (Phillips
und Eberwine 1996, Luo et al. 1999), da alle in etwa die gleiche GroBe haben.

In einer weiteren globalen PCR-Strategie wurden Adaptoren an das unbekannte Ende der revers
transkribierten, doppelstringig gemachten cDNA aus einzelnen Tomatenepidermiszellen
beziehungsweise vereinigten Gerstenmesophyllzellen ligiert. Deren Sequenz diente in
Kombination mit einer abgewandelten Oligo (dT)-Sequenz als Primer fiir die PCR (Karrer et al.
1995, Gallagher et al. 2001).

Eine dritte, nicht PCR-basierende Methode stellt die lineare antisenseRNA Amplifikation dar
(Phillips und Eberwine 1996, Luo et al. 1999). Hierbei wird fiir die reverse Transkription ein
Oligo (dT)-Primer verwendet, der einen Promotor fiir eine RNA-Polymerase enthdlt. Nach der
reversen Transkription kann so durch lineare Amplifikation antisenseRNA hergestellt werden.
Der Vermehrungsfaktor liegt hierbei in der ersten Runde bei ca. 10°, nach einer zweiten Runde
bei ca. 10° (Phillips und Eberwine 1996) und ist damit vergleichbar mit dem der PCR. Bei dieser
Methode werden iiberwiegend 3’-Sequenzen und keine Volldngenklone erhalten (Phillips und
Eberwine 1996, Freeman et al. 1999), weshalb sie weniger fiir die Herstellung von cDNA-
Bibliotheken geeignet ist. Die synthetisierten antisenseRNA-Molekiile konnen jedoch fiir
Arrayhybridisierungen verwendet werden (Luo et al. 1999).

1.3 Das Blatt

Blitter hoherer Pflanzen bestehen im wesentlichen aus drei Gewebesystemen (Abb. 2): Den
Epidermen, dem Mesophyll (Palisaden- und Schwammparenchym) und den Leitbiindeln, wobei
im folgenden als Vereinfachung Epidermis und Mesophyll als Gewebe bezeichnet werden (vgl.
Kap. 1). Die Epidermis bildet die AbschluBgewebe des Blattes, wihrend das Mesophyll den Ort

Cuticula

Adaxiale Epidermis

Palisadenparenchym

Leitbindel

Abaxiale Epidermis
Cuticula

Abb. 2. Schematischer Querschnitt eines Blatts. Einige Zelltypen sind farbig herausgehoben : Ad- und
abaxiale Epidermis gelb, Palisadenparenchym dunkelgriin, Schwammparenchym hellgriin, Leitbiindel rot.
Weiter sind die beiden Cuticeln (orange) und die Chloroplasten (griin) farbig gekennzeichnet. Der
GroBenbalken entspricht ungefédhr 100 pm. Nach Sitte et al. 1991, verandert.
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der Photosynthese darstellt. In den Leitbiindeln lassen sich die Zelltypen grob den Leitbahnen
Xylem und Phloem zuordnen. Im folgenden werden Epidermis und Mesophyll genauer
beschrieben, da diese beiden Gewebe in der vorliegenden Arbeit exemplarisch untersucht werden

sollten.

1.3.1 Die Epidermis

Die Epidermis (griechisch Oberhaut) ist das dullere Abschluf3gewebe eines Blattes (Abb. 2). Bei
A. thaliana, wie auch den meisten anderen krautigen Pflanzen, handelt es sich um eine einzige
Zellschicht. Sie ist nicht nur die Abgrenzung zur Umwelt, sondern auch die Kontaktstelle. Die
Zellen schlielen liickenlos aneinander und sind stark miteinander verzahnt, was die mechanische
Belastbarkeit erhoht. Dadurch kénnen sie hdufig als Hiautchen abgezogen werden. In den Zellen
der Epidermis kommen kaum intakte Chloroplasten vor (Sitte et al. 1998). Die meisten Plastiden
sind farblose Leukoplasten oder, je nach Pflanze, farbige Chromoplasten (Liittge et al. 1999). Die
Hauptaufgabe der Epidermiszellen ist die Verhinderung der unkontrollierten Transpiration von
H,O tiber die Oberfldche der Blitter. Hierzu wird auf die Oberseite der Zellen eine Schicht aus
Cutin und Wachs gelegt (Cuticula, Abb. 2). Sie vermindert die Verdunstung auf bis zu 0,01 %
gegeniiber der einer gleichflichigen Wasseroberflache (Sitte et al. 1998). Um dennoch einen
Gasaustausch, der flir die Photosynthese essentiell ist, zu ermdglichen, befinden sich in der
Epidermis neben weiteren Zelltypen wie Blatthaaren (Trichome) Schliezellpaare, die als
Idioblasten bezeichnet werden kénnen (Braune et al. 1991). Sie sind vereinzelt vorkommende,
stark spezialisierte Zellen, die sich sowohl anatomisch als auch funktionell stark von den iibrigen
Epidermiszellen unterscheiden (Sitte et al. 1998). Sie konnen, abhingig vom Wasserstatus der
Pflanze, Spaltéffnungen schlieBen oder 6ffnen. Durch sie tritt neben O, auch H,O aus dem
Interzellularraum aus und CO, kann aus der Atmosphdre in diesen eindiffundieren. Mittels
Analysen mit hochauflosenden Methoden konnte ihre biochemische Zusammensetzung genauer
untersucht und ihre Funktionsweise besser verstanden werden. So konnten bereits in
Gerstenblattern Konzentrationsgradienten fiir Malat in benachbarten Epidermiszellen von Stomata
nachgewiesen werden (Fricke et al. 1995). In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich reguldre
Epidermiszellen untersucht. Vorkommende Idioblasten hingegen wurden nicht analysiert, weshalb
von Epidermis als Gewebe gesprochen wird.

In manchen Pflanzen besteht eine weitere Aufgabe der Epidermis darin, Fra3feinde abzuwehren.
Dazu wird eine besonders dicke Cuticula benétigt. Die Cuticula kann auch durch Verkalkung oder
Verkieselung gefestigt werden (Sitte et al. 1998). Zu diesem Zweck lagern einige Pflanzen
zusitzlich sekundidre Metabolite in der Epidermis ein. Tabak (Nicotiana tabaccum) beispielsweise
speichert Nikotin, Nornikotin und Anabasin in der Epidermis (Lochmann et al. 2001). Die
Nikotinkonzentration in Epidermiszellen ist 10fach erhoht gegeniiber der Konzentration im
Gesamtblatt (Lochmann et al. 2001). Auch Trichome konnen wie im Falle der Brennessel (Urtica
dioica) der Verteidigung dienen (Sitte et al. 1998), indem sie Sekrete einlagern, die Frafifeinde

abwehren sollen.
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Aus Untersuchungen an Gerste ist bekannt, daB Ca*" und CI préferentiell in den Epidermiszellen
akkumuliert werden, wéhrend Phosphat, Aminosduren und Zucker verglichen mit
Mesophyllzellen in nur geringen Konzentrationen vorliegen (Dietz et al. 1992, Dietz et al. 1994,
Fricke et al. 1994a, Karley et al. 2000). Eine mogliche Erklarung fiir die genau gegenteilig
verteilten Tonen Ca®" und Phosphat kénnte darin liegen, daB beide zusammen unlosliche Salze
bilden und daher streng raumlich getrennt werden miissen (Dietz et al. 1992).

Uber Epidermis-spezifische Gene ist bislang nicht viel bekannt. In einigen Untersuchungen
wurden Gene, die an der Wachsbiosynthese (Post-Beittenmiller 1996) beteiligt sind, mittels in
situ-Hybridisierung lokalisiert. Dabei konnten in A. thaliana Transkripte der Gene CUT]1 (ein sehr
lange Fettsduren kondensierendes Enzym, Millar et al. 1999) und LTPI (ein Lipid
transportierendes Protein, Thoma et al. 1994) in Blittern spezifisch in der Epidermis lokalisiert
werden. Ein anderes Gen der LTP-Familie, WAX9, wurde in Brokkoli (Brassica oleracea)
ebenfalls als Epidermis-spezifisch exprimiert gefunden (Pyee und Kolattukudy 1995). Vermutlich
zeigen weitere an der Cutinsynthese beteiligte Gene Epidermis-spezifische Expressionsmuster. An
Petersilienpflanzen (Petroselinum  crispum) wurden Lokalisierungsstudien fiir
Phenylalaninammoniumlyase, 4-Cumarat-CoA-Ligase, Chalconsynthase und anderer am
Phenylpropanoidstoffwechsel beteiligter Gene durchgefiihrt. Sowohl Transkripte als auch, so weit
durchgefiihrt, Proteine und sogar Endprodukte konnten im Blatt exklusiv in der Epidermis
gefunden werden (Schmelzer et al. 1988, Wu und Hahlbrock 1992, Reinhold und Hahlbrock
1997), wobei eine Lichtinduktion der Transkription beobachtet wurde. Einige weitere Gene sind
in verschiedenen Pflanzenspezies als Epidermis-spezifisch beschrieben worden (Kyozuka et al.
1998, Simmons et al. 1998, Smart et al. 2000). Herausragend ist dabei die Lokalisation eines
Transkriptionsfaktors der myb-Gruppe, der offenbar an der Entwicklung von Trichomen beteiligt
ist (Li et al. 1996).

1.3.2 Das Mesophyll

Das Mesophyll (griechisch Blattmitte) ist untergliedert in Palisaden- und Schwammparenchym
(Abb. 2). Ersteres ist senkrecht zur Blattoberfliche angeordnet und grenzt an die adaxiale
Epidermis der Blitter. Es stellt den Hauptort der Photosynthese dar. Bis zu 80 % der im Blatt
vorkommenden Chloroplasten befinden sich in dieser meist einschichtigen Zellage, in der kleinere
Interzellularraume vorkommen (Abb. 2, Liittge et al. 1999). Das Schwammparenchym besteht aus
groBBen, unregelméBig angeordneten Zellen, wodurch grof3e Interzellularrdume entstehen (Abb. 2).
Die ,,innere* Oberflidche ist dadurch stark vergroflert, so dal der Gasaustausch zwischen der Luft
und den Zellen rasch verlaufen kann (Sitte et al. 1998). An der Grenze zwischen Palisaden- und
Schwammparenchym verlaufen die Leitbiindel, die fiir die Nihrstoffversorgung und den
Abtransport der Assimilate an die Verbrauchsorte verantwortlich sind. Jedoch bilden die
Leitbilindel ein eigenes Gewebesystem und gehdren nicht zum Mesophyll, auch wenn sie mit
diesem sehr eng verkniipft sind (Abb. 2). In ihnen finden sich z.B. auch die Geleitzellen, die sich

wie Schliefizellen ebenfalls anatomisch von den sie umgebenden Zellen stark unterscheiden (Sitte
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et al. 1998). Palisaden- und Schwammparenchym sowie die Geleitzellen sind weitere Beispiele
fiir Zelltypen, deren Rolle mittels Einzelzellanalytik besser verstanden werden konnte. In der
vorliegenden Arbeit wird vom Mesophyll als Gewebe gesprochen, gleichwohl es aus zwei
unterschiedlichen Zelltypen besteht. Diese sollten hier aber nicht im einzelnen, sondern
zusammen im Vergleich zur Epidermis untersucht werden.

Zu den Hauptaufgaben des Mesophylls gehort neben der Aufhahme von CO, aus und der Abgabe
von O; in den Interzellularraum die Fixierung des aufgenommenen CO, in Kohlenhydraten und
die Bereitstellung energiereicher Verbindungen wie ATP und NADPH+H" in der Photosynthese.
Die Photosynthese ist in den Chloroplasten lokalisiert. So findet man als Mesophyll-spezifische
Transkripte vor allem die von Chloroplastenproteinen: Z.B. den Triosephosphattranslokator, der
das zunéchst in Triosephosphat festegelegte CO, aus den Chloroplasten befordert (Brink et al.
1995), Chlorophyll a/b bindende Proteine (Brink et al. 1995), Proteine der Photosysteme I und I1
(Mustardy et al. 1990) oder die kleine Untereinheit der Rubisco (Perrot-Rechenmann et al. 1989)
und eine ganze Reihe weitere Proteine. Es lassen sich aber auch Transkripte von Genen
nachweisen, die nur mittelbar an der Photosynthese beteiligt sind bzw. von ihr abhdngen wie z.B.
eine chloroplastiddre Glutaminsynthetase (Edwards et al. 1990), Carboanhydrase, die an der
schnellen Umwandlung von CO, in HCO;" beteiligt ist (Jacobson et al. 1975), ein mitochondrialer
Glycindecarboxylasekomplex, welcher durch die Oxygenaseaktivitit der Rubisco entstandenes
Glycolat tber Glycin zu Serin umsetzt (Mohr und Schopfer 1992), oder
Saccharosephosphatsynthase, die wahrscheinlich an der Kontrolle der Fixierung von Kohlenstoff
in Saccharose beteiligt ist (Cheng et al. 1996).

Untersuchungen an Gerste ergaben, dal die Konzentration an Aminosduren und priméren
Photosyntheseprodukten wie Fruktose, Glukose und Saccharose im Mesophyll gegeniiber der
Epidermis deutlich erhoht ist (Tomos et al. 1992, Dietz et al. 1994, Fricke et al. 1996, Kehr et al.
1998, Koroleva et al. 2000). Auch Phosphat und Mg®" sind im Mesophyll stirker konzentriert als
in Epidermiszellen (Dietz et al. 1992, Fricke et al. 1994a). Mg*"-Ionen werden fiir den Einbau in
das Chlorophyll bendtigt. Aber auch ohne das so festgelegte Mg ist dessen Konzentration immer
noch etwa flinffach hoher als in der Epidermis (Dietz et al. 1992). Phosphat wird insbesondere als
Orthophosphat fiir den Triosephosphat-Orthophosphat-Antiport beim Transport der priméren
Photosyntheseprodukte aus den Chloroplasten benétigt (Fliege et al. 1978).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von Blittern der Modellpflanze Arabidopsis
thaliana in Hinsicht auf Gewebe-spezifische Besonderheiten bis hin zur Einzelzellanalyse. Die
Bestimmungen sollte nicht nur Expressionsstudien von Transkripten und Proteinen beinhalten,
sondern ebenfalls einen Uberblick iiber Ionen- und Metabolitenkonzentrationen geben. Bereits an
anderen Organismen etablierte Protokolle sollten aufgegriffen und ihr Potential exemplarisch an
den beiden Blattgeweben Epidermis und Mesophyll von A. thaliana demonstriert bzw. neue

methodische Ansitze entwickelt und erprobt werden. Im einzelnen sollten

e spezifische Transkripte nachgewiesen werden, um letztlich die Erstellung von
Expressionsprofilen einzelner Zellen zu ermdglichen,

* Gewebe-spezifisch anorganische Ionen, Kohlenhydrate sowie Aminosduren nachgewiesen
werden,

* Proteine in Gewebe-spezifischen Proben identifiziert werden. Hierzu sollte Gewebe durch
mechanische Mikrodissektion in eingebetteten Schnitten angereichert werden. Anschliefend

sollten die Proteine durch Gelelektrophorese und Massenspektrometrie identifiziert werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Samen

Samenlager, MPI-MP,
Golm

Nunhems Zaden BV, AA
Haelen, Niederlande
Samenlager, MPI-MP,
Golm

Arabidopsisthaliana L., cv. C24 (Ackerschmalwand), Wildtyp

Cucumis sativus L., cv. Bella F1 (Gurke), Wildtyp
Cucurbita maxima Duch., cv. Gelber Zentner (Kiirbis), Wildtyp
Solanum tuberosum L., cv. Desirée (Kartoffel), Wildtyp

2.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterial

Amersham,
Braunschweig

Applied Biosystems,
Weiter stadt

Beckman Coulter,
UnterschleiRheim

BioRad, M Uinchen

BioRobotics, Cambridge,
UK

CS Chromatographie
Service, Langerwehe

Drummond Scientific Co.,
Broomall, USA

Eppendorf, Hamburg

Her aeus Instruments,
Berlin

Imaging Resear ch,
St.Catherine’s,
Kanada

Kodak Eastman,
Rochester, USA

List Electronic,
Dar mstadt

M acherey-Nagel, Diiren

Micromass, Altrincham,
UK

MWG Biotech, Ebersherg

Millipore, Eschborn
Nikon, Dusseldor f

Palisade Coor poration,
New York, USA
Raytest, Straubenhar dt
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o P¥ dCTP, a P** dCTP
SDS 5700 Sequence Detection System, Primer Express-Software

P/ACE 5510 Kapillarelektrophorese, PZACE MDQ 2000
Kapillarelektrophorese, Argonlaser, Zubehor, Gold-Software,
PACE Station Software

Transilluminator, Kamera, Thermodrucker, Mini Protean 3
Elektrophorese-Apparatur

BioGrid Spottingroboter

Borosilikatkapillaren
Digital Microdispenser

Biopur Reaktionsgefial3e (steril), Kapillarenhalter,
Mikromanipulator 5171, Pipetten, Pipettenspitzen,
Reaktionsgefdfle, Tischzentrifuge, Biophotometer,
Mikromei3elsystem

Labor-Muffelofen Typ M 104

Array Vision Software

Entwickler, Fixierer, X-OMAT-AR-Filme
Pipettenziehgerit

Nylonmembran Porablot NY

Q-TOF 1 Massenspektrometer, Biolynx Software, Gold-
beschichtete Borosilikat-Glaskapillaren

Hybaid Hybridisierungsflaschen HB-OV-BM, Hybaid Minioven,
Primus Thermocycler 25, Sequenzierungen

Zip Tips

Fluoreszenz-Auflichtmikroskop Optiphot 2, Filterblock V,
Narishige Mikroschmiede, Kamera F 601F

Wiley-Massenspektralbibliothek

Fuji BAS Intensifying Screen, Fuji BAS 1800 II Phosphorimager
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Sigma, Deisenhofen
Sar stedt, Nimbr echt
Spindler und Hoyer,
Gottingen
Stratagene, Heidelberg
ThermoQuest,
Manchester, UK
World Precision
Instruments, Berlin
Ziege Labortechnik,
L uckenwalde

Kodak Rontgenfilm
Biosphere Filtertips (steril)
schwingungsfreier Tisch

Stratalinker 1800

AS 2000 Autosampler, GC 8000 Gaschromatograph, Voyager
Quadrupolmassenspektrometer

Borsilikatglaskapillaren

Agarosegel-Elektrophoresezubehor

2.1.3 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien und Reagenzien sind, wenn nicht gesondert ausgewiesen, von Roth (Karlsruhe), Life

Technologies (Eggenstein), Merck (Darmstadt) oder Sigma (Deisenhofen). Chemikalien wurden

in pro analysi-Qualitit verwendet.

Applied Biosystems,
Weiter stadt
Biometra, Géttingen
BioRad, M inchen
Biozym, Hess. Oldendor f
ClonTech, Heidelberg

Dynal, Hamburg

Fluka, Deisenhofen

Invitrogen, Leek,
Niederlande

Life Technologies,
Eggenstein

Molecular Probes,
Leiden, Niederlande

Novex, San Diego, USA

Phar macia Biotech,
Freiburg

QIAgen, Hilden

Roche, Mannheim

Rosemann GmbH, Berlin
Promega, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Stratagene, Amsterdam,
Niederlande

SYBR Green PCR-Mix

Dynazyme II, rekombinant

Silver Stain Plus-Kit

Agarose

Advantage cDNA Polymerase Mix, SMART cDNA Library
Construction Kit

Dynabeads Oligo (dT)as

Silanierlosung V

Original TA Cloning-Kit

Superscript I RNAse H™ RT, Trizol LS Reagenz, Tag-DNA
Polymerase
8-Aminopyren-1, 3, 6-trisulfonsdure

Kolloidales Coomassie-Blau
dNTPs, Nick Column

PCR Purification Kit, Sensiscript RT

PCR DIG Labeling Mix, Anti-Digoxigenin-AP, Fab-Fragment,
CDP-Star, Blockierungsreagenz, RNAse A, Restriktionsenzym
Sfi I, Random Prime Labeling Kit

Lysoformin Desinfektionsmittel

RNAsin, RNAse-
Desoxynukleotidyltransferase

Fluoresceinisothiocyanat

A ZAP cDNA Kit, Gigapack III Gold Packaging Extract Kit

Inhibitor, Terminale
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2.1.4 Oligonukleotide

Das Oligonukleotid (dT),;s wurde von Roche (Mannheim), alle iibrigen Oligonukleotide (Primer)
wurden von TIB MolBiol (Berlin) oder Invitrogen (Leek, Niederlande) hergestellt.

Produktname, Primer Tempera- | Produkt-
Organismus tur [°C] | lange (mit
(Acc. No.) Intron)
Actin 2, A. thaliana 5 - AAA AAT GGC TGA GGC TGA TG 2 720
(U41998) 5 -TTC TCG ATG GAA GAG CTG GT (801)
Adapter 5" -GAC CGT CCG GAA TTC CTT AA / /
P 3" - CTG GCA GGC CTT AAG GAA
Arbitrary-Primer 2 5 - GGA ACC AAT C 40 /
Arbitrary-Primer 3 5 -CIT TCT ACC C 40 /
Arbitrary-Primer 9 5 -TCG GIC ATA G 40 /
Arbitrary-Primer 15 5 - GAT CCA GIA C 40 /
Arbitrary-Primer 18 5 - GAT CTC AGA C 40 /
Arbitrary-Primer 24 5 - GAT CAT GGTI C 40 /
eco2 5 - AAG GAA TTC CGG ACG GIC 64 /
oce2 5 - GAC CGTI CCG GAA TTC CTT 64 /
Ascorbat-Peroxidase, C. |5 - CAT CAT CGI CAT CAT CAC C
; i} 62 755
sativus (D88649) 5 - AAG TCT CCC CCA ACA AGT C
CER 2, A. thaliana 5 -CIC TGI ATT GGG TTG AGTI TG 59 750
(U40849) 5 -TTC TTC AGG CAT CAC TAC AC
Elongationsfaktor 1a. 5 -TGG ATT TGA GGG TGA CAA CA 57 915
thaliana (X14449) 5" -TCT TGA CTG CAG CCT TGG TA
Lipid transferierendes 5 - AGT TGG CAT GCT TGC TCT TG
Protein, A. thaliana 62 350 (386)
(M80567) 57 -TCG AAA CTT CCG GTA GTA GCA TC
not 5 -CGCG GCC GCT TTT TTT TTT TTT TTT T 64 /
Phosphoenolpyruvat- 5 - AGA AGA ACA CCT CCA ACC CC
carboxylase, A. thaliana 58 1704
(AF071788) 5°-TGC TGC TCC GAA ACC TAA C
Phosphoglyceratmutase, |5 - GGC TCG TAA TCG CTA GGT 55 1500
S tuberosum (AF047842) 5" - GCA GGG TGC TCC TGA ACA
Rubisco, A. thaliana 5 -TTC ACC GGC TTG AAG TCA TC o 382
(X14564) 5 -CCG GGT ACT CCT TCT TGC AT (808)
Rubisco, C. sativus 5" - GGC ATA AAT GGEC TTC ATC 5 750
(M16056) 5 - GAA AGT CGG GGA AAT AAA C
Stérkephosphorylase, 5 -ACC TTG AGT GAG AAA ATT CAC
Knollen L-Typ, S . 58 1400
tuberosum, (X52385) 5 -GAC TTC TAC TGT TTC AGT ATC
TOPO GCC AGI GIG CTG GAA TTC GC 63 /
GGA TAT CTG CAG AAT TCG CC
B Tubulin, A. thaliana 5 - AAG GIG GIC AAT GCG GTA AC 0 1005
(M84702) 5" -CTC ACC TTC CTC ATC AGC AG (2385)
Ubiquitin, A. thaliana 5 -GGA GAC GGA GGA CCA AGT (A 62 200
(NC_003075) 5 -TTT GAC CGG AAA GAC CAT CA (462)
5-TTT TTT TTT TTT WN
VN V: A Coder G 64 /

N A C, Goder T
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2.1.5 Oligonukleotide fir die Echtzeit-PCR

Produktname, Primer Tempera- | Produkt-
Organismus tur [°C] | lange (mit
(Acc. No.) Intron)
EFA®"  Elongationsfaktor | 5" - GTC ATT GAT GCT CCT GGC CAT 60 240
la, A. thaliana (X14449) [5"-CGT ACC TGG CCT TGG AGT ACT
RCART  Rubisco, A. |5 - CGC AAG ACC AAC AAG GAC ATC 60 20

thaliana (X14564) 5 -

TGG CCA CAC TCA TGC ACC TAA

2.1.6 Verwendete Internetprogramme

Arabidopsis EST-Funktionen http://www.arabidopsis.org/ABRC/

Massenpektralbibliothek
Nukleotiddatenbank

Primersuche

Proteindatenbanken

Sequenzvergleich mit einer
Datenbank (Blast)

http://www.mpimp-golm.mpg.de/mms-library/index-e.html

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3_www.cgi

http://xylian.igh.cnrs.fr/bin/fasta-guess.cgi

http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg3.html

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://www.arabidopsis.org/blast
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2.2 Methoden
2.2.1 Pflanzenaufzucht

A. thaliana Pflanzen wurden in einer Pflanzenwuchskammer unter 120 pmol m™s™ Licht, einem
16 zu 8 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus, 65 % relativer Luftfeuchte und einer Temperatur von
22°C angezogen. Nach 2 Wochen wurden die auf Erde gekeimten Pflanzchen in separate Topfe
(Durchmesser 6 cm) vereinzelt. Die Analysen wurden an 5-7 Wochen alten Pflanzen
durchgefiihrt. Kartoffel-Pflanzen wurden unter 200 pmol m™s™ Licht, Gurken- (Cucumis sativus)
und Kiirbis- (Cucurbita maxima) Pflanzen unter 600 pmol m™s™ Licht fiir je 14 Stunden prom
Tag aufgezogen. Die relative Luftfeuchte betrug 65 % bei einer Temperatur von 22°C. 8 bis 12

Wochen alte Pflanze wurden fiir die Beprobung herangezogen.

2.2.2 Herstellung lichtmikroskopischer Schnitte

Blattstiicke wurden in einer sukzessiven, aufsteigenden Ethanolreihe entwéssert und anschlieBend

paraffinisiert:
Schritt Substanz Dauer | T [°C] Schritt Substanz Dauer | T [°C]
1 70 % Ethanol 10 40 7 Xylol 30 40
2 80 % Ethanol 10 40 8 Xylol 30 40
3 95 % Ethanol 15 40 9 Paraffin 20 60
4 100 % Ethanol 20 40 10 Paraffin 30 60
5 100 % Ethanol 30 40 11 Paraffin 20 60
6 Xylol 30 40 12 Paraffin 30 60

Mittels eines Mikrotoms (Leica) wurden 10 bis 60 pum diinne Schnitte hergestellt und in
Glasgefiflen iiber eine Reihe aus Xylol, 50 % Xylol (v/v)/ 50 % (v/v) Ethanol und Ethanol bei
jeweils halbstiindiger Inkubation entparaffinisiert. Die noch feuchten Schnitte wurden auf

Objekttrager aufgezogen und bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.3 Probennahme
2.2.3.1 Probennahme einzelner Zellinhalte mittels Glasmikrokapillaren (nach
Malone et al. 1989)

Glaskapillaren (Durchmesser: 1,5 mm, WPI) wurden mittels eines Pipettenziehgerites in zwei
Teile gezogen, wobei der resultierende Spitzendurchmesser geringer als 5 pm (flr
Transkriptbestimmungen geringer als 10 um) war. Unter zu Hilfenahme einer Mikroschmiede
konnten  gegebenenfalls  Kapillarenden  bearbeitet  bzw.  Verengungsstellen  fiir
Konstriktionskapillaren eingeschmolzen werden, die das Entnehmen gleicher Volumina
ermoglichen (Tomos et al. 1994). Die Kapillaren wurden direkt nach dem Ziehen verwendet oder

in einem verschlieBbaren Glas Spitze nach oben aufbewahrt. Langer aufbewahrte Spitzen wurden
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fiir 6 Stunden bei 180°C sterilisiert. Teilweise wurden Kapillaren silaniert, um das Anheften
geladener Molekiile an die Glaswand und Kreuzkontaminationen bei mehrfacher Probennahme
mit derselben Kapillare zu verhindern. Hierzu wurden die Spitzen mit 20 pl Silanierlosung
(Fluka) versetzt und fiir 6 Stunden bei 180°C sterilisiert (Kehr 1998).

Die Probennahme erfolgte auf einem schwingungsfreien Tisch (Spindler und Hoyer). Neben
einem Mikroskop (Nikon) wurde eine Pflanze so in eine Stativhalterung montiert, dal ein Blatt
der intakten Pflanze auf dem Objektisch fixiert werden konnte. Eine Glaskapillare wurde in einen
elektrisch betriebenen Mikromanipulator (Eppendorf) eingespannt. Fiir die Gewinnung von
Epidermisproben wurde die Kapillare an die gewiinschte Epidermiszelle herangefahren und rasch
eingestochen (Abb. 1). Durch den Turgor wurde der Zellsaft in die Kapillare gedriickt. Um
Mesophyllzellproben zu erhalten, wurde durch intakte (fiir CE-Bestimmungen) oder direkt vorher
geerntete  Epidermiszellen (Transkriptbestimmungen) in das darunterliegende Gewebe
hindurchgestochen. Hierbei wurde ein Uberdruck angelegt, um das Eindringen von
Epidermiszellsaft zu verhindern (Kehr et al. 1998, Brandt et al. 1999). Die Kapillare wurde
danach rasch aus dem Gewebe gezogen (<< ls), um Verdiinnungseffekte zu vermeiden (Malone
et al. 1989). Es wurden maximal je 2 Epidermis- und 2 Mesophyllproben vom selben Blatt
genommen und hochstens 2 Blétter derselben Pflanze beprobt. Auch Negativ- und
Positivkontrollen wurden mit einer Kapillare in die Reaktionsgefae transferiert, um dieselbe
Handhabung zu gewdhrleisten. Alle Proben, die nicht ndher erldutert werden, wurden
nachmittags, die als Tagproben bezeichneten gegen Ende der Lichtperiode (1-3 Stunden vor
Beginn der Dunkelheit) und die als Nachtproben bezeichneten kurz vor Beginn der Lichtperiode
(0-1 Stunde vor Ende der Dunkelheit) genommen.

Fir Transkriptbestimmungen wurden Kapillaren mit Durchmessern geringer als 10 pm
verwendet, die Kapillare wurde langsamer aus dem Gewebe entfernt, um mehr Zellsaft in die
Kapillare einflieBen zu lassen. Durch Anlegen eines leichten Unterdrucks konnte zusétzlich mehr
Zellsaft eingesaugt werden, wobei nachstromendes Wasser aus den Nachbarzellen bei diesen
Proben keine Rolle spielt. Die erhaltenen Zellproben wurden in sterile Reaktionsgefaf3e liberfiihrt,
in welchen 5 U RNAse Inhibitor in 1 pl Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem H,O vorgelegt
waren. Zellproben wurden bis zur unmittelbaren Weiterverarbeitung auf Eis aufbewahrt oder
voriibergehend in fliissigem Stickstoff eingefroren. Es wurde fiir jede Probenentnahme eine
frische Kapillare verwendet.

Zellproben fiir Kationenbestimmungen wurden direkt in CE-Mikrovials, in denen 5 pl HyOpjgest
vorgelegt waren, iiberfiihrt. Fiir alle Proben wurde jeweils dieselbe Konstriktionskapillare benutzt,
welche zwischen den Probenentnahmen jeweils zweimal mit HyOpigest gespiilt wurde. Zellproben
fir Anionenanalysen wurden ebenfalls in 5 pl H;Opigest aufgenommen. Proben fiir
Aminosédurebestimmungen wurden in Reaktionsgefifle mit 5 pul 0,2 M Carbonatpuffer transferiert
(Arlt et al. 2001). Proben fiir Zuckerbestimmungen wurden wie Proben fiir Kationen in 5 pl
H,Opigest aufgenommen. Fiir solche Proben, die mit der umgebauten CE (vgl. Kap. 2.2.6.3.3)

analysiert werden sollten, wurden unter Ol mittels eines Microdispensers (Drummond Scientific
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Co.) 5 nl groBBe H,Opigesi-Tropfen erzeugt. In diese wurden die Proben aus den Kapillaren direkt
tiberfiihrt (Bazzanella et al. 1998).

2.2.3.2 Probennahme mittels Mikrodissektion

Um eine grofle Anzahl gleichartiger Zellen zu erhalten, kann man sich der Mikrodissektion
bedienen. Hierzu wird das entsprechende Gewebe fixiert und eingebettet, Mikrotom-geschnitten
und unter einem Lichtmikroskop die entsprechenden Gewebebereiche herausgelost. Dies kann
tiber einen Laser (LCM, Emmert-Buck et al. 1996) oder ein MikromeiBelsystem (Mikrodissektor,
Eppendorf, Abb. 3) erfolgen.

Die entparaffinisierten oder noch paraffinisierten Prdparate wurden unter einem Mikroskop
(Nikon) plaziert und die gewiinschten Gewebebereiche mittels eines Mikrodissektors (Abb. 3A)
ausgeschnitten. Hierbei wurde ein vibrierender Mikromeif3el auf die Probe aufgesetzt und um den
gewlinschten Gewebebereich herumgefiihrt (Abb. 3B). Dabei wird das Gewebe zertrennt und der
gewlinschte Bereich kann mittels einer Glas- oder Plastikpipette aufgesaugt werden (Abb. 3C-D).
Die Probennahme kann entweder unter Xylol oder nach Entparaffinisierung unter Alkohol,

Wasser oder auch trocken erfolgen.

Abb. 3. Mikromeif3el und geschnittenes Gewebe. A: Mikromeifiel, B: Gewebe
vor der Dissektion, der Pfeil zeigt auf die Spitze des Meiflels, C: Gewebe nach
Entfernen des ausgeschnittenen Leitbiindels, D: Ausgeschnittenes Leitbiindel.
GrofBenbalken entsprechen 100 pm.

2.2.4 Nukleinsauremethoden

Klonierungen, Agarosegelelektrophoresen, Chloroform-Isoamylalkohol-Phenol (CIP)-

Reinigungen und Ethanolfallungen wurden nach Ausubel et al. 1995 durchgefiihrt.
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2.2.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen

RNA wurde entweder mittels Trizol Reagenz (Life Technologies), mittels RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, jeweils nach Herstellerangaben) oder nach der REB-Methode isoliert. Bei dieser
Methode wird das gemorserte Gewebe mit gleichen Volumina REB-Puffer (25 mM Tris-HCI, pH
8,25 mM EDTA, 75 mM NaCl, 1 % SDS, pro 100 ml Puffer 8,5 ml 3-Mercaptoethanol) und CIP
versetzt, gemischt und bei 4°C 15 min bei 4.000 Upm in einer Untertischzentrifuge zentrifugiert.
Der Uberstand wird mit konzentriertem LiCl auf 2 M LiCl eingestellt und die RNA iiber Nacht
bei 4°C gefillt. Nach Zentrifugation wie oben wird das Pellet in 500 ul HyOpgpc aufgenommen.
Es schlieBt sich ein Waschen mit Ethanol an.

Alle RNA-Konzentrationen wurden nach der Isolierung im Photometer (Eppendorf) bei 260 nm
bestimmt (Ausubel et al. 1995).

2.2.4.2 Northernblot-Hybridisierung
2.2.4.2.1 Ubertragen von Nukleinsauren auf Membranen (Blotten)
2.2.4.2.1.1 Glaskapillarproben

Die Proben, die an die Membran gebunden werden sollten, wurden in 1 pl H,Opgpc vorgelegt, mit
1 pl eines Mixes aus Formamid und Formaldehyd (10 pl + 3 pl) gemischt und fiir 10 min auf
56°C erhitzt. Hierbei sollten Sekundirstrukturen aufgebrochen werden. Anschliefend wurden die
Proben in sukzessiven 0,5 ul Pipettierschritten auf die Membran aufgetragen, um die Spots
moglichst klein zu halten. Mittels UV-Licht wurden die Proben gebunden (crosslinking,
Stratalinker, Stratagene).

2.2.4.2.1.2 Mikrodissektionsproben

Die entparaffinisierten Gewebebereiche wurden flir 20 min bei 37°C in 3ul HyOpgpc und 2 pl
Proteinase K (1 pg/ml) bzw. 5 pl H,Opgpe inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit 2 pl MEN
Puffer, 1,5 pl Formaldehyd und 5 pl Formamid gemischt, fiir 10 min bei 56°C denaturiert und mit
2 pl Blaumarker/Ethidiumbromid versetzt. Die Proben wurden auf ein 2 mm diinnes Agarosegel
(2 % Agarose, gelost in MEN-Puffer zuziiglich 1/6 vol Formaldehyd) geladen und fiir 45 min bei
90 V getrennt. Mittels Kapillarblot (Ausubel et al. 1995) wurden die Nukleinsduren auf eine
Nylonmembran tibertragen und durch UV-crosslinking (Stratalinker, Stratagene) gebunden.

2.2.4.2.2 Hybridisierung

Sonden fiir die Hybridisierung wurden mit der Methode von Feinberg und Vogelstein (1983) mit
50 pCi o P*? dCTP hergestellt (Random Prime Labeling Kit, Roche). Prihybridisierung (>2
Stunden), Hybridisierung (24 Stunden) und Autoradiographie richteten sich nach Ausubel €t al.
(1995, vgl. Kap. 2.2.4.4.3)
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2.2.4.3 RNA-Amplifizierungsstrategien

2.2.4.3.1 Vorkehrungen gegen Kontaminationen

Um Kontaminationen in der RT-PCR zu vermeiden, die zu falschen Signalen fithren wiirden,
wurden folgende Sicherheitsvorkehrungen getroffen (nach Kwok und Higuchi 1989, Brandt et al.
1999):

-sterile Reaktionsgefil3e

-sterile Filtertips

-frisch destilliertes H,Opiqes, autoklaviert fiir alle Losungen. Fiir RNA Schritte wurde dieses

H,0 mit DEPC behandelt (Ausubel et al. 1995)

-UV-Licht (312 nm) zum Sterilisieren der Arbeitsflache (Sarkar und Sommer 1990)

-Arbeitsplatz in einer Plexiglasbox als Schutz vor Kontaminationen (Kitchin et al. 1990)

-vor dem Offnen von DNA-/ RNA-haltigen Reaktionsgefien wurden diese anzentrifugiert

-Préa- und Post-PCR-Arbeiten wurden rdumlich getrennt

-wenn moglich wurden Parallelproben und Negativkontrollen mitverarbeitet

-Einmalhandschuhe und sauberer Laborkittel (Kitchin et al. 1990)

-haufiges Auswischen der Arbeitsfliche mit Desinfektionsmittel, insbesondere zwischen dem

Ansetzen verschiedener PCR-Reaktionen.

2.2.4.3.2 Reverse Transkription

Zur Synthese von cDNA aus RNA wurde Superscript II reverse Transkriptase (Life Technologies)
verwendet. Diese aus dem Moloney Murine Leukemia Virus isolierte Transkriptase hat eine
deutlich hohere Ausbeute als beispiclsweise AMV Reverse Transkriptase (Bertioli et al. 1994)
und ist thermostabiler (Richert et al. 1996). Ein typischer Ansatz bestand aus Reaktionspuffer (50
mM Tris-HCI bei pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,), 0,1 uM dT;s Primer, 10 mM Dithiothreitol
(DTT), je 100 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP und 50 U Superscript II in einem Gesamtvolumen
von 10 pl (Brandt et al. 1999). Als Matritze dienten Einzelzellproben und Gesamt RNA. Die
Ansitze wurden flir 75 min bei 48 °C gefolgt von 5 min bei 94°C in einem Thermocycler MWG
Biotech) inkubiert.

Das Enzym Sensiscript (Qiagen) sollte laut Herstellerangaben optimiert sein fiir Ausgangsmengen
an Gesamt-RNA von unter 50 ng. In vergleichenden Parallelexperimenten konnte keine
Verbesserung der Ausbeute erzielt werden, so daf3 alle Reaktionen mit Superscript Il durchgefiihrt

wurden.

2.2.4.3.3 Gen-spezifische Polymerase Kettenreaktion

Diese Methode wurde analog zu Brandt et al. 1999 durchgefiihrt. Ein Standardansatz war in
einem Gesamtvolumen von 50 pl wie folgt zusammengesetzt: Reaktionspuffer fiir Advantage
cDNA Polymerase Mix (40 mM Tricin-KOH bei pH 9,2, 15 mM KOAc, 3,5 mM Mg(OAc),,
187,5 ng BSA) bzw. fiir Dynazyme Polymerase (10 mM Tris-HCI bei pH 8,8, 1,5 mM MgCl,, 50
mM KCl, 0,1 % Triton X-100), je 0,5 uM 5°- und 3’-Primer, je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und
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dTTP sowie 0,5 pl Advantage cDNA Polymerase Mix (Clontech) bzw. 2 U Dynazyme
Polymerase (Biometra). Folgendes Zeitprogramm wurde durchgefiihrt: 5 min Erstdenaturierung,
gefolgt von bis zu 40 Zyklen 95°C fiir 150 s, Annealing fiir 90 s (Temperatur Primer abhingig,
vgl. Kap. 2.1.4), Elongation bei 72°C (Advantage cDNA Polymerase Mix, Clontech) bzw. 74°C
(Dynazyme, Biometra) fir 90 s bzw. 90 s zuziiglich 5 s Zeitinkrement, gefolgt von einer 5
miniitigen Endelongation bei 72 bzw. 74°C.

2.2.4.3.4 Semiquantitative Polymerase Kettenreaktion

Hierzu wurden FEinzelzellproben wie unter 2.2.4.3.2 und 2.2.4.3.3 revers trankribiert und
amplifiziert. Jedoch wurde der reverse Transkriptionsansatz vor der PCR geteilt, so daB} zwei
Primerpaare fiir eine Probe benutzt werden konnten. Nach unterschiedlichen Zyklenzahlen

wurden je 10 ul Aliquots aus beiden Hélften entnommen und gelelektrophoretisch analysiert.

2.2.4.3.5 Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion

Die reverse Transkription wurd wie unter 2.2.4.3.2 durchgefiihrt. Bei der anschlieBenden PCR
wird dem Ansatz ein fluoreszierender Farbstoff zugegeben, der ausschlieBlich an doppelstrangige
DNA bindet. Die Zunahme der Fluoreszenz kann nach jedem Zyklus bestimmt werden. Die
Anzahl Zyklen, die benétigt wird, um eine bestimmte Fluoreszenzintensitit zu erreichen, ist ein
MabB fiir die Ausgangsmenge an DNA im Ansatz (Johnson et al. 2000).

Fiir das Primerdesign wurde das Programm Primer Express (Applied Biosystems) verwendet.
Dabei wurde besonderes Augenmerk darauf gelegt, dal, wenn mdglich, zwischen 5 und 10
Nukleotide des 3’-Endes eines Primers iiber der Ubergangsstelle von einem Exon zu einem Intron
liegen. Damit sollte verhindert werden, da3 eventuell enthaltene genomische DNA koamplifiziert
wird.

Einzelzellproben wurden revers transkribiert (vgl. Kap. 2.2.4.3.2) und anschlieBend zu gleichen
Teilen auf zwei neue Reaktionsgefile aufgeteilt. Der zugegebene Mastermix enthielt 12,5 pl
SYBR Green™ PCR Mix (doppelt konzentriert, Applied Biosystems), 500 nM je Primer und
Wasser ad 25 pl. Das Zeitprogramm war wie folgt aufgebaut: 2 min 50°C, 10 min 95°C, gefolgt
von 40 Zyklen 95°C fiir 15 s und 60°C fiir I min. Daran schlof} sich ein Dissoziationsprotokoll an,
indem der ganze PCR-Ansatz 5 min bei 95°C denaturiert wurde, bevor auf 60 °C langsam
abgekiihlt wurde. Hierbei wurde die Kinetik des erneuten Zusammenlagerns der komplementéren
Stringe beobachtet. Mit Hilfe dieses Teils des Programms kann {iberpriift werden, ob

unspezifische Nebenprodukte synthetisiert wurden.

2.2.4.3.6 Polymerase Kettenreaktion mit direkter Digoxygeninmarkierung (nach
Brandt et al. 1999)

Um PCR Produkte zu detektieren, die in nur geringer Konzentration vorlagen, wurden je 200 uM
dATP, dCTP, dGTP und 195 uM dTTP sowie 5 uM Digoxygenin-11-dUTP (DIG, Roche)

eingesetzt. Die eingebauten DIG markierten Nukleotide machten eine spétere, dulerst sensitive
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Detektion der PCR Produkte moglich. Hierzu wurden die PCR Produkte in einem 1 oder 2 %
Agarosegel getrennt, auf eine Nylonmembran durch Kapillarblot iibertragen und mittels

Antikdrper-gebundener alkalischer Phosphatase nachgewiesen.

2.2.4.3.7 Unspezifische Amplifikation von Nukleinsduren

PCR stellt eine Moglichkeit dar, um auch unterschiedliche cDNA-Molekiile in einem
Reaktionsansatz zu amplifizieren. Jedoch werden dafiir uniforme 3’-Enden der Erststringe
benotigt. Die entstehenden PCR-Produkte konnen anschlieBend zur Synthese einer c¢cDNA

Bibliothek oder fiir Arrayhybridisierungen verwendet werden.

2.2.4.3.7.1 Tailing (nach Bertioli et al 1994)

Durch terminale Desoxynukleotidyltransferase konnen an das unbekannte 3’-Ende eines
beliebigen Erststranges mehrere Nukleotide ansynthetisiert werden. Bietet man nur eines der vier
Nukleotide an, so entsteht ein einheitliches Ende, dessen Sequenz als Primer fiir die PCR benutzt
werden kann. Zur Erststrangsynthese wurde anstelle des (dT);s-Primers 5 pg Oligo (dT)ys-
Dynabeads (Dynal) genommen. Dies sind magnetische Partikel, an die Oligo (dT),s-Primer
gebunden sind. Der heterloge Doppelstrang wurde mit 1 pl RNAse H fiir 30 min bei 37°C
inkubiert, um die RNA zu entfernen. Nach Zugabe von 40 pl Wasser und zweiminiitiger
Inkubation in einem Magnethalter wurde die fliissige Phase abpipettiert, die Dynabeads-
gebundene cDNA in 50 pl Reaktionsgemisch bestehend aus 500 uM dCTP, 100 mM
Cacodylatpuffer, 1 mM CoCl,, 100 uM DTT, 20 U terminale Desoxynukleotidyltransferase
resuspendiert und fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Nach einem weiteren Reinigungsschritt mittels
eines Magnethalters konnte die cDNA als Matritze fiir PCR verwendet werden. Hierbei wurden
die ersten drei Zyklen bei einer Annealingtemperatur von 40°C, die {ibrigen 37 Zyklen bei 56°C
ausgefiihrt.

2.2.4.3.7.2 Ligation von Adaptern (nach Karrer et al. 1995)

Durch Ligation kann an das unbekannte Ende eines Doppelstranges ein doppelstrangiges, kurzes
DNA-Stiick (Adapter) angebracht werden. Damit sind beide Enden bekannt und ihre Sequenzen
konnen als Primer fiir die PCR dienen. Der Adapter enthilt an einem 5'-Ende einen Uberhang aus
2 Nukleotiden und ist am anderen Ende ohne Uberhang. Dadurch kann er gerichtet ligiert werden.
Fiir die Ligation des Adapters wurde ein Reaktionsgemisch bestehend aus 5 U T4 DNA Ligase,
66 mM Tris-HCI (pH 7,5), 5 mM MgCl,, 1 mM Dithioerythrit, | mM dATP, 1 pg Adapter und 28
ul doppelstriangiger DNA (PCR-Produkt ohne A-Uberhinge) in einem Gesamtvolumen von 35 pl
hergestellt und {iber Nacht bei 14°C inkubiert. Als Primer fiir die PCR dienten die Primer not und
eine Sequenz des doppelstrangigen Adapters (Primer eco2). Der Primer not besteht aus (dT);¢ und
einer am 5’-Ende gelegenen Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Not I, der Primer eco2 enthilt
eine Schnittstelle fiir das Enzym Eco RI. Die beiden Schnittstellen erleichtern ein gerichtetes
Klonieren der PCR-Produkte.
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2.2.4.3.7.3 DOP-PCR (Roche)

Dieses Kit beruht auf der PCR-vermittelten Amplifizierung des Templates unter Verwendung
eines nahe dem 3'-Ende degenerierten Primers. Dieser kann daher bei niedriger
Annealingtemperatur relativ unspezifisch binden. Nach 5 Zyklen wird die Annealingtemperatur
erhoht und die spezifischen Sequenzen des Primers sind nun fiir das Binden an das Template

verantwortlich. Die Reaktionen wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.4.3.7.4 RAP-PCR (nach Menke und Muller-Réber 2001)

Dieses Protokoll ist der DOP-PCR (vgl. Kap. 2.2.4.3.7.3) dhnlich. Anstelle des partiell
degenerierten Primers wird ein definierter Primer verwendet, der in den ersten Zyklen bei
niedriger  Annealingtemperatur  recht unspezifisch  bindet, nach  Erhohung der
Annealingtemperatur in den weiteren Zyklen der PCR aber eine spezifische Amplifikation

ermoglicht. Die PCR wurde den Angaben in der Veroffentlichung folgend durchgefiihrt.

2.2.4.3.7.5 TOPO-Klonierung (Invitrogen)

Dieses Klonierungskit verwendet anstelle des Enzyms Ligase Topoisomerase, die an den
linearisierten Vektor pCR 2.1 gebunden ist. Dadurch ist die Ligationswahrscheinlichkeit erhoht.
Fiir die Ligation werden Sequenzen mit A-Uberhiingen benétigt. Diese konnen durch 10 min
Inkubation mit Taq-Polymerase bei 72°C hergestellt werden. Die Klonierungen in den Vektor

pCR 2.1 wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.4.3.7.6 RNA-Ligase-Klonierung eines einzelstrangigen Adapters

Nach reverser Transkription mit Dynabeads-Oligo (dT),s, anschlieBendem 30 min RNAse H-
Verdau und Bindung der cDNA an einen Magneten wurde der RT-Ansatz abpipettiert (Kap.
2.2.43.7.1). In einem Endvolumen von 10 pl wurde fiir die Ligation des Erststranges mit dem
einzelstringigen Primer eco2 folgendes Reaktionsgemisch zusammengestellt: 50 mM Tris-HCl,
10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM dATP, 30 mg/l BSA, 10 U T4 RNA Ligase, 1 pug eco2-
Primer. Der gesamte 10 pl Ansatz wurde anschlieBend als Template fiir eine PCR verwendet. Als

Primer dienten die Oligos not und oce? (vgl. Kap. 2.2.4.3.7.2).

2.2.4.3.7.7 Smart Kit (Clontech)

Fiir die reverse Transkription wurden in einem Endvolumen von 10 pl folgende Substanzen
gemischt: 1 uM SMART III Oligonukleotid, 1 uM CDS III/3"-PCR Primer, 50 mM Tris-HCI bei
pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 2 mM DTT, je 1| mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP und 200 U
Superscript II. Zunédchst wurden in einem Volumen von 5 pl die beiden Primer mit der Vorlage
fiir je 2 min bei 72°C, anschlieBend auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der iibrigen
Substanzen und es wurde bei 42°C fiir 60 min inkubiert.

Zwischen 20 und 100 % des Reaktionsansatzes wurden als Vorlage fiir eine PCR verwendet, die

in 100 pl Gesamtvolumen wie folgt zusammengesetzt war: 40 mM Tricin-KOH bei pH 9,2, 15
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mM KOAc, 3,5 mM Mg(OAc),, 375 ng BSA, je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 0,2 uM
5’-PCR Primer, 0,2 uM CDS III/3"-PCR Primer und 2 pl Advantage cDNA Polymerase Mix. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 1 min auf 95°C erhitzt, gefolgt von bis zu 40 Zyklen 95°C fiir 15 s
und 68°C fiir 6 min.

2.2.4.3.7.8 Arbitrary-PCR (nach Bauer et al. 1993, verandert)

In einem 50 pl Standardansatz wurden der Reaktionspuffer (10 mM Tris-HCI bei pH 8,8, 1,5 mM
MgCl,, 50 mM KCl, 0,1 % Triton X-100), 0,5 uM VN-Primer, 0,5 uM eines Arbitrary-Primers
[10 Nukleotide langer Primer mit einer definierten Sequenz, einem GC-Gehalt von 50 % und
keinen ununterbrochenen Selbstkomplementarititen ldnger als 2 Nukleotide (Bauer et al. 1993)],
je 200 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP und 2 U Dynazyme Polymerase (Biometra) gemischt und
folgendes Zeitprogramm benutzt: 5 min Erstdenaturierung bei 95°C, gefolgt von 40 Zyklen 95°C
fir 30 s, Annealing bei 40°C fiir 120 s, Elongation bei 74°C fiir 30 s zuziiglich einem

Zeitincrement von 5 s je Zyklus, gefolgt von einer 5 miniitigen Endelongation 74°C.

2.2.4.4 Array Technologie
2.2.4.4.1 Filterherstellung

16.128 A. thaliana cDNA Plasmidklone wurden vom Arabidopsis Biological Resource Center
(ABRC, Ohio, USA) erhalten und bestanden zum Grofteil aus Klonen, die in einem Projekt der
Michigan State University (USA, MSU-Kollektion) generiert wurden (Newman et al. 1994).

Die Inserts wurden per PCR in jeweils drei Parallelansidtzen amplifiziert. Als Primer dienten
hierbei Sequenzen der beiden flankierenden Seiten des Plasmids (vorwirts 5’-AAA GGG GGA
TGT GCT GCA AGG CQG, riickwirts 5’-GCT TCC GGC TCG TAT GTT GTG TG). Die PCR
wurde mit E. coli Kolonien unter Standardbedingungen durchgefiihrt (Thimm et al. 2001).

Die PCR Produkte wurden mittels eines BioGrid Spottingroboters (BioRobotics) auf
Nylonmembranen (Hybond N*, Amersham) der GroBe 22,2 cm x 22,2 cm iibertragen, die vorher

in 0,5 M NaOH getrankt worden waren. Jeder Spot wurde zehnmal aufgetragen. Die in dieser

Arbeit verwendeten Arrayfilter tragen, wenn nicht anders angegeben,
36.864 Spots. Diese sind in 48 Quadraten angeordnet. Jedes dieser @ @ @
Quadrate besteht aus 4% Spots (Abb. 4, Abb. 15). Jedes Quadrat beinhaltet @ @ @ @
einen leeren Spot (Position 7) zur Bestimmung des lokalen Hintergrunds @ @ @ @

sowie einen, der das humane Gen fiir Desmin reprasentiert (Position 13, Abb. 4. Positionen

Acc. No. NM 001927, Abb. 4). Da jeder EST doppelt aufgetragen ist, | der 4 ESTs in den

enthdlt ein Filter 16.128 unterschiedliche ESTs. Allerdings sind einige glﬁ(;,?{f;mauf(sg

ESTs in mehr als einem Quadrat aufgetragen, so daB die Gesamtzahl der | Abb. 15)

unterschiedlichen ESTs mit unter 16.000 angegeben werden muB.
Die Membranen wurden mit einer Losung bestehend aus 1 M Tris/HCI, pH 7,2 und 1,5 M NacCl
neutralisiert. Die Spots wurden durch zweistiindiges ,,Backen* bei 80°C mit anschliefendem

Crosslinken bei 254 nm in einem Stratalinker (Stratagene) fixiert.
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Fiir eine Abschétzung der Spottingeffizienz eines jeden Spots wurde eine Referenzhybridisierung
durchgefiihrt. Hierbei diente ein von den urspriinglichen Primern eingerahmtes Plasmidstiick als
Sonde (Sondenherstellung vgl. Kap. 2.2.4.4.2). Die ausgewerteten Intensititen nach der
Hybridisierung sollten alle gleich stark sein. Da sie dies nicht waren, wurde eine mathematische
Korrektur eingefiihrt, indem die Ergebnisse der Referenzhybridisierung in die der komplexen

Hybridisierung eingerechnet wurden (vgl. Kap. 2.2.4.4.4, Thimm et al. 2001).

2.2.4.4.2 Sondenherstellung

10 ug Gesamt-RNA aus Blittern wurde in 7,5 ul H,Opgpce vorgelegt. 0,75 ug (dT);s-Primer
wurden dazugegeben und der Ansatz fiir 10 min auf 70°C erhitzt, danach fiir weitere 10 min auf
Eis abgekiihlt. Nun wurde ein vorgekiihltes, konzentriertes Reaktionsgemisch zugesetzt. Die
Endkonzentrationen in einem 25 pl Gesamtansatz waren 50 mM Tris-HCI bei pH 8,3, 75 mM
KCl, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT, 40 U RNAsin, je 0,5 mM dATP, dGTP und dTTP sowie 60 pnCi
a P** dCTP. Nach 5 min Inkubation bei 42°C wurden 200 U Superscript II zugesetzt und der
ganze Ansatz fiir 60 min auf 42°C gehalten. Nach Zugabe von 12,5 nmol unmarkiertem dCTP
wurde flir weitere 30 min bei 42°C inkubiert und abschlieBend die Reaktion bei 70°C fiir 15 min
gestoppt. Die RNA wurde durch alkalische Hydrolyse abgebaut [10 pl 1 M NaOH, 10 min
Inkubation bei 20°C und 15 min bei 50°C, anschlieBend Neutralisation fiir 10 min bei 20°C durch
Zusatz von 10 ul 1 M HCl und 2 pl 1 M Natriumphosphat (pH 7,2)].

cDNA aus vereinigten Einzelzellproben wurde nach der PCR-vermittelten Amplifizierung iiber
Qiaquick PCR Purification Zentrifugensdulchen (Qiagen) von nicht eingebauten Primern,
Nukleotiden, Salzen und Proteinen gereinigt und konzentriert. Nach der Methode von Feinberg
und Vogelstein (1983) wurde die cDNA mit radioaktivem 60 uCi o P** dCTP markiert (Random
Prime Labeling Kit, Roche). Um eine bessere Orientierung auf den Filtern zu gewéhrleisten,
wurde diesen Sonden Desmin mit einer Aktivitdt von je ca. 140.000 cpm beigemischt.

Markierte Nukleinsduren wurden iiber Nicksdulchen (Pharmacia Biotech) in Fraktionen getrennt
und die Einbaurate gegeniiber der eingesetzten Gesamtaktivitit bestimmt, welche liber 50 %

liegen sollte.

2.2.4.4.3 Komplexe Hybridisierung

Arrayfilter wurden fiir 2 Stunden bei 65°C in 20 ml Hybridisierungspuffer (250 mM
Natriumphosphat, pH 7.2, 10 mM EDTA, 7 % SDS und 1 % BSA) vorhybridisiert. In frischen 20
ml Hybridisierungspuffer wurde die durch 5 min Erhitzen auf 95°C denaturierte cDNA verdiinnt
und die Filter damit fiir 30 Stunden bei 65°C inkubiert. Bei Wiederholungsexperimenten wurden
die Filter permutiert. Zum Abwaschen der nicht gebundenen cDNA wurden die Filter je 20 min
bei 65°C erst in einer Losung aus 2 x SSC, 0,5 % SDS, 4 mM Natriumphosphat, dann in einer aus
0,2 x SSC, 0,5 % SDS, 4 mM Natriumphosphat gespiilt. AnschlieBend wurde iiber Nacht ein
Intensifying Screen (Raytest) belichtet. Mit einem Phosphorimager (Raytest) wurden die
Intensifying Screens bei einer Auflosung von 50 pm (16-Bits-pro-Punkt) gescannt. Mittels der
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Software Array Vision (Imaging Research) wurde das Bild analysiert und umgewandelt in ein

Tabelle, die die Signalstirken der einzelnen ESTs beinhaltet.

2.2.4.4.4 Datenauswertung (nach Thimm et al. 2001)

Die erhaltenen Rohdaten wurden mittels einer im Hause verfligbaren Datenbank mit ithren EST-
Nr. versehen, verrechnet und normalisiert. Im ersten Schritt wird dabei der lokale Hintergrund von
den Werten abgezogen und der erhaltene Wert wird durch das durchschnittliche Signal aller Spots
auf dem Filter geteilt (ohne Beriicksichtigung der Desminspots). Im zweiten Schritt wird die
Menge der jeweilig gespotteten DNA mit dem Wert verrechnet. Dies geschieht unter der
Annahme, dal3 unter den gewéhlten Bedingungen der komplexen Hybridisierung die Signalstdrke
linear abhingt von der Menge der gebundenen DNA (Thimm et al. 2001). Als letztes wird der
Durchschnitt der beiden Parallelspots jedes ESTs berechnet (vgl. Kap. 2.2.4.4.1, Abb. 4). Die
moglichen Funktionen der ESTs wurden durch Homologiesuchen mittels der TAIR Datenbank
(http://www.arabidopsis.org/ABRC) ermittelt.

2.2.5 Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Uber gaschromatographisch-massenspektrometrische Messungen konnen viele Substanzen in
einer Messung getrennt und detektiert werden. Diese Methode ermdglicht es, Molekiile
unterschiedlichster Substanzklassen gleichzeitig zu analysieren.

Je 150 mg frisch geerntetes Blattmaterial wurde nach dem Abwiegen sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren. In gefrorenem Zustand wurden die Proben gemorsert und mit 1000 pl
Chloroform und 250 pl H,Opigese versetzt. 250 pul Wasser wurde als Negativkontrolle ebenso
behandelt. Nach Zentrifugation wurden die wissrigen Uberstinde abgenommen und in einer
Vakuumzentrifuge eingetrocknet. Es schlossen sich 2 Derivatisierungsschritte an: Die trockenen
Proben wurden mit 80 pl Methoxyamin (20 mg/ml Pyridin) versetzt und 90 min bei 37°C
inkubiert. Im zweiten Schritt wurden 80 pl 2,2,2-Trifluoro-N-methyl-N-(trimethylsilyl)acetamid
(MSTFA) und 40 pl eines Fettsduremixes als Zeitstandard fiir die automatische Quantifizierung
zugesetzt und die Ansdtze fir weitere 30 min bei 37°C temperiert. Als zusitzliche
Negativkontrolle wurde auch in einem leeren Reaktionsgefd3 eine Derivatisierungsreaktion
durchgefiihrt. Standards fiir die Erstellung von Kalibrierkurven wurden ebenso derivatisiert.
Zellproben wurden in 10 pl Chloroform abgelegt und in einer Vakuumzentrifuge eingetrocknet.
Ebenso wurde Wasser als Negativkontrolle mittels einer Glaskapillare in Chloroform iiberfiihrt.
Es schlossen sich, wie oben erwidhnt, 2 Derivatisierungsschritte an, wobei jeweils 10 pl
Methoxyamin (20 mg/ml Pyridin) und im zweiten Schritt 10 ul MSTFA verwendet wurden.

Die weitere Analyse wurde analog zu Roessner et al. (2000) durchgefiihrt. Kurz zusammengefaf3t
wurde ein AS 2000 Autosampler (Thermoquest), ein Gaschromatograph GC 8000 (ThermoQuest)
und ein Voyager-Quadrupolmassenspektrometer (ThermoQuest) benutzt. Zur Analyse wurden
Proben mit einem Volumen von 1 pl splitlos mittels der Heilen-Nadel-Methode injiziert. Es

wurden Massenspektren im Bereich Masse/Ladung (m/z) 50 bis 600 gemessen. Die Auswertung
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der Chromatogramme und Massenspektren erfolgte iiber das Programm Masslab (Thermoquest).
Peaks wurden {iiber ihre Retentionszeiten und Massenspektralbibliotheken (Wiley, Palisade
Corporation  und  http://www.mpimp-golm.mpg.de/mms-library/index-e.html, = MPI-MP)
identifiziert. Die Quantifizierung von Peaks erfolgte durch Vergleich der Response Ratios zu
Standardkurven (Roessner et al. 2000).

2.2.6 Kapillarelektrophoresemethoden

Fiir die Analyse von Kationen und Anionen wurde eine Kapillarelektrophorese P/ACE 5510
(Beckman Coulter) mit Diodenarray- beziehungsweise UV- Detektor verwendet. Fiir alle Amino-
sauremessungen wurde eine MDQ 2000 Kapillarelektrophorese (Beckman Coulter) mit LIF-
Detektion benutzt. Zur Anregung der Fluoreszenz stand ein Argonlaser (Beckman Coulter) zur
Verfiigung. Kohlenhydrate wurden, wenn nicht extra ausgewiesen, mit einer
Kapillarelektrophorese P/ACE 5510 gemessen. Alle angegebenen Spiilschritte wurden bei 20 psi
ausgefiihrt, die Probenaufgabe erfolgte hydrodynamisch fiir 5 oder 10 s bei 0,5 psi. Es wurden
immer unbehandelte Borosilikatkapillaren (CS Chromatographie Service, Beckman Coulter) der

angegebenen Linge verwendet und, wenn nicht gesondert angegeben, auf 20°C temperiert.

2.2.6.1 Kationen (nach Kehr et al. 1999)

Zur Kationenanalyse wurde der bei 214 nm stark absorbierende HGE para-Aminopyridin (5 mM
bei pH 3,2) in einer 100 um (Innendurchmesser) Kapillare benutzt. Da die Kationen bei dieser
Wellenldange nicht absorbieren, konnen sie als negative Peaks nachgewiesen werden. Die
Auftrennung der Analyten erfolgte auf einer Linge von 47 cm (effektiv 40 cm). Die Proben
wurden in Mikroprobengefilen (Beckman Coulter) aufbewahrt, die in halbvoll mit Wasser
gefiillten Probenflaschchen plaziert waren, um Verdunstungseffekte zu minimieren. Die Methode

war wie folgt aufgebaut:

Spiil-, Probenaufgabe- und Separationsbedingungen

Spiilschritt 1 1 MNaOH |0,8 min 20 psi
Spiilschritt 2 H,O0u;dest 0,5 min 20 psi
Spiilschritt 3 HGE 1 min 20 psi
Probenaufgabe 10s 0,5 psi
Separation 5 min 20 kV

Um die Konzentration eines Kations in den Einzelzellproben zu bestimmen, wurde die
entsprechende Peakflache integriert und in Relation gesetzt zu einer Kalibrationskurve und einem
Standard, der mit derselben Konstriktionskapillare wie die Proben genommen wurde.

Fiir Gesamtextrakte wurden Rosettenblitter geerntet, gewogen, bei 60°C fiir 2 Tage getrocknet
und in einem Muffelofen (Heraeus Instruments) verascht. Hierzu wurde folgendes Temperatur-

Zeit-Profil verwendet:
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* 1 h Rampe 30 °C - 90 °C
* 6 h 90 °C (Entfernung restlicher Feuchtigkeit aus dem Pflanzenmaterial)
* 6 h Rampe 90 °C - 350 °C
* 6 h 350 °C (erster Veraschungsschritt)
* 3 h Rampe 350 °C - 500 °C
* 24 h 500° C (zweiter Veraschungsschritt)
* 12 h Rampe 500 °C - 30 °C (Abkiihlung)
Die Asche wurde in H,;Op;gest aufgenommen und der pH-Wert mit 1 M HCl auf unter 2 eingestellt.

Die Konzentrationen wurden iiber Kalibrationskurven der entsprechenden Kationen bestimmit.

2.2.6.2 Anionen (nach Hiissa et al. 1999)

Fiir die Anionenanalyse wurde ein aus 2,25 mM Pyromellinsdure, 6,5 mM NaOH, 0,75 mM
Hexamethoniumhydroxid und 1,6 mM Triethanolamin bestehender HGE gewahlt (pH 7,7). Dieser
HGE kehrt den elektroosmotischen Flu3 um, wodurch eine positive Trennspannung von 20 kV
angelegt werden konnte. Die Detektion erfolgte bei 254 nm. Die Kapillare hatte eine Léange von
77 cm (effektiv 70 cm) und einen Innendurchmesser von 50 um. Das verwendete Spiil- und

Separationsprogramm setzte sich wie folgt zusammen:

Spiil-, Probenaufgabe- und Separationsbedingungen

Spiilschritt 1 0,1 M NaOH |3 min 20 psi
Spiilschritt 2 HGE 5 min 20 psi
Probenaufgabe 10s 0,5 psi
Separation 30 min 20 kV

2.2.6.3 Kohlenhydrate
2.2.6.3.1 CuSO,- Puffersystem (nach Bazzanella et al. 1998, Lochmann et al. 1998)

Zucker bilden mit Cu®*-Ionen bei alkalischem pH-Wert Komplexe, bei denen die positive Ladung
des Kupfers iiberwiegt. Dadurch wandern diese im elektrischen Feld zur Kathode. Die Detektion
der Komplexe erfolgte bei 254 nm. Getrennt wurde in einer 77 cm (effektiv 70 cm) langen,
unbehandelten Borosilikatkapillare mit einem Innendurchmesser von 50 um. Der HGE setzte sich
aus 6 mM CuSO,; und 500 mM NHj; bei pH 11,6 zusammen. Die Methode war wie folgt

aufgebaut:
Spiil-, Probenaufgabe- und Separationsbedingungen
Spiilschritt 1 0,1 NNaOH |1 min 20 psi
Spiilschritt 2 HGE 2 min 20 psi
Probenaufgabe 10s 0,5 psi
Separation 10 min 25 kV

32



2 Material und Methoden

2.2.6.3.2 Sorbat-Puffersystem (nach Vorndran et al. 1992)

Sorbat als HGE absorbiert bei einer Wellenldnge von 256 nm sehr stark. Die underivatisierten,
nicht komplexierten Kohlenhydrate konnen als negative Peaks detektiert werden, da sie bei dieser
Wellenldnge nicht absorbieren. Zur Trennung wurde eine 97 cm lange Kapillare (effektiv 90 cm)
mit einem Innendurchmesser von 50 um und als HGE 6 mM Sorbat (pH 12,1) verwendet. Die
Kapillare wurde auf 15°C gekiihlt. Das verwendete Spiil- und Separationsprogramm setzte sich

wie folgt zusammen:

Spiil-, Probenaufgabe- und Separationsbedingungen

Spiilschritt 1 1 N NaOH 1 min 20 psi
Spiilschritt 2 HGE 2 min 20 psi
Probenaufgabe 10s 0,5 psi
Separation 8 min 25 kV

2.2.6.3.3 Instrumentenumbau

Bazzanella und Kollegen (1998) beschreiben eine Eigenbau-CE, mit der es moglich ist, unter
mikroskopischer Kontrolle manuell Proben im nl-Bereich auf die Kapillare aufzugeben (Abb. 5).
Hierzu ist die EinlaBseite der Trennkapillare beweglich; dadurch kann sie entweder zur
Probenaufnahme unter das Mikroskop oder zum Anlegen von Spannung in ein Gefdll mit HGE
und einer Elektrode gefiihrt werden (Abb. 5A-B). In den nl-Tropfen werden die Zellproben (pl-
Bereich) verdiinnt, wodurch die Verdiinnung um den Faktor 1000 verringert wird. Sie werden
unter Ol gelagert, um Verdunstungseffekte zu verhindern (Abb. 5A, 5C).

Um dieser Technik folgen zu konnen, wurde die P/ACE 5510 Kapillarelektrophorese so
umgebaut, dal Proben mittels Vakuum auf die Kapillare aufgegeben werden konnten. Hierzu
wurden jeweils die letzten 15 cm der Ein- bzw. AuslaBseite der Kapillare freibeweglich gestaltet
und auf der AuslaBseite ein selbstgebautes Puffergefil verwendet, welches iiber einen
Dreiwegehahn sowohl mit einer Vakuumpumpe als auch einer 10 ml Spritze verbunden war und
in das die Kathode verlingert wurde (Abb. 5C-D). Die EinlaBseite war freibeweglich, um die
Kapillare zwischen den Proben unter Ol/Binokular und Puffergefil bewegen zu kdnnen. Die
Kapillare konnte hierbei nicht temperiert werden, da sie sich circa zur Hilfte auBerhalb der
temperierbaren Kartusche befand. Die Gesamtlinge der Kapillare betrug 70 cm, die eftektive
Liange 55 cm, bei einem Innendurchmesser von 50 pm. Nach jedem Lauf wurde per
Vakuumpumpe fiir I min durch die Kapillare Ethanol gesaugt, anschlieend fiir 2 min HGE. Die
Probenaufgabe erfolgte per Hand mittels Ansaugen durch die Spritze. Als Separationsspannung

wurden 15 kV fiir 60 min angelegt.
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ADbb. 5. Schemata und Photos der umgebauten CE. A: Schema der Probennahme. Mit einer Glaskapillare
werden Zellinhalte entnommen und in 5 nl Wassertropfen unter Ol in einer Petrischale abgelegt (nach
Bazzanella et al. 1998, verdndert). B: Die im Wassertropfen verdiinnte Probe wird iiber Vakuum an der
EinlaBseite der Trennkapillare eingesaugt (nach Bazzanella et al. 1998, verdndert). C: Umgebaute P/ACE
5510-CE. Die bewegliche EinlaBseite kann entweder in einen Mikromanipulator (2) eingespannt werden, um
die Probe aufzunehmen oder in ein Puffergefd3 (9) gefiihrt werden, um die Trennung der eingesaugten Probe
zu ermdglichen. D: Detailansicht von C. Dieses auslaB3seitige Puffergefdl beherbergt die Trennkapillare (4),
eine verlangerte Elektrode (6) und einen Schlauchanschlul mit Dreiwegehahn (7), der sowohl die
Probenaufgabe iiber eine 10 ml Spritze als auch das Anlegen eines Vakuums zum Spiilen der Kapillare
ermoglicht.

1: Mikroskop/Binokkular, 2: Mikromanipulator, 3: Glaskapillare zur Probennahme, 4: Trennkapillare der
CE, 5: CE/Detektor, 6 Elektrode, 7: Dreiwegehahn, 8 HGE-haltiges Puffergefa3, 9: EinlaB-seitiges Puffer-
gefal.

2.2.6.3.4 Nachweis von Zuckern nach APTS-Derivatisierung (nach Guttman 1997)

Da Zucker nach Anregung bei 488 nm nicht iiber native Fluoreszenz verfiigen, ist eine
Derivatisierung mit einem geeigneten Reagenz notwendig. Es wurde 0,2 M 8-Aminopyren-1,3,6-
trisulfonat (APTS, Molecular Probes) in 25 %iger Zitronensdure verwendet: Die Zucker wurden
mit 4 pmol APTS in Gegenwart von 2 pmol Natriumcyanaborohydrid (in Tetrahydrofuran,
Sigma) in 60 min bei 75°C durch reduktive Aminierung derivatisiert (Abb. 6).
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Abb. 6. Reduktive Aminierung eines Zuckers (1) durch APTS (2). Es entsteht
ein Zucker-APTS-Addukt (nach Guttman 1997, verandert).
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Als HGE diente 200 mM Borat (pH 10,2). Es wurde eine 25 um (Innendurchmesser) Kapillare
mit einer Linge von 40 cm (effektiv 30 cm) benutzt. Die verwendete Methode setzte sich wie

folgt zusammen:

Spiil-, Probenaufgabe- und Separationsbedingungen

Spiilschritt 1 0,1 NNaOH |1 min 20 psi
Spiilschritt 2 H,O0u;dest 1 min 20 psi
Spiilschritt 3 HGE 2 min 20 psi
Probenaufgabe 10s 0,5 psi
Separation 45 min 30 kV

2.2.6.4 Nachweis von Aminosduren nach FITC-Derivatisierung (nach Arlt et al.

2001)
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Abb. 7. Derivatisierungsreaktion einer Aminoséure mit FITC unter Ausbildung
eines Thiohydantoins (nach Lau et al. 1998). 1: FITC, 2: Aminosdure, 3: mit
FITC derivatisierte Aminoséaure.

Nur wenige Aminosduren zeigen nach Anregung native Fluoreszenz. Daher war eine
Derivatisierung notwendig. Diese erfolgte mittels Zugabe des gleichen Volumens 2,1 uM
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) zur Probe und Inkubation fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur im
Dunkeln wie in Arlt et al. (2001) beschrieben. FITC reagiert mit primdren Aminogruppen nicht
nur von Aminosduren (Abb. 7), sondern auch von Peptiden, Proteinen, oder Katecholaminen und
bildet dabei Thiohydantoine (Blau und Halket 1997). Als HGE wurde ein Puffer bestehend aus
100 mM Borat und 20 mM SDS bei pH 9,3 verwendet. Die Kapillare hatte eine Linge von 53 cm
(effektiv 43 cm) bei einem inneren Durchmesser von 50 um. Nachstehende Methode wurde fiir

die Trennung verwendet:

Spiil-, Probenaufgabe- und Separationsbedingungen

Spiilschritt 1 0,1 NNaOH |3 min 20 psi
Spiilschritt 2 H,Op;dest 2 min 20 psi
Spiilschritt 3 HGE 2 min 20 psi
Probenaufgabe 10s 0,5 psi
Separation 30 min 20 kV
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2.2.7 Proteinmethoden
2.2.7.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Proteine aus Gewebebereichen, die mit dem Mikromeilel gewonnen wurden, bzw. aus
Blattscheiben wurden durch Inkubation in SDS-Probenpufter (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM
EDTA, 2,5 % (w/v) SDS, 5 % (w/v) Mercaptoethanol, 15 % (v/v) Glycerol und 0,01 % (w/v)
Bromophenolblau) extrahiert und fiir 5 min bei 70°C denaturiert. Die Trennung der Proteine
erfolgte in einem 1 mm dicken Minigel. Trenngel (12 %) und Sammelgel (4 %) wurden aus einer
30 %igen Acrylamid/Bis-Losung (BioRad) nach Herstellerangaben gegossen. Die Trennung
erfolgte in einem Gelelektrophoresesystem Mini Protean 3 (BioRad) bei 100 V. Als
Kammerpuffer diente 50 mM Tris-HCl, 380 mM Glycin, 0,1 (w/v) % SDS bei pH 8,6. Es wurden
zwei unterschiedliche Fiarbungen verwendet: Die Gele wurden nach Herstellerangaben mit
kolloidalem Coomassie-Blau (Novex) gefarbt und {iber Nacht in Wasser entfirbt oder nach

Herstellerangaben mit einer Silberfiarbung (BioRad) gefarbt.

2.2.7.2 Proteinsequenzierung mittels O-TOF-Massenspektrometrie

Aus den Coomassie-Blau-gefarbten Gelen wurden die zu sequenzierenden Banden ausgeschnitten.
Diese wurden in silikonisierte Reaktionsgefa3e tiberfiihrt und fiir zweimal 1 Stunde in 40 % (v/v)
Acetonitril und 60 % (v/v) 50 mM NH,4HCOj; entfarbt. Die entfarbten Gelstiicke wurden fiir 5 min
in 100 % Acetonitril entwéssert. Auf Eis wurden 20 pl Trypsin (0,1 pg/ul in 50 mM NH4HCOs)
hinzugegeben und nach 10 min weitere 30 ul 50 mM NH4HCO;. Bis zum nichsten Morgen wurde
der Ansatz bei 37°C inkubiert. Dann wurde der Puffer abpipettiert und die Peptide wurden aus
dem Gel durch 20 miniitige Inkubation mit 15 pl 5 %(v/v) Trifluoressigsdure (TFA) und
dreimaliger 20 miniitiger Inkubation mit 5 % TFA in 50 % Acetonitril extrahiert. Die Uberstinde
wurden vereinigt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 10 pl 0,1 % TFA geldst. Die
Proben wurden mit Zip Tips (Millipore) entsalzt und aufkonzentriert und in 5 pl eines Gemisches
aus 50 % (v/v) Acetonitril und 0,1 % Essigsdure eluiert.

1 pul jedes tryptischen Verdaus wurde mittels eines Quadrupol-Flugzeit-Hybrid-
Massenspektrometers (Q-TOF, Micromass), ausgeriistet mit einer Z-Spriihquelle, analysiert. Das
Gerit wurde extern mit dem Fragmentspektrum vom doppelt geladenen 1571,68 Da-Ion (785,84
m/z) des Fibrinopeptids B kalibriert. Die Proben wurden unter zu Hilfenahme von Gold-
beschichteten  Borosilikat-Glaskapillaren (Micromass) iiber Nano-Elektrosprayionisation
aufgegeben. Die Kapillaren- bzw. Conspannung lagen bei 800 V bzw. 50 V. Die
Kollisionsspannung wurde zwischen 15 und 35 V variiert. Die erhaltenen Daten wurden iiber den
MaxEnt3-Algorithmus und die Biolynx Software (Micromass) ausgewertet. Datenbanksuchen und
Alignments wurden mit im Internet frei verfligbaren Programmen vorgenommen
(http://xylian.igh.cnrs.fr/bin/fasta-guess.cgi, http://www.genome.ad.jp/kegg/ kegg3.html,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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3 ERGEBNISSE
3.1 Transkriptuntersuchungen

3.1.1 Versuchskonzeption

Viele pflanzliche Prozesse sind auf bestimmte Regionen, hidufig auf bestimmte Zelltypen
beschriankt. Dies wird nicht zuletzt an der Spezialisierung von Zellen in z.B. Schliel3-
/Epidermiszellen, Palisaden-/Schwammparenchymzellen oder Geleitzellen/Siebelemente deutlich.
Um die hierbei zugrundeliegenden Genaktivitidten den Zellen und ihren spezifischen Prozessen
zuordnen zu konnen, ist es notwendig, eine Zelltyp-spezifische Auflosung zu erreichen.

Durch Probenentnahme mittels Glaskapillaren ist es mdglich, aus einzelnen Zellen Zellsaft zu
entnehmen (Malone et al. 1989, Kehr et al. 1998, Brandt et al. 1999), wobei die mRNA-Menge
pro Zelle geringer als 700 fg ist (Dresselhaus et al. 1994).

Im folgenden sind Versuche beschrieben, um Transkripte in Einzelzellproben zu untersuchen.
Hierzu wurden vorhandene Methoden optimiert beziechungsweise Analysemethoden entwickelt,

um sie anschlieBend auf die Zellproben anwenden zu kdnnen.

3.1.2 Dotblothybridisierung mit Einzelzellproben

Es wurden mittels Glaskapillaren bis zu 50 Mesophyll- bzw. bis zu 140 Epidermiszellinhalte in 1
ul Wasser vereinigt und nach Denaturieren direkt auf Membranen aufgetragen. Wasserproben des
gleichen Volumens wurden als Negativkontrollen aufgetragen. Als Positivkontrollen wurden
genomische DNA sowie cDNA verwendet. Um die Effizienz der Hybridisierung abschétzen zu
konnen, wurde zusétzlich eine Gesamt-mRNA-Verdiinnungsreihe auf die Membran aufgebracht.

Die Membranen wurden mit radioaktiven Sonden fiir ein Chlorophyll bindendes Protein (Acc.
No. X64460) bzw. fiir die kleine Untereinheit von Rubisco (Acc. No. X14564) hybridisiert (Abb.
8). Es konnten keine Signale fiir die vereinigten Zellinhalte detektiert werden. Die ebenfalls mit

aufgetragenen Positivkontrollen ergaben klare Signale bis zu einer Menge von 150 pg Gesamt-

Abb. 8. Dotblot mit verschiedenen (Zell-)
Proben. Der Blot wurde mit einer Sonde gegen
die  kleine  Untereinheit von  Rubisco

1 2 3 4 5 hybridisiert. Keinerlei Signale konnten in den
Zellproben detektiert werden. 1A/5D: 1,5 pg

A . . o . Gesamt-RNA, 1B/5C: Gesamt-cDNA, 1C/5B:
genomische DNA, 1D/5A: H,O; 2A: 15 ng

B o . . Gesamt-mRNA, 2B: 1,5 ng Gesamt-mRNA,

2C: 150 pg Gesamt-mRNA, 2D: 15 pg Gesamt-
mRNA; 3A: 1,5 pg Gesamt-RNA Tag, 3B: 50

C : * vereinigte Epidermiszellinhalte Tag, 3C: 30
vereinigte Mesophyllzellinhalte Tag, 3D: leer;
D e 4A: Gesamt-RNA Nacht, 4B: 50 vereinigte

Epidermiszellinhalte Nacht, 4C: 30 vereinigte
Mesophyllzellinhalte Nacht, 4D: leer.
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mRNA (Abb. 8). Daraus folgt, dal die Hybridisierung funktioniert hat, aber in den Zellinhalten zu
wenig RNA (und genomische DNA) enthalten war, um eine Schwirzung des Films zu bewirken.

Die aufgetragene genomische DNA sollte dazu dienen, um nach Hybridisierung mit einer nicht
transkribierten, genomischen Sequenz abschitzen zu kdnnen, ob in den Zellinhalten genomische
DNA enthalten ist. Dies wiirde zu falschen Aussagen bei der Hybridisierung mit einer Sonde

fithren, die kodierende Sequenzen enthilt.

3.1.3 Amplifizierungsstrategien

Wie unter 3.1.2 gezeigt, reicht die vorhandene RNA-Menge auch in vielen vereinigten Zellproben
nicht zum Nachweis durch Hybridisierung aus. Im Folgenden sind Experimente dargestellt, in

denen versucht wurde, die RNA-Menge so zu erhohen, daf sie anschlieBend nachweisbar war.

3.1.3.1 Gen-spezifische reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion

Verschiedene Transkripte wurden tiber RT-PCR aus mittels Glaskapillaren erhaltenen
Einzelzellproben amplifiziert und {iber Gelelektrophorese die Produkte getrennt. Sie konnten
direkt mit Ethidiumbromidfiarbung oder nach Blotten und Antikdrpernachweis des in die DNA
eingebauten DIG nachgewiesen werden. So konnten Ergebnisse aus Vorarbeiten an
Blattmesophyllproben aus Kartoftel (Phosphoglyceratmutase, Acc. No. AF047842) und sowohl
an Blattepidermis als auch -mesophyll von Gurke (cytosolische Ascorbatperoxidase, Acc. No.
D88649 bzw. kleine Untereinheit von Rubisco (Acc. No. M16056) reproduziert werden (Brandt et
al. 1999).

Um die Anwendbarkeit dieses Protokolls auch fiir schwach exprimierte Gene zu testen, wurde
versucht, Transkripte des Kartoffelgens Knollen L-Typ Starkephosphorylase (Acc. No. X52385)
in Blattmesophyllproben aus Kartoffel nachzuweisen. Dieses Gen ist als wenig exprimiert in
Blattern beschrieben (Sonnewald et al. 1995). Klare Signale in Mesophyllzellproben konnten in
Mesophyllzellproben erhalten werden (Brandt et al. 1999).

Als nichstes wurde die Ubertragbarkeit der Methode auf A. thaliana-Proben getestet. Hierzu

wurden ein Epidermis-spezifisches, ein Mesophyll-spezifisches sowie ein konstitutiv exprimiertes

Gen ausgewdhlt: Die Transkripte der fiir das
Lipidtransferierende Protein (LTP, Acc. No.
M80567), die kleine Untereinheit von Rubisco Actin
und Actin 2 (Acc. No. U41998) kodierenden LTP
Gene konnten im erwarteten Expressions-
muster detektiert werden (Abb. 9).

Als  Kontrollreaktionen wurden immer | Abb. 9. RT-PCR mit verschiedenen Primer-

. . Zellproben-Kombinationen. LTP-Transkripte konn-
Negativkontrollen mit Wasser anstelle von | ten nur in Epidermiszellproben, die von Actin in

EM EM EM

Rubisco

beiden Zellproben und die von Rubisco nur in
Mesophyllzellproben detektiert werden.
Transkription —mitgefiihrt. Durch letztere | E: 5 vereinigte Epidermiszellinhalte, M: 5 vereinigte
Mesophyllzellinhalte

Zellinhalt und Zellinhalte ohne reverse

Reaktion kann eine genomische
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Verunreinigung von Signalen unterschieden werden, die auf mRNA zuriickgehen. Es wurden in
weniger als 10 % der Zellproben genomische Verunreinigungen gefunden (Brandt et al. 1999).
Zellkerne waren daher entweder nicht in den Proben enthalten bzw. ihre DNA war der PCR nicht
zugénglich (Lambolez et al. 1995).

3.1.3.2 Unspezifische Amplifikation von Nukleinsduren

Bei den meisten eukaryontischen mRNA-Molekiilen ist eine Poly(dA) Region am 3’-Ende
vorhanden (Voet et al. 1999). Diese macht man sich fiir die reverse Transkription zu nutze, indem
man einen Oligo (dT)-Primer verwendet, den man auch fiir spitere PCR-Zyklen benutzen kann.
Die Schwierigkeit der unspezifischen (globalen) Amplifikation besteht in der unbekannten
Sequenz am 5°-Ende der mRNA. Es fehlt die Sequenzinformation fiir einen zweiten Primer, so

daB eine globale PCR zunéchst nicht mdglich ist.

3.1.3.2.1 Synthese eines Homopolymers an das 3"-Ende des Erststranges

Beim Tailing werden an das 3’-Ende des Erststranges mehrere (10 bis 25) gleiche Nukleotide
ansynthetisiert. So entsteht an diesem Ende ein bekannter, homomerer ,,Schwanz* (Tail), dessen
komplementire Sequenz als Primer verwendet werden kann. In Vorversuchen wurde dCTP als

das geeignetste Nukleotid fiir das Enzym terminale Desoxynukleotidyltransferase ermittelt. Seine

Tab. 2. Primerschema fiir verschiedene PCR-Reaktionen.
Es wurden Gen-spezifische Primer gewahlt, die gegen die kleine Untereinheit von Rubisco gerichtet waren.

Kombination ’ Forward Primer Reverse Primer
1 Genspezifischer 5 -Primer Degenerierter Oligo (dT)- Primer
2 Degenerierter Oligo (dG)-Primer  Genspezifischer 3’ -Primer
3 Degenerierter Oligo (dG)-Primer  Degenerierter Oligo (dT)- Primer

Konzentration wurde zw. 1,5 mM und 5 uM variiert und mit 500 uM als optimal festgestellt. Als
Templates fiir die reverse Transkription vor der Tailingreaktion dienten verschiedene
Konzentrationen an isolierter Gesamt-RNA. Die eingesetzte Menge wurde zwischen 20 ng und 20
pg variiert.

Zunichst wurde an das 3’-Ende des Erststranges ein Homopolymer synthetisiert. In der sich
anschlieBenden PCR wurden verschiedene Primerkombinationen gewidhlt, um den Erfolg des
Tailings zu tiberpriifen (Tab. 2):

Kombination 1, die dem Uberpriifen des reversen Transkriptionsschritts diente, und Kombination
2, bei der der Tailingerfolg iiberpriift wurde, erbrachten beide je eine Hauptbande bei 2 ng
eingesetzter Gesamt-RNA (Abb. 10). Die Nebenbanden der Reaktion 1 rithren wahrscheinlich von
unspezifischeren Bindungsstellen des degenerierten Oligo (dT)-Primers auf dem Poly-(dA)-Ende
her. Das PCR-Produkt der Reaktion 2 fiel groBer aus, da die von dieser Primerkombination
iiberspannte Sequenz offenbar grofer war als die der Hauptbande der Primerkombination in
Reaktion 1.
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Obwohl sowohl die reverse Transkription als auch das Tailing funktioniert haben, konnte kein
PCR Produkt fiir die Kombination der beiden degenerierten Primer gefunden werden (Abb. 10).
Eine DIG-Markierung wihrend der PCR und ein anschlieBender Antikorpernachweis der
geblotteten PCR-Produkte ergaben fiir diese

Proben sehr schwache Signale. Wurde die
Ausgangsmenge weiter verringert, so konnten
fiir die Primerkombinationen 1 und 2 noch bis
zu einer Ausgangsmenge von 20 pg Gesamt-
RNA Produkte detektiert werden. Fiir die

Kombination der beiden degenerierten Primer

Abb. 10. PCR nach Tailing. Eine Oligo (dC)-
Sequenz wurde an die 3'-Enden der Erststringe
keine Produkte mehr nachgewiesen werden. synthetisiert. In Reaktionen mit einem Gen-

. ) spezifischen und einem Homomerprimer (1 und 2)
Offenbar kann terminale Transferase nur mit | wurden Produkte erhalten, in Reaktionen mit zwei

konnten bei Verringerung der Ausgangsmenge

Homomerprimern (3) konnten keine detektiert
werden.

mengen arbeiten; zudem war der Einsatz von 2 | M: GréBenmarker, 1-3: vgl. Tab. 2, NK:
Negativkontrolle (beide Primer gensspezifisch,
Wasser statt cDNA)

relativ  grolen pflanzlichen Nukleinsédure-

degenerierten Homomerprimern in der PCR

offensichtlich nicht effizient.

3.1.3.2.2 Ligation von Adaptern an das unbekannte Ende doppelstrangiger DNA

Uber die Ligation eines doppelstringigen Primers an die unbekannte Seite einer ebenfalls
doppelstringigen DNA kann eine spezifische Sequenz eingefiihrt werden, die neben der Poly
(dT/dA)-Sequenz am anderen Ende als Primer in einer globalen PCR dienen kann.

In Vorversuchen wurden je 10 ng eines PCR-Produktes der Phosphoglyceratmutase aus Kartoffel
als Vorlagen verwendet. Es wurde ein doppelstrangiger Primer ligiert, der auf einer 5’-Seite einen
zwei Nukleotide langen Uberhang besitzt. Dies ermdglichte eine gerichtete Ligation. Nach der
Ligation wurde ein Teil oder der ganze Ansatz als Vorlage fiir die PCR genommen. Es konnten
keine Produkte nachgewiesen werden. Da schon diese Vorversuche nicht den gewliinschten Erfolg

brachten, wurde von weiterer Optimierung abgesehen.

3.1.3.2.3 Smart Kit (Clontech)

Diese Methode beruht auf der Synthese mehrerer dCTP-Nukleotide an das 3'-Ende des
entstehenden Erststranges. Bei gleichzeitiger Zugabe eines Primers, der mehrere dGTP-Reste am
eigenen 3 -Ende besitzt, kann die Transkriptase die Matritze wechseln (mMRNA gegen Primer) und
synthetisiert an alle Erststringe gleichartige 3'-Enden. Die hierzu komplementire Sequenz und
das Poly-(dT)-Ende dienen als Primer fiir eine globale PCR. Laut Herstellerangaben (Clontech,
Produktinformation) soll dieses Kit fiir die Amplifikation von Gesamt-RNA-Mengen von bis zu
50 ng besonders geeignet sein. Mit den so amplifizierten Volldngen-cDNA-Molekiilen konnten
cDNA-Bibliotheken angelegt werden.
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Zunichst wurde eine Amplifikation mit abgestufter Templatekonzentration (20 ng- 20 pg Gesamt-
RNA) durchgefiihrt. Es wurden Produkte bis zu einer Ausgangsmenge von 2 ng A. thaliana-
Gesamt-RNA gefunden. In bis zu 50 % der Negativkontrollen waren ebenfalls Produkte
vorhanden. Die Ursache hierfiir bleibt unklar, da bei den angewendeten MafBnahmen zum Schutz
vor Kontaminationen (vgl. Kap. 2.2.4.3.1) in spezifischen PCR-Reaktionen in hdochstens 5 % der
Negativkontrollen Signale auftraten. Dies spricht gegen Kreuzkontaminationen.

Um zu iiberpriifen, ob die Strategie auch mit biologischen Proben arbeitet, wurden Zellinhalte von

10 und 100 Zellen der adaxialen Epidermis
von A. thaliana-Hochbléttern verwendet. Nach
Amplifizierung und Gelelektrophorese waren
keine Signale detektierbar (Abb. 11). Auch 50 —
eine DIG-Markierung wahrend der PCR und 11 —

anschlieBender  Antikorpernachweis  der

Produkte nach Blotten brachte keine neuen

Resultate hervor‘ Wurden Signale in den Abb. 11. Smart-RT-PCR  mit verschiedenen
) . Vorlagen. In Reaktionen mit Zellproben als
Zellproben gefunden, waren diese auch in den Vorlagen wurden keinerlei Produkte erhalten.

Negativkontrollen vorhanden. Aufgrund dieser | M: GroBenmarker, PK: 1 pg humane Placenta-
mRNA, 1: 2 ng A. thaliana-Gesamt-RNA, 2: 100

Ergebnisse wurde auf das Anlegen einer | vereinigte Epidermiszellinhalte, 3: 10 vereinigte
cDNA-Bibliothek verzichtet. Zellinhalte, NK: Negativkontrolle.

3.1.3.2.4 Arbitrary-PCR (nach Bauer et al. 1993, verandert)

Bei dieser Art der PCR, die dem Differential Display entstammt (Liang und Pardee 1992), wird
ein degenerierter Oligo (dT)-Primer mit einem Arbitrary-Primer kombiniert, der aus einer
spezifischen Sequenz besteht, die bestimmte Kriterien erfiillen mufl (vgl. Kap. 2.2.4.3.7.8).
Werden geniigend viele verschiedene Primer benutzt, so ist die statistische Wahrscheinlichkeit
eines Bindungsereignisses hinreichend grof3, um theoretisch alle cDNA (mRNA)-Sequenzen
wenigstens einmal zu amplifizieren (Bauer et al. 1993).

In Vorversuchen mit Verdiinnungsreihen des Ausgangsmaterials (von 20 ng- 20 pg Gesamt-RNA)
konnte gezeigt werden, dafl die Arbitrary-Primer mit Ausgangsmengen von weniger als 100 pg
Gesamt-RNA noch Produkte hervorbringen. Diese waren jedoch nur nach DIG-Markierung und
Antikérpernachweis sichtbar zu machen. In Abb. 12 ist die Reproduzierbarkeit der Arbitrary-PCR
dargestellt. Dafiir wurden zwei parallele PCRs aus demselben reversen Transkriptionsansatz mit
der Primerkombination AP2/VN durchgefiihrt (Abb. 12). Aus demselben Ansatz wurden
zusitzlich noch drei weitere PCRs mit weiteren Arbitrary-Primern durchgefiihrt, um zu zeigen,
daB andere Primer unterschiedliche Bandenmuster hervorbringen (Abb. 12). Die Negativkontrolle,
die Wasser anstatt cDNA enthielt, wurde mit der Kombination AP2/VN behandelt und brachte
keinerlei Signale hervor (Abb. 12).
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Zum Ubertragen des PCR-Protokolls auf biologische Proben wurden 20 und 30 Mesophyllzellen
sowie 30 und 40 Epidermiszellen beprobt und deren Zellinhalte der Amplifikation zugefiihrt.
Nach 40 Zyklen konnten in den Mesophyllproben bereits mittels Gelelektrophorese und
Ethidiumbromidfarbung Banden sichtbar gemacht werden, fiir die Epidermisproben mufite ein

DIG-Nachweis nach Blotten durchgefiihrt werden. Hierbei ergaben sich fiir beide Ansétze so viele

Abb. 12. PCR-Reaktionen mit

verschiedenen
Arbitrary-Primern. Sie wurden mit Vorlagen aus
derselben cDNA durchgefiihrt. Dabei wurden zum
einen drei Ansdtze mit unterschiedlichen (2-4) und
zwei weitere mit demselben (5-6) Arbitrary-Primer
durchgefiihrt. Das erhaltene Bandenmuster der

verschiedenen Primer unterscheidet sich, das
desselben Primers ist in den Parallelansdtzen gleich.
Weitere Erlduterungen vgl. Text.

1: Negativkontrolle mit AP2, aber ohne cDNA, 2:
AP15, 3: AP18, 4: AP24, 5/6: AP2.

Gel

Blot

Abb. 13. Arbitrary-RT-PCR mit verschiedenen
Zellproben. 40 vereinigte Epidermis- (E) bzw. 20
vereinigte Mesophyll- (M) zellinhalte wurden mit
der Primerkombination AP2/VN amplifiziert. Die
DIG-markierten PCR-Produkte wurden gelelektro-
phoretisch getrennt (Gel) und nach Blotten auf eine
Membran  (Blot)  durch  einen  Antikorper
nachgewiesen. Wahrend auf dem Gel nur Produkte
in den Mesophyllprobe sichtbar sind, konnten durch
den Antikdrper in beiden Gewebeproben PCR-

Produkte detektiert werden.

Banden unterschiedlicher Grof3e, daf diese im Agarosegel nicht mehr sauber aufgetrennt werden
konnten und nur noch ein Schmier zu sehen war (Abb. 13). Die erhaltenen Produkte lagen im
Bereich zwischen 200 und 2000 bp. Mitgefiihrte Negativkontrollen mit Wasser anstelle von
Zellinhalten zeigten auch nach Blotten und Antikdrpernachweis keine nennenswerten Produkte
(Abb. 13).

3.1.3.2.5 Weitere Amplifizierungsstrategien

Es wurden weitere, teilweise kommerziell angebotene Methoden/Kits zur Amplifikation getestet.
Keine dieser in diesem Kapitel zusammengefaliten Methoden fithrte zum erwiinschten Erfolg.
Dennoch werden hier kurz die Strategien vorgestellt:

Das DOP-PCR Master-Kit der Firma Roche beruht auf einer PCR vermittelten Amplifikation der
Vorlagen. Hierbei wird ein degenerierter Primer verwendet, der nahe des 3’-Endes eine dNg-
Sequenz triagt, innerhalb der alle Kombinationen erlaubt sind. Sie ist benachbart von einer GC-
reichen Sequenz. Die ersten 5 Zyklen werden bei 30°C fir 90 s gefolgt von einer
Temperaturerh6hung von 3,5°C pro 15 s bis auf die Elongationstemperatur durchgefiihrt. Fiir alle
weiteren Zyklen wird eine Annealingtemperatur von 62°C angelegt. Fiir die ersten 5 Zyklen ist
die dNs-Region fiir das Binden des Primers entscheidend, bei den spéteren Zyklen die GC-reiche
Region, die in allen in den ersten 5 Zyklen synthetisierten cDNA-Molekiilen enthalten ist.

Dadurch entstehen einheitliche Enden, was eine globale Amplifikation ermdglicht. In
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Vorversuchen arbeitete dieses Kit nur mit relativ groBen Templatemengen (>100 ng Gesamt-
RNA). Es eignet sich offenbar nicht fiir die Amplifikation kleinster Nukleinsduremengen und
wurde daher nicht weiter verwendet.

Ebenso wurde ein RAP-PCR-Protokoll nach Menke und Miiller-Réber (2001) hinsichtlich seiner
Anwendbarkeit fiir sehr geringe Probenmengen getestet. Dieses Protokoll arbeitet dhnlich wie die
DOP-PCR. Im Originalprotokoll wird als Mindestausgangsmenge 100 ng Gesamt-RNA
angegeben. Wie schon mit der DOP-PCR arbeitete auch dieses Protokoll nur mit solch grof3en
Mengen, nicht aber mit in Einzelzellproben vorhandenen. Auf Optimierungsschritte wurde daher
verzichtet.

In einem weiteren Ansatz wurde versucht, mit Hilfe des TOPO-Klonierungskits (Invitrogen)
doppelstringige cDNA-Molekiile vor einer Amplifizierung in einen Vektor zu klonieren.
AnschlieBend sollte mit Primern, die gegen die flankierenden Vektorsequenzen gerichtet waren,
eine  globale PCR  durchgefiihrt werden. Dieses Kit besitzt eine  hdhere
Ligationswahrscheinlichkeit als normale Ligationen, da es sich nicht des Enzyms Ligase bedient.
Vielmehr wird eine Isomerase I, die zusdtzlich an den linearisierten Vektor gebunden ist,
verwendet. Diese Idee lieB sich nicht verwirklichen, da nach der vermeintlichen Klonierung
kleinerer Mengen (<10 ng) Phosphoglyceratmutase, die doppelstriangig aus einer PCR gewonnen
wurde, und anschlielender PCR mit den TOPO-Primern keine Produkte erhalten werden konnten.
Mit Hilfe von T4 RNA-Ligase wurde aulerdem versucht einen einzelstrangigen Adapter an den
Erststrang der cDNA zu ligieren und dessen komplementére Sequenz anschlieend als zweiten
Primer in einer PCR zu verwenden. Vorversuche mit geringen Vorlagenmengen (weniger als 2 ng

Gesamt-RNA) schlugen fehl, weshalb auch hier auf eine Optimierung verzichtet wurde.

3.1.4 Arrayhybridisierung als Durchmusterungsmethode fir unter-

schiedlich exprimierte Gene

Sowohl isolierte Gesamt-RNA einer Pflanze oder eines Organs als auch unspezifisch amplifizierte
cDNA kann gelelektrophoretisch aufgetrennt werden. Dabei konnen aber Unterschiede zwischen
Nukleinsdurepopulationen nicht identifiziert werden, da beide auf Gelen nur einen Schmier
ergeben. Selbst wenn distinkte Banden unterschieden werden konnten, bliebe deren Identitét
unklar.

Durch Hybridisierung mittels einer spezifischen Sonde kann das Vorkommen eines einzelnen
Transkripts in unterschiedlichen Proben untersucht werden. Arrayhybridisierung ist eine Technik,
die es erlaubt, multiparallele Hybridisierungen durchzufiihren. Hierbei werden viele Gene in Form
von Expressed Sequence Tags (ESTs) auf einem Trigermaterial angeordnet und fixiert. Markierte
Nukleinsduren konnen nun gegen diese Arrays hybridisiert werden. Je nachdem, in welchem
Zustand die Pflanzen zur Zeit der Ernte waren, konnen flir diesen Zustand spezifische
Expressionsmuster gefunden und mit Expressionsmustern anderer Zustéinde verglichen werden
(Schena et al. 1995, Reymond et al. 2000). Die Nukleinsduren, die als Sonden verwendet werden,

bestehen iiblicherweise aus Gesamt-RNA-Priparationen einer Pflanze oder eines Organs. In
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dieser Arbeit wurden zusitzlich unspezifisch iiber Arbitrary-PCR angereicherte cDNA-
Populationen als Sonden fiir die Hybridisierung eingesetzt. Im folgenden werden Versuche
beschrieben, in denen spezifische Gene in Gesamt-RNA-Prdparationen von Blittern und in
Gewebe-spezifischen,  unspezifisch  amplifizierten iiber

cDNA-Populationen Array-

hybridisierungen nachgewiesen werden sollten.

3.1.4.1 Vergleich der Expressionsmuster von Rosettenbléttern bei Tag und Nacht

Um Expressionsmuster von A. thaliana-Rosettenbléttern bei Tag und bei Nacht zu erstellen,
wurden am Ende der Lichtperiode (1-3 Stunden vor Ende des Lichts) bzw. am Ende der
Dunkelperiode (0-1 Stunde vor Beginn des Lichts) Blétter geerntet, die enthaltene Gesamt-RNA
isoliert und jeweils 10 pg nach radioaktiver Markierung zum Hybridisieren verwendet. Dieser
Versuch wurde dreimal durchgefiihrt. RNA wurde dabei von 6 verschiedenen Pflanzen isoliert,
die zu unterschiedlichen Zeiten in einer Wuchskammer unter gleichen Bedingungen herangezogen

wurden.

Tab. 3. Anzahl der ESTs, die bei Tag und Nacht unterschiedliche Aktivitdten im Gesamtblatt zeigen. Sie
sind nach funktionellen Kategorien aufgeschliisselt.
*25 ESTs sind homolog zu Genen, die fiir Chlorophyll bindende Proteine kodieren

Funktionelle Kategorie Spezifische Unbe- Gesamt | Spezifische Unbe- Gesamt
Funktion kannt Funktion kannt
Rosettenblatt Nacht Rosettenblatt Tag
7 22 29 54 34 88
Primérer Metabolismus 1 2
Membranproteine/ / 2
Transporter
Proteinmetabolismus / 4
Regulation/Translation 2 2
Primire Biosynthese / 1
Photosynthese 1 34%
DNA-Synthese/ / /
Chromosomenstruktur
Redoxstatus 1 1
Sekundirer Metabolismus / 2
Hormone/Signaltransduktion / 1
Stref3 1 2
Zellwand / /
Detoxifikation / 2
Weitere 1 1

ESTs, die in mindestens zwei von drei Durchfiihrungen Werte liber dem doppelten lokalen
Hintergrund zeigten, wurden in die Auswertung einbezogen. Da fiir einen aussagekréftigen t-Test
mehr als drei Replika pro Erntezeitpunkt notig gewesen wiren, wurde dieser nicht durchgefiihrt.
Die erhaltenen Werte geben daher Trends wieder und sind nicht zwangslaufig signifikant.

Tab. 3 zeigt eine Ubersicht iiber die Anzahl und funktionellen Kategorien derjenigen Gene, die
bei Nacht bzw. Tag stirker exprimiert waren. Als préferentiell Nacht-exprimiert wurden solche

Gene angesehen, die in den Dunkelexperimenten eine zweifach hohere durchschnittliche Aktivitét
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zeigten als in den Lichtexperimenten. Umgekehrt wurden als Tag-aktiv solche Gene
angenommen, deren durchschnittliche Expression im Licht zweifach erhoht war.

Als Nacht-exprimierte ESTs wurden insgesamt 29 gefunden, von denen 22 keiner Funktion
zuzuordnen waren (Tab. 3, vgl. Anhang 1). Interessant ist die stdrkere Expression des
Transkriptionsfaktors L2. Hingegen diirfte der EST, der homolog zu dem Gen fiir das
Photosystem I Reaktionszentrum ist und eine Nachtaktivitit nahelegt, ein falsch positives Signal
darstellen. Dieses Gen wird von mehreren ESTs abgedeckt und die iibrigen ESTs zeigen entweder
keine spezifische oder eine Tagexpression.

Umgekehrt zeigten 88 ESTs eine hohere Aktivitit am Tage (Tab. 3), die beispielsweise homolog
zu an der Photosynthese beteiligten Genen sind (unter anderen verschiedene Chlorophyll
bindende Proteine, Photosysteme I und II oder Carboanhydrase, vgl. Anhang 1). Rubisco zeigte
Genaktivititen, die nicht auf eine eindeutig hohere Expression zum Zeitpunkt der
Tagprobennahme hindeuteten. Dies ist nicht ungewohnlich, konnte doch schon gezeigt werden,
daB mRNA fiir Rubisco (kleine Untereinheit) zwar in den frithen Morgenstunden ein
Akkumulationsmaximum besitzt, aber auch nachts auf einem relativ hohen Niveau vorhanden ist
(Giuliano et al. 1988, Pilgrim und McClung 1993). Weitere Tag-aktive Gene kodierten fiir
Katalase 3, Phenylalaninammoniumlyase und Transcinnamat-4-Hydroxylase. Letztere beiden sind
im Sekundirstoffwechsel an der Synthese von Flavonoiden beteiligt (vgl. Anhang 1).

Fiir die Gruppe der vermutlich konstitutiv exprimierten Gene, die zu jedem Zeitpunkt und in
jedem Gewebe gleich stark aktiv sein sollten, konnten ESTs mit Homologie zu (3-Tubulin, Actin
2, Cyclophilin und einem Elongationsfaktor 1o gefunden werden (vgl. Anhang 1). Der Quotient
der Aktivitétenyachytag lag fiir alle diese ESTs nahe 1.

3.1.4.2 Vorversuche fur Arrayhybridisierungen mit Produkten der Arbitrary-PCR

In einem Vorversuch sollte getestet werden, ob die Teilsequenzen einer Vollingenvorlage, die
wihrend der Arbitrary-PCR entstehen, ausreichen, um Hybridisierungssignale auf Arrayfiltern zu
erhalten. Hierzu wurden 10 ng Gesamt-RNA von A. thaliana einer RT-PCR unterzogen,
radioaktiv markiert und anschlieBend gegen Filter hybridisiert, die ca. 1.400 ESTs der MSU-
Kollektion trugen. Es wurden circa 200 Signale erhalten. Diese wurden nicht ausgewertet, da es
sich lediglich um einen Vorversuch handelte.

Des weiteren sollte getestet werden, ob vereinigte Zellproben als Vorlage ausreichen, um nach
Amplifikation ebenfalls ausreichende Hybridisierungssignale hervorzubringen. Fiir diesen Test
wurden rund 30 Mesophyllzellproben eines A. thaliana-Hochblattes vereinigt. Nach RT-PCR und
radioaktiver Markierung wurden sowohl die PCR-Produkte der Mesophyllzellen als auch der
Ansatz der Negativkontrolle (Wasser statt Template) gegen 2 Arrayfilter hybridisiert, die rund
16.000 ESTs der MSU-Kollektion enthielten. Auf dem Filter, der mit der Mesophyllprobe
hybridisiert wurde, ergaben sich circa 2000 Signale. Der mit der Negativkontrollreaktion

hybridisierte Filter hingegen brachte weniger als 50 Signale hervor. Da es sich auch bei diesen
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Experimenten um Vorversuche handelte, wurden die Hybridisierungssignale nicht weiter
ausgewertet. Bei den wenigen Negativsignalen handelt es sich wahrscheinlich um Artefakte aus

der PCR-Reaktion und um unspezifische Hybridisierungen.

Um gleich starke Signale auf Arrayfiltern zu

erhalten, sollte die Menge an eingesetzter RNA 1 < 1 41 1\ Q//\’ 1
NSO AN

fiir die Sonden abgeglichen werden. Dies ist

fir unamplifizierte Einzelzellproben nicht = m Actin

mittels  photometrischer ~ Konzentrations-

bestimmungen moglich, da der | Abb. 14. RT-PCR mit Primern gegen Actin 2 und
L ) ) . verschieden vielen Zellproben aus Epidermis und
Nukleinsduregehalt zu  gering ist. Ein | Mesophyll. Dreimal mehr Epidermiszellinhalte
miissen vereinigt werden, um ein dhnlich starkes
Signal wie von den Mesophyllzellinhalten zu
aber Zellen der beiden Gewebe enthalten | erhalten.

EZ: Epidermiszellinhalte

MZ: Mesophyllzellinhalte

Abgleichen der Volumina ist zwar mdglich,

unterschiedlich groBe Zytoplasmaanteile (vgl.

Kap. 1.2.3). Um dennoch zu untersuchen, ob
Einzelzellproben aus Epidermis und Mesophyll in etwa vergleichbare Mengen mRNA enthalten,
wurde mit Gewebe-spezifischen Proben RT-PCR durchgefiihrt. Als Primer dienten solche, die ein
720 bp groBBes Fragment des Actin 2 Transkripts einschlieBen. Actin 2 wird als konstitutiv
exprimiert angenommen und sollte daher in allen Zelltypen ungefihr gleich stark exprimiert sein
(An et al. 1996, McDowell et al. 1996). Zunichst wurden jeweils 5 Epidermis- und 5
Mesophyllzellinhalte vereinigt und einer RT-PCR unterzogen. Abb. 14 zeigt das Ergebnis: Fiir die
Mesophyllproben konnten deutliche Signale, fiir die Epidermisproben nur sehr schwache Signale
detektiert werden. Wird die Anzahl der Epidermiszellinhalte verdreifacht, so erhilt man &hnliche
Signalstdarken fiir dieses konstitutiv exprimierte Gen in beiden Zelltypen. Dies ist eine erste
Néherung, in welchem Verhiltnis Epidermis- und Mesophyllzellproben einzusetzen sind, um etwa

vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.

3.1.4.3 Genexpressionsvergleich zwischen Epidermis und Mesophyll

Die Vorversuche zeigten, dal es moglich ist,

amplifizierte Nukleinsduren aus vereinigten
Gewebe-spezifischen ~ Zellproben  gegen
Arrayfilter zu hybridisieren. Diese Technik
sollte nun angewendet werden, um

Unterschiede im Expressionsmuster zwischen

adaxialer Epidermis und Mesophyll von A.

Abb. 15. Arrayfilterausschnitt mit zwei stark | thaliana-Rosettenbldttern zu identifizieren.
vergroBerten 4°-Quadraten. E=Filter mit Epidermis-
spezifischer Probe hybridisiert, M=Filter mit
Mesophyll-spezifischer Probe hybridisiert. Dieses | bzw. 15-25 Mesophyllzellproben vereinigt.
einfache Beispiel zeigt, dall es Gewebe-spezifische
Unterschiede im Expressionsmuster gibt (vgl. Abb.

4 kombination AP2/VN konnten Produkte nach

Hierzu wurden jeweils ca. 25-50 Epidermis-

Nach  Amplifikation mit der Primer-
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Gelelektrophorese bzw. Blot nachgewiesen werden. Diese reprasentieren etwa 11 % der mRNA-
Population der Ausgangszellen (Bauer et al. 1993). Die Produkte wurden radioaktiv markiert,
wobei Einbauraten von bis zu 90 % der eingesetzten Gesamtaktivitdt erzielt werden konnten. Die
so hergestellten Sonden wurden gegen Filter hybridisiert (Abb. 15).

Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu iiberpriifen, wurden diese beiden Hybridisierungen
insgesamt dreimal mit unabhéngigen Proben durchgefiihrt. Dazu sind von drei verschiedenen
Pflanzen an drei verschiedenen Tagen Proben genommen und amplifiziert worden. Fiir die
Hybridisierungen wurden insgesamt vier Filter aus zwei verschiedenen Chargen benutzt, die
zwischen den einzelnen Durchfithrungen permutiert wurden. Dadurch sollten Filter-spezifische
Unterschiede ausgeschlossen werden.

Zur Auswertung der aus der Datenbank zuriickerhaltenen Daten war es notwenig, einige

Schwellenwerte einzufiihren. Diese werden im folgenden kurz besprochen:

1.) Alle Signalintensitédten, die kleiner als der zweifache lokale Hintergrund waren, wurden
nidherungsweise durch den Wert 0,1 ersetzt. Alternativen hierzu wiren das Loschen dieser
Werte, was jedoch zu einem Verlust an Daten fiihren wiirde, oder das Ersetzen eines
solchen Wertes durch den Durchschnitt der beiden verbleibenden Werte. Von beiden
Moglichkeiten wurde kein Gebrauch gemacht

2.) Von den normalisierten Signalstirken eines ESTs wurde der Quotient aus
Aktivititgpidermis/ AKtivitityesopnyt  berechnet. Dies fithrt zu einem gut iiberschaubaren
Schema, welches zusétzlich groBe Gesamtsignalunterschiede zwischen verschiedenen
Hybridisierungen normalisiert.

3.) Alle Quotienten, die genau 1 ergaben, wurden geldscht, da hier in beiden Zustidnden kein
Signal iiber dem doppelten lokalen Hintergrund erzielt werden konnte (beide Werte 0,1).

4) Nur solche ESTs wurden weiter betrachtet, die in mindestens zwei von drei
Durchfithrungen Quotienten ergaben, die sich um nicht mehr als das vierfache ihres
Wertes unterschieden.

5.) Ein flinffacher Unterschied in der Signalstirke eines ESTs in zwei Zustinden deutet auf
unterschiedliche Expression hin. ESTs, die in mindestens zwei von drei Durchfiihrungen
unter den genannten Voraussetzungen Quotienten aufwiesen, die unterhalb von 0,2 lagen,
wurden als préiferentiell Mesophyll-exprimiert angesehen. Dieser Schwellenwert wurde
eingefiihrt (ebenso wie Bedingung 6), um differentielle Genexpression in Zahlen
ausdriicken zu kdnnen.

6.) Umgekehrt wurden ESTs mit Quotienten groBer 5 in mindestens zwei von drei

Durchfithrungen als préferentiell Epidermis-exprimiert angesehen (vgl. Bedingung 5).

In den verschiedenen Durchfiihrungen konnten circa 2000 ESTs nach den Bedingungen 1-3
angesprochen werden. Als Schnittmenge aus den drei Durchfiihrungen ergab sich nach Bedingung
4 eine Anzahl von 680 ESTs.
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0,901 1000

Quotient 2

Quotient 1

Abb. 16. Scatterplot der Quotienten AKtiVitdtgyigermismesophyll j€ ZWeier unabhangiger Hybridisierungen mit
Epidermis- bzw. Mesophyll-spezifischen Proben. Als rote Linien sind die Schwellenwerte 0,2 und 5
eingezeichnet (vgl. Text). Einige ausgewdhlte ESTs sind mit Pfeilen gekennzeichnet: 1: Vorldufer der
chloroplastiddren Carboanhydrase, 2: pflanzliche Ascorbatperoxidase, 3: MRP-dhnlicher ABC Transporter,
4: Vorlaufer der a-Untereinheit eines Rubisco bindenden Proteins, 5: Vorldufer einer Chloroplastenhiillen
Ca’"-ATPase, 6: Katalase, 7: chloroplastiddre Fruktosebisphosphataldolase, 8: p-Tubulin, 9:
Aminocyclopropan-carboxylatoxidase, 10: dhnlich zu einem pflanzlichen G-Box bindenden Protein.

Abb. 16 zeigt einen Scatterplot, indem die Quotienten zweier unabhéngiger Hybridisierungspaare
aufgetragen sind. Die Steigung der Ausgleichsgeraden war nahe 1. Das Bestimmtheitsmal} lag bei
0,7634. Auffallend war besonders die Wertewolke um den Nullpunkt herum. Hier lagen die
meisten Werte. Die entsprechenden Gene sind nach Bedingung 5 und 6 annédhernd als gleich stark
exprimiert in beiden Geweben anzusehen. Jeweils an den Enden der Gerade liegen die
Extremwerte. Die hohen spiegeln die préferentiell Epidermis-exprimierten Gene wieder, die
niedrigen die préiferentiell Mesophyll-exprimierten. Trotz des relativ  niedrigen
Bestimmtheitsmalles ist eine lineare Abhingigkeit der Wertepaare voneinander sichtbar, was sich
in der Steigung m~1 der Ausgleichsgeraden widerspiegelt. Ursache der relativ hohen Varianz ist
vermutlich die PCR, die die Vorlagen nicht exakt quantitativ vermehrt. Dadurch konnen kleinere
Unterschiede auch bei gleich exprimierten Genen entstehen, weshalb die Schwellenwerte mit 0,2
beziehungsweise 5 hoher angelegt als in Experimenten ohne Amplifikation (vgl. Kap. 3.1.4.1).

Von den 680 in Abb. 16 dargestellten Werten waren 560 nicht unterschiedlich exprimiert und
lagen in der Wolke um den Nullpunkt herum. 98 ESTs allerdings hatten Quotienten kleiner als 0,2
und 23 ESTs lagen oberhalb von 5 (vgl. Anhang 2). 121 oder 17,6 % der hier betrachteten ESTs
konnen als differentiell exprimiert angesehen werden. Diese 121 ESTs gehoren unterschiedlichen
funktionellen Gruppen an (Tab. 4). Insgesamt konnten 57 ESTs nach Datenbankvergleichen keine

Funktionen zugeordnet werden. Zusammenfassend lassen sich 11 préferentiell Epidermis-
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Tab. 4. Anzahl der ESTs, die in der Epidermis und im Mesophyll unterschiedliche Aktivititen zeigen. Sie
sind nach funktionellen Kategorien aufgeschliisselt.

Funktionelle Kategorie Spezifische | Unbekannt |Gesamt | Spezifische | Unbekannt | Gesamt
Funktion Funktion
Epidermis M esophyll
19 4 23 45 53 98

Primérer Metabolismus 1 1

Membranproteine/ 1 3

Transporter

Proteinmetabolismus 4 /

Regulation/Translation 5 9

Primire Biosynthese / 6

Photosynthese / 6

DNA-Synthese/ / /

Chromosomenstruktur

Redoxstatus / /

Sekundarer Metabolismus 2 2

Hormone/Signaltrans- 1 /

duktion

Stref3 4 8

Zellwand / 2

Detoxifikation 1 3

Weitere / 5

exprimierte ESTs dem Primérstoffwechsel, 8 dem sekundéren Stoffwechsel zuordnen. Bei den
vermutlich Mesophyll-spezifischen ESTs hingegen sind 25 dem Primédr- und 15 dem
Sekundarstoffwechsel zuzuordnen. Nicht dem Stoffwechsel konnen 5 ESTs zugeordnet werden,
hierunter befinden sich beispielsweise ESTs mit Funktion wie trandationally controlled tumor
protein homolog, ein Glycin-reiches Protein oder ECA Protein 3.

Unter den scheinbar Epidermis-spezifischen ESTs befinden sich kein Gene, die schon durch
Literaturdaten als vorwiegend Epidermis-exprimiert beschrieben sind (vgl. Anhang 2).
Interessanterweise finden sich hier zwei ESTs, die zu Regulationsproteinen homolog sind (G-Box
bindendes Protein und MAR Operator Repressor).

Anders hingegen verhilt es sich mit den préferentiell Mesophyll-exprimierten ESTs (vgl. Anhang
2): Fiir einige ist Literatur verfiigbar, die die Gewebe-spezifische Aktivitit des Gens belegt.
Hierbei handelt es sich um Gene, die in der Photosynthese eine Rolle spielen, wie z.B. eine
Carboanhydrase (Jacobson et al. 1975), eine Rubisco-bindende Proteinuntereinheit (Martel et al.
1990) und eine chloroplastidire Fruktosebisphosphataldolase 2 (Tsutsumi et al. 1994). Es finden
sich aber auch eine Reihe bisher nicht als Mesophyll-spezifisch nachgewiesene Gene wie
Monodehydroascorbatreduktase und L-Ascorbatperoxidase.

Fiir die Gruppe der durch Literaturdaten belegten, konstitutiv exprimierten Gene ist in Abb. 16 [3-
Tubulin eingezeichnet (vgl. Anhang 2). Weitere bekannte, gleich stark exprimierte Gene wie
beispielsweise Actin 2 (An et al. 1996, McDowell et al. 1996), Elongationsfaktor 1a (Pokalsky et
al. 1989) oder Cyclophilin (Karrer et al. 1995) sind nicht unter den 680 ESTs, die hier untersucht
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werden konnten. Die Ursache dafiir ist, dal diese Gene nicht mit dem vorhanden Primerpaaar
AP2/VN in der PCR amplifiziert wurden. Deshalb ist keine Aussage {ber ihr
Expressionsverhalten moglich. Abb. 17 stellt einige der gefundenen Gene nochmals dar (vgl. Abb.

16). Hierbei werden die auf den Filtern erhaltenen Hybridisierungssignale beider Gewebe

gegeniibergestellt.
EST-Nr. Epidermis | Mesophyll |Quotient der EST-Nr. Epidermis | Mesophyll |Quotient der
Aktivité.tEpide,mis, AktiVitatEpide-mig
M esophyll
Position ‘ Putative Funktion Position Putative Funktion
143K8T7 T GS5F10T7 '
2,11 Chloroplastidarer 1
Vorldufer der 21 | Katalase
Carboanhydrase
246B12T7 B 0.0244 246G5T7 f T
3,14 ¥ | Pflanzliche 3,14 ; | Chloroplastidire
¥ | Ascorbatperoxidase o . Fruktosebisphos-
X T phataldolase
H2HI2T7 [0.0255 192117
10, 16 MRP-dhnlicher ABC 211
Transporter ’
G3H3T7 0.0492 91C4T7
1,12 " | Vorldufer der a- 3,14
' | Untereinheit eines
‘| Rubisco bindenden
] .
Proteins
H2E7T7 0.0645 134G9T7
10, 16 Vorldufer einer 1,12 4
| Chloroplastenhiillen : pflanzlichen G-Box
| Ca”*-ATPase | bindenden Protein
Abb. 17. Beispicele fiir Mesophyll- und Epidermis-spezifisch exprimierte Gene sowie ein elelele
konstitutiv exprimiertes Gen. Angegeben sind sowohl die EST-Nr. als auch die Positionen 61016
im jeweiligen 4°-Quadrat (vgl. Abb. 4), der Quotient der Aktivitit sowie die putative ODOD
Funktion. OO

3.1.4.4 Genexpressionsvergleich zwischen Epidermis und Mesophyll bei Tag und
Nacht

In einem weiteren Versuch wurden Epidermis und Mesophyll zusdtzlich auch am Ende der
Dunkelperiode beprobt und weitere Arbitrary-Primer getestet, um einen groBeren Teil des
Transkriptoms abzudecken. Hierzu wurden pro Gewebe/Zeitpunkt fiir die PCR sechs
verschiedene Arbitrary-Primer (AP2 bis AP24) in Kombination jeweils mit dem Oligo (dT)-
Primer VN verwendet. Mit jedem Primer wurden zwei unabhingige PCR-Reaktionen
durchgefiihrt. Von allen zwdolf PCR-Reaktionen pro Gewebe/Zeitpunkt wurden Aliquots
gelelektrophoretisch getestet, um den Erfolg der PCR zu kontrollieren. Beim Vereinigen der PCR-
Produkte sollten so grole Schwankungen in der Ausbeute mit gleichen Primern in
unterschiedlichen Ansétzen ausgeglichen werden.

Als Vorlagen fiir die RT-PCR wurden je ca. 40 Zellen der adaxialen Epidermis bzw. ca. 15
Mesophyllzellen am Tag (1-3 Stunden vor Ende der Lichtperiode) und bei Nacht (0-1 Stunde vor

Beginn der Lichtperiode) gesammelt. Aufgrund der schwierigen und zeitaufwendigen
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Probennahme konnte dieser Versuch nur einmal durchgefiihrt werden. Bei der Auswertung
wurden nur solche ESTs beriicksichtigt, deren Aktivititen mindestens zweimal hdher waren als
der lokale Hintergrund. Zum besseren Uberblick sind in den Tab. 5-8 die ESTs je nach ihrer

Homologie in verschiedene funktionelle Gruppen sortiert.

Vergleich Epidermis-Mesophyll am Tag (Tab. 5):

62 ESTs waren préferentiell in der Epidermis und 200 préferentiell im Mesophyll exprimiert (Tab.
5, vgl. Anhang 3). Gegeniiber dem ersten Epidermis-Mesophyll-Vergleich (vgl. Kap. 3.1.4.3)
konnten mit den benutzten sechs Primerpaaren mehr ESTs (~12.000 gegeniiber ~2000 ESTs)
angesprochen werden. Im Mesophyll konnten Homologien zu 145 verschiedenen Genen, in der
Epidermis zu 30 Genen gefunden werden (Tab. 5). Die Expressionen der in Tab. 4 dargestellten
ESTs konnten in diesem Versuch bis auf wenige Ausnahmen (chloroplastidére
Fruktosebisphosphataldolase 2, Phaseolin G-Box-bindendes Protein) tendenziell wiedergefunden
werden.

Bei den beiden ESTs, die zu Photosynthesegenen homolog sind und bei Tage in der Epidermis
aktiv waren, handelt es sich wahrscheinlich um Falschpositive. Wéahrend in der Epidermis ~50 %
der ESTs keine Funktion zuzuordnen war, lag dieser Anteil im Mesophyll nur bei ~25 %,
obgleich hier die Anzahl der vermeintlich spezifisch exprimierten ESTs mehr als dreimal so hoch
war. Insbesondere in den Kategorien Photosynthese, Regulation/Translation, Membranproteine/

Transporter und primére Biosynthese sowie Strefl und Detoxifikation fanden sich im Mesophyll

Tab. 5. Anzahl der ESTs, die bei Tag unterschiedliche Aktivititen in Epidermis und Mesophyll zeigen. Sie
sind nach funktionellen Kategorien aufgeschliisselt.
*83 EST sind homolog zu Rubisco-Genen
Funktionelle Kategorie Spezifische | Unbekannt | Gesamt | Spezifische | Unbekannt | Gesamt
Funktion Funktion
Epidermis Tag M esophyll Tag
30 32 62 145 55 200
Primérer Metabolismus 2 3
Membranproteine/ 5 9
Transporter
Proteinmetabolismus 2 3
Regulation/Translation 4 9
Primire Biosynthese / 3
Photosynthese 2 91%*
DNA-Synthese/ / 4
Chromosomenstruktur
Redoxstatus 1 3
Sekundarer Metabolismus / 3
Hormone/Signaltransduktion 1 1
Stref 1 4
Zellwand 3 1
Detoxifikation 2 4
Weitere 7 7
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mehr ESTs. Die drei letzten Kategorien konnten mit der verstirkten Photosyntheseaktivitit im
Mesophyll zusammenhingen. Insbesondere ergaben ESTs Mesophyll-spezifische Signale, die zu
weiteren Photosynthesegenen wie z.B. dem des Chlorophyll-bindenden Proteins, des Protein des
Photosystem II Reaktionszentrums, des Sauerstoff hervorbringenden Komplexes oder
Untereinheiten von Rubisco homolog waren.

In der Epidermis fanden sich lediglich in der Zellwandkategorie mehr ESTs. Hier zeigte ein EST
Homologie zum Gen Wax9D aus Brokkoli, welches an der Cutinsynthese beteiligt ist (Pyee und

Kolattukudy 1995).

Vergleich Epidermis-Mesophyll bei Nacht (Tab. 6):

Tab. 6. Anzahl der ESTs, die bei Nacht unterschiedliche Aktivitdten in Epidermis und Mesophyll zeigen. Sie
sind nach funktionellen Kategorien aufgeschliisselt.

*19 ESTs sind homolog zu Genen, die fiir Ubiquitin kodieren.

** 6 ESTs haben Homologie zu 2 Rubisco-Genen

Funktionelle Kategorie Spezifische | Unbekannt | Gesamt | Spezifische | Unbekannt | Gesamt
Funktion Funktion
Epidermis Nacht M esophyll Nacht
3 3 6 81 80 161
Primérer Metabolismus / 4
Membranproteine/ / 6
Transporter
Proteinmetabolismus 1 25%
Regulation/Translation 1 5
Primére Biosynthese / 7
Photosynthese / 11%*
DNA-Synthese/ / 1
Chromosomenstruktur
Redoxstatus / 1
Sekundérer Metabolismus 1
Hormone/Signaltransduktion / 2
Stref / 4
Zellwand / 2
Detoxifikation / 3
Weitere / 10

In Tab. 6 sind die Ergebnisse des Vergleichs Epidermis Mesophyll im Dunkeln dargestellt (vgl.
Anhang 4). Deutlich weniger ESTs zeigten Gewebe-spezifische Expression als beim Tagvergleich
(Tab. 6, Tab. 5). In nahezu allen Kategorien fanden sich wiederum im Mesophyll mehr ESTs.
Dies galt besonders fiir Gene des Proteinmetabolismus, der Photosynthese und die Gruppe der
Weiteren. In der ersten Kategorie fanden sich Homologien zu insgesamt fiinf verschiedenen
Ubiquitingenen und zu vier Proteasen, in der Photosynthesekategorie sind sechs von elf ESTs

homolog zu Rubisco-Genen.
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Vergleich Epidermis Nacht-Tag (Tab. 7):

Tab. 7. Anzahl der ESTs, die in der Epidermis bei Nacht und Tag unterschiedliche Aktivititen zeigen. Sie
sind nach funktionellen Kategorien aufgeschliisselt.

Funktionelle Kategorie Spezifische | Unbekannt | Gesamt | Spezifische | Unbekannt | Gesamt
Funktion Funktion
Epider mis Nacht Epidermis Tag
9 5 14 24 30 54
Primérer Metabolismus 2 3
Membranproteine/ 1 4
Transporter
Proteinmetabolismus / 1
Regulation/Translation 2 4
Primire Biosynthese / /
Photosynthese 1 /
DNA-Synthese/ 1 /
Chromosomenstruktur
Redoxstatus / 1
Sekundérer Metabolismus /
Hormone/Signaltransduktion / 1
Strel / /
Zellwand / 3
Detoxifikation 1 2
Weitere 1 5

Die Anzahl der Epidermis-spezifischen ESTs war in den Tagproben fast viermal hoher als in den
Nachtproben (Tab. 7, vgl. Anhang 5). Dies betraf in besonderer Weise die Gruppe derjenigen
ESTs, denen keinerlei Homologien zuzuordnen waren. In den Kategorien Weitere und Zellwand
traten zahlenmédBig die groBten Unterschiede auf. Die Aktivitit des Photosystem I kodierenden

Gens in der Nachtprobe stellt wahrscheinlich ein falsch positives Signal dar.

Vergleich Mesophyll Nacht-Tag (Tab. 8):

In Tab. 8 ist der Vergleich der Mesophyllhybridisierungen zu beiden Erntezeitpunkten dargestellt
(vgl. Anhang 6). Es kamen mehr ESTs vor, die praferentiell bei Nacht exprimiert wurden. Zudem
konnte in den Dunkelproben deutlich mehr ESTs keine Homologie zugeordnet werden. Dariiber
hinaus traten nachts mehr ESTs in den Kategorien primérer Metabolismus, primére Biosynthese
und Proteinmetabolismus sowie bei den Weiteren auf. In der Gruppe Proteinmetabolismus fanden
sich Homologien zu 5 verschiedenen Ubiquitingenen sowie zu vier Proteasen, jedoch zu keinen
weiteren Proteinen, die am Ubiquitinsystem beteiligt sind. Auffallend waren zudem die sechs
ESTs, die zu Photosynthesegenen homolog sind. Darunter befanden sich zwei, die zu Rubisco-
Gene homolog sind. Bei dem Tagexperiment war die Gruppe der Photosynthesegene am stéirksten

vertreten und tiberstieg auch die Zahl der Photosynthesegene deutlich, die nachts aktiv waren.
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Tab. 8. Anzahl der ESTs, die im Mesophyll bei Nacht und Tag unterschiedliche Aktivitdten zeigen. Sie sind
nach funktionellen Kategorien aufgeschliisselt.
* 20 ESTs sind homolog zu Ubiquitin-Genen, **44 ESTs sind homolog zu Rubisco-Genen
Funktionelle Kategorie Spezifische | Unbekannt | Gesamt | Spezifische | Unbekannt | Gesamt
Funktion Funktion
M esophyl!l Nacht M esophyll Tag
81 53 134 64 13 77
Primérer Metabolismus 10
Membranproteine/ 3 1
Transporter
Proteinmetabolismus 27* 2
Regulation/Translation 4 5
Primiére Biosynthese 7 1
Photosynthese 6 46%*
DNA-Synthese/ 2 1
Chromosomenstruktur
Redoxstatus 1
Sekundérer Metabolismus 1
Hormone/Signaltransduktion 3 1
Strel3 1 /
Zellwand 1 /
Detoxifikation 5 3
Weitere 9 1

3.1.4.5 Genexpressionsvergleich zwischen Gesamtblatt und Epidermis/ Mesophvyll
bei Nacht/Tag

Der Vergleich zwischen den Gesamtblatt und Gewebe-spezifischen Hybridisierungen am Tag und
bei Nacht zeigte, da3 die Photosynthesegene, die in den Gesamtblatthybridisierungen tagsiiber
gefunden wurden (vgl. Anhang 1), in den hochauflésenden Gewebe-spezifischen Experimenten
auf das Mesophyll beschriankt waren (Rubisco, Chlorophyll a/b bindendes Protein, Sauerstoff
hervorbringender Komplex, vgl. Anhang 3). In den Gesamtblattexperimenten bei Nacht waren die
meisten Photosynthesegene ausgeschaltet (Ausnahme: Rubisco, vgl. Anhang 1). Dieses Resultat
wurde teilweise auch in den Nacht-Mesophyllproben gefunden (vgl. Anhang 6).
Photosynthesegene sind scheinbar auf das Mesophyll beschriankt und ihr Expressionsmuster kann
auch im Gesamtblattextrakt verfolgt werden.

Phenylalaninammoniumlyase und Transcinnamat-4-Hydroxylase wurden in Gesamtblatt-
experimenten als Tag-induziert gefunden (vgl. Anhang 1). In den Gewebe-spezifischen
Hybridisierungen hingegen traten flir beide Gene sowohl nachts als auch tagsiiber in beiden
Gewebearten keine unterschiedlichen Expressionsmuster auf (vgl. Anhang 3, 4, 5 und 6). Da die
Genaktivitdten, die nach den Hybridisierungen auf den Filtern detektiert wurden, sehr niedrige
Werte aufwiesen, ist es wahrscheinlich, dal3 beide Transkripte von den Primern nicht amplifiziert
wurden.

Die bei Nacht stiarkere Expression des Transkriptionsfaktors L2 in Gesamtblatthybridisierungen

(vgl. Anhang 1) konnte ebenfalls nicht in den hochauflosenden Hybridisierungen der beiden
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untersuchten Gewebe bestitigt werden (vgl. Anhang 3, 4, 5 und 6). Die Aktivitit des ESTs lag in
beiden Geweben zu beiden Zeitpunkten zwischen 8 und 12. Die Stérke der Aktivitit 146t auf ein
»echtes® Signal schlieBen, da bei Nichtamplifizierung des Transkripts die Werte deutlich geringer

waren.

3.1.5 Methoden zum Uberprifen der Arraydaten

Um die durch die Hybridisierungen gefundenen Daten zu verifizieren, sollte beispielhaft die
Aktivitdt einiger ausgewihlter Gene in den entsprechenden Geweben iiber eine zweite,
unabhédngige Methode nachgewiesen werden. Idealerweise wire die Methode der Wahl eine nicht
PCR-basierende. Im folgenden sind nun Experimente beschrieben, eine solche zweite Methode zu

etablieren und anzuwenden.

3.1.5.1 RT-PCR mit Gewebeproben

Im Rahmen dieser Arbeit stand fiir vier Wochen das Mikromeif3elsystem der Firma Eppendorf zur
Verfiigung (Abb. 3A). In Anlehnung an LCM, bei der aus fixierten Gewebeschnitten mittels eines
Laserstrahls Bereiche herausgeschnitten werden, bedient sich dieses System zum Schneiden eines
vibrierenden Mikromeifels. Somit stellt dieses Verfahren ein alternatives Probennahmesystem zu
den Glaskapillaren dar.

Rosettenbldtter von A. thaliana wurden paraffinisiert und 50 pum dicke Mikrotomschnitte
hergestellt. Die gewlinschten Gewebebereiche konnten unter Xylol oder nach Entparaffinisierung
naf}, nicht-waBrig unter Alkohol oder auch trocken geschnitten und aufgenommen werden (Abb.
3B-D).

Nach Entfernen der Epidermen diente das Mesophyll angereicherte Gewebe als Vorlage fiir RT-
PCR-Reaktionen, mit denen {iiberpriift werden sollte, ob in mikrodissektiertem Gewebe die

Nukleinsduren trotz Einbetten, Schneiden und Dissektieren intakt bleiben. Nach Uberfiihren des

Gewebes in ein Reaktionsgefil wurde das Reaktionsgemisch fiir den reversen
Transkriptionsschritt ~ in  zwei  Teilen
zugegeben: Zuerst 5,5 ul HyOpgpe. In diesem 1 2 3 4

wurden die Gewebeteile 30 s gevortext und

anzentrifugiert. Nach Zugabe der restlichen

Genomisches

/Produkt
~

cDNA Produkt

4,5 pl des Reaktionsgemisches wurde eine
Standard-RT-PCR  durchgefiihrt.

wurden Primer gegen die kleine Untereinheit

Hierzu

von Rubisco verwendet. Wie in Abb. 18

Abb. 18.

RT-PCR mit mikrodissektiertem

gezeigt, konnten in allen Proben Produkte
nachgewiesen werden. Es ist deutlich zu
erkennen, dal3 die Primer ein Intron innerhalb
der Rubiscosequenz iiberspannen: Die obere

Bande hat eine Gréfe von 808 bp und ist

Mesophyllgewebe. Die PCR wurde mit Rubisco-
primern durchgefiihrt. In den Gewebeproben (2-4)

sind 2  Produkte
detektierbar.

1: Positivkontrolle (2 ng A. thaliana Gesamt-RNA,
2 und 3: je 3 Querschnitte, 4: 1/2 Querschnitt.

verschiedenen  Ursprungs
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genomischen Ursprungs, wihrend die untere mit 382 bp nur etwa halb so grof8 ist und

urspriinglich auf mRNA zuriickzufiihren ist.

3.1.5.2 Gewebenorthernblot

Mesophyllproben aus 35 um Rosettenblattschnitten von A. thaliana wurden wie in Kap. 3.1.5.1
gewonnen, in ein Reaktionsgefdll iiberfiihrt und entweder mit H,Opgpc oder Proteinase K
inkubiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Uberfilhren auf eine Nylonmembran
wurden die Proben mit einer radioaktiv markierten Rubisco (kleine Untereinheit)-Sonde
hybridisiert. Nach Autoradiographie konnten Signale in den Proteinase K verdauten Proben
gefunden werden, nicht jedoch in den unverdauten Proben (Abb. 19). Es stellte sich bei
Wiederholungen heraus, dafl eine recht groBe Menge mikrodissektiertes Gewebe bendtigt wird.
Die erhaltenen Ergebnisse demonstrieren anschaulich (Abb. 19), dal Mikrodissektion eine
elegante Methode zum Verifizieren der Arraydaten ist. In den vier Wochen, in denen der
Mikrodissektor zur Verfligung stand, konnten nur wenige Experimente durchgefiihrt werden,
weshalb weitere Methoden getestet wurden (vgl. Kap. 3.1.5.3, 3.1.5.4).

Abb. 19. Mesophyll-spezifischer Northernblot.
Aus Paraffin-fixierten Blattquerschnitten wurden
mittels Mikrodissektion beide Epidermen und die
meisten Leitbiindel entfernt. Das
zuriickbleibende Gewebe war stark Mesophyll
angereichert. Es wurde nach gelelektropho-
retischer Auftrennung geblottet und mit einer
Rubisco Sonde hybridisiert.

1: genomische DNA, 2: leer, 3: 2 Querschnitte
ohne Proteinase K, 4: 2 Querschnitte mit
Proteinase K, 5: 5 Querschnitte ohne Proteinase
K, 6: 5 Querschnitte mit Proteinase K, 7: 1 ug A.
thaliana-Gesamt-RNA.

3.1.5.3 Semiquantitative Polymerase Kettenreaktion

Da nur wenige Northernblothybridisierungen moglich waren (vgl. Kap. 3.1.5.1), wurde auf PCR-
basierende Methoden zum Nachweis von Transkripten zuriickgegriffen. Da Zellproben
unterschiedlich viel zytoplasmatische Anteile enthalten und eine Quantifizierung der mRNA nicht
moglich ist, wurde ein konstitutiv exprimiertes Gen zur Normalisierung bendtigt. Zu diesem
Zweck wurden Proben nach der reversen Transkription geteilt. Eine Hélfte wurde mit Primern
gegen das konstitutive Gen, die andere Hilfte mit Primern gegen das zu untersuchende Gen
behandelt. Um eine Sattigung der PCR zu umgehen, wurde jeweils nach 25, 30 und 35 Zyklen ein
Aliquot gelelektrophoretisch auf Produktbildung untersucht.
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Es wurden von A. thaliana-Rosettenbléttern gegen Ende der Lichtperiode je 15 Epidermis- und 5
Mesophyllzellen beprobt. Als konstitutiv exprimiertes Gen wurde der Elongationsfaktor 1 a
verwendet (Pokalsky et al. 1989), als zu untersuchendes Gen die kleine Untereinheit von Rubisco.
Abb. 20 zeigt die PCR-Produkte nach Gelelektrophorese: Wiahrend in beiden Zellproben die
Amplifizierung der Elongationsfaktor-Transkripte gelang und vergleichbare Produktmengen nach
35 Zyklen vorhanden waren, konnten Rubisco-Produkte nach 35 Zyklen nur in den

Mesophyllproben nachgewiesen werden.

Rubisco

Epiderm is Mesophyll Abb. 20. Semiquantitative =~ PCR  mit

verschiedenen Zellproben. Die Proben wurden
nach der reversen Transkription geteilt: Ein
Teil wurde mit Primern gegen Rubisco, der
andere Teil mit solchen gegen den
Elongationsfaktor 1a behandelt. Wahrend die
Produktausbeute fiir den Elongationsfaktor
nach 35 Zyklen in beiden Geweben &hnlich ist,
kann ein Produkt fiir Rubisco lediglich in der
Mesophyllprobe detektiert werden.

Epidermis: 15 vereinigte Zellinhalte

Epidermis Mesophyll Mesophyll: 5 vereinigte Zellinhalte
Elongationsfaktor 1a

Zyklen 25 30 35 25 30 35

In einer weiteren semiquantitativen RT-PCR wurden Mesophyllproben, die am Ende der Nacht
und am Ende des Tages genommen wurden, analog mit Actin 2- und Rubisco-Primern
amplifiziert. Fiir das konstitutive Actin 2-Gen wurden nach 40 Zyklen in den Nacht- und
Tagproben vergleichbare Produktmengen gefunden. In beiden Proben konnten Rubisco-Produkte
nachgewiesen werden, wobei in den Tagproben mehr Produkt zu sehen war. Konnten in den
Nachtproben nach 35 Zyklen die ersten Produkte detektiert werden, so war dies fiir die Tagproben
teilweise schon nach 30 Zyklen moglich (Daten nicht abgebildet).

3.1.5.4 Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion

Diese durch Fluoreszenznachweis sehr sensitive Methode erlaubt zusitzlich eine relativ exakte
Quantifizierung der gebildeten Produktmenge in den jeweiligen Proben. Der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green™ fluoresziert nur nach Bindung an doppelstringige DNA. Die Zunahme der
Fluoreszenz wird nach jedem Zyklus gemessen. Die Anzahl der Zyklen, die bendtigt wird, um
eine definierte Signalstirke zu erreichen (Ci-Wert), ist ein Mal3 fiir die Menge an gebildetem
Produkt (und lieBe letztlich sogar eine Aussage iiber die Menge Ausgangsmaterial in der Probe
zu).

Es ist wichtig, Koamplifizierung durch genomische Verunreinigung zu unterbinden. Dies wiirde
zu falschen Ergebnissen und Fehlinterpretationen fithren. Daher wurden die Primer so ausgewéhlt,
daB einer der beiden Primer iiber einer Exon/Intron-Grenze lag. Die Proben wurden nach der
reversen Transkription geteilt. Fiir die PCR der einen Hilfte wurden Rubisco-Primer (RCART)

verwendet, fir die zweite Hélfte wurden Primer gegen den Elongationsfaktor 1 o verwendet
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Elongationsfaktor 1a

Abb. 21. Echtzeit-RT-PCR mit verschiedenen
Zellproben. Die Proben wurden nach der reversen
Transkription geteilt und die eine Hailfte mit
Primern gegen den Elongationsfaktor la, die
andere Haélfte mit Primern gegen Rubisco
behandelt.

1:Positivkontrolle (2 ng A. thaliana-Gesamt-
RNA), 2 und 3: je 15 vereinigte
Epidermiszellinhalte, 4 und 5: je 5 vereinigte
Mesophyllzellinhalte, 6: Negativkontrolle.

Kleine Untereinheit Rubisco

(EFART). Dieses Gen gilt als konstitutiv exprimiert (Pokalsky et al. 1989). Da Zellproben
unterschiedlich viel mRNA enthalten, sollten die erhaltenen Produktmengen auf dieses Gen
normalisiert werden.

Als Vorlagen fiir die RT-PCR dienten je 5 Mesophyllzellen bzw. 15 Epidermiszellen. Alle Proben
wurden gegen Ende der Lichtperiode von A. thaliana-Rosettenblittern genommen. Wie in Abb.
21 dargestellt, konnten bis auf die Negativkontrolle in allen Proben eine Bande fiir den
Elongationsfaktor nachgewiesen werden. Daraus folgt, da in allen diesen Proben cDNA
enthalten war. In den zweiten, mit Rubisco-Primern behandelten Halften der Positivkontrolle
(Gesamt-RNA) und der beiden Mesophyllproben konnte jeweils eine eindeutige Bande fiir
Rubisco erhalten werden. Jedoch konnte weder eine Bande in den beiden Epidermiszellproben
noch in der Negativkontrolle detektiert werden. Tab. 9 gibt die gemessenen ci-Werte in den

einzelnen Gewebeproben wieder.

Tab. 9. Ergebnisse der Gewebe-spezifischen Echtzeit-PCR. Angegeben sind die
c-Werte flir die jeweiligen Gewebeproben aus Abb. 21. Sie geben an, nach
wieviel Zyklen das Fluoreszenzsignal der PCR-Produkte einen vorgegebenen
Schwellenwert iiberschreitet. Weitere Erléauterungen vgl. Text.

EFART_Primer RCART-Primer
Epidermis Probe 1 36,3 /
P Probe 2 37.6 /
Probe 1 3327 35,95
Mesophyll Probe 2 33,43 32,78

Aus folgenden zwei Gleichungen kann die relative Transkriptmenge in den Proben bestimmt
werden:

ACy(Gewebe 1)=C(Rubisco)-C; (Elongationsfaktor)

AAC=AC(Gewebe 1)- AC(Gewebe 2)
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Hier macht eine solche Kalkulation jedoch wenig Sinn, da die beiden Epidermisproben den
Schwellenwert der Fluoreszenz auch nach 40 Zyklen nicht erreicht hatten. Wie auch die
(unempfindlichere) Gelelektrophorese zeigte (Abb. 21), ist in den Epidermisproben keine

Rubisco-RNA vorhanden gewesen.

3.1.6 Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, daB3 einzelne Zellinhalte fir RT-PCR mit spezifischen Primern
zugénglich sind und sowohl stark als auch schwach exprimierte Gene in verschiedenen
Gewebeschichten nachweisbar sind. Diese Analyse konnte ebenfalls quantitativ durchgefiihrt
werden, was einen direkten Vergleich der Expressionsstirke eines Gens in unterschiedlichen
Geweben ermdglichte. Northernblothybridisierungen mit mikrodissektierten Proben stellen eine
Alternative zum PCR-basierenden Nachweis spezifischer Transkripte dar. Vereinigte Zellproben
konnten nach einer Arbitrary-PCR als Sonden fiir die Hybridisierung von Arrayfiltern verwendet
werden, die mehr als 16.000 ESTs enthielten. Dadurch war es mdglich, in einer einzigen

Versuchsdurchfiihrung die Expressionsstéirke vieler Gene gleichzeitig zu bestimmen.

3.2 Metabolitenuntersuchungen
3.2.1 Konzeption

Neben der Untersuchung des Transkriptoms sollte versucht werden, auch das Metabolom
Gewebe-spezifisch zu erfassen. Literaturdaten fiir andere Pflanzenspezies zeigten bereits, daf3
verschiedene Zelltypen unterschiedliche Metabolitenkonzentrationen aufweisen (Kartoffel: Kehr
et al. 1998, Kehr et al. 1999, Gerste: Fricke et al. 1994a-c, Karley et al. 2000).

Im folgenden werden nun Versuche beschrieben, in denen mehrere Methoden auf ihre Eignung
hin getestet wurden, Metabolite im weiteren Sinne (inklusive anorganischer lonen) aus
(vereinigten) Einzelzellproben zu bestimmen. Hierbei sollten vor allem Protokolle etabliert

werden, die automatisierbar sind und die Analyse von mehreren Substanzen gleichzeitig erlauben.

3.2.2 Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Uber Gaschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie kdnnen viele Substanzen
gleichzeitig in einer Messung detektiert werden. Diese multiparallele Methode ist dabei nicht auf
eine Substanzklasse pro Messung festgelegt. Daher ist es moglich, nach Auftrennung in lipophile
und lipophobe Phase bis zu 326 Komponenten aus einer Probe zu identifizieren. Hierzu ist pro

Phase nur eine Messung notwendig (Fiehn et al. 2000).

59



3 Ergebnisse

413 Iiles ophy]lzellen

]

IEIEI : Negahvk

ontrolle
s0 |,-'-'| \ )fﬂ
¥ --.*?f\ i "V”‘v\ﬂ j \ S IR s i

31 27 = " [min]

=

Abb. 22. Ubereinander gelegte Massenspektren der Negativkontrolle (Wasser statt Probe) und einer Probe
bestehend aus 40 vereinigten Mesophyllzellen (Probe 4 in Tab. 10). Es waren kaum Unterschiede zwischen
den Messungen feststellbar. Die manuell gefundenen Peaks konnten nicht quantifiziert werden.

Es wurden von A. thaliana-Rosettenbléttern verschiedene Proben mit Glaskapillaren genommen
(Tab. 10). Auch die Negativkontrolle (Probe 5) und die zugesetzten Aminoséuren (zu Probe 1)
wurden mit Glaskapillaren in die Reaktionsgefdfle transferiert. Letztere Probe (1) diente als
Positivkontrolle. Sowohl das zugesetzte Aspartat als auch das Cystein konnten in den
Massenspektren dieser Probe wiedergefunden werden. In allen Proben, einschlielich der beiden
Negativkontrollen (5 und 6), konnten Citrat, Fruktose, Glukose und Phosphat gemessen werden.
In den beiden Negativkontrollen war darliber hinaus noch Saccharose nachweisbar. Weitere
Substanzen konnten nicht detektiert werden. Fiir alle gefundenen Substanzen waren die Peaks so
klein, dafl sie nicht iiber eine automatische Auswertung gefunden wurden. Auch eine manuelle
Auswertung war schwierig, da die Peaks kaum vom Hintergrund zu unterscheiden waren (Abb.
22). Daher konnte keine Integration der Peakfldchen durchgefiihrt werden. Eine Quantifizierung

war nicht moglich.
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Tab. 10. Ubersicht iiber die Proben, die fiir GC-MS- .
Messungen verwendet wurden, In Gesamtblattextrakten von A. thaliana-
Rosettenbléttern hingegen konnten neben
Anzahl Probe ) . .
Zdlen organischen Sduren und Zuckern auch freie
1 20 Zellen Epidermis (adaxial) und Aminosduren nachgewiesen werden. Die
Mesophyll gemischt zuziiglich ) o )
Aspartat und Cystein Konzentrationen einiger Aminosiduren wurden
2 50 |Zellen Epidermis (adaxial) und | o antifiziert und sind in Abb. 23 dargestellt.
Mesophyll gemischt
3 50 | Epidermiszellen (adaxial) Sie bilden die Mittelwerte aus Messungen an
4 40 Mesophyllzellen je 3 Blattern von 5 verschiedenen Pflanzen.
5 / Wasserkontrolle
6 / Leeres Reaktionsgefal3
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GC-MS ist fiir groBere Probenmengen, wie sie Gesamtblattextrakte darstellen, eine geeignete
Methode, um verschiedene Substanzen simultan nachzuweisen. Fir Proben, bestehend aus

wenigen Zellen, reicht aber die Sensitivitét nicht aus.
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Abb. 23. Konzentration der freien Aminosduren in Gesamtextrakten von A. thaliana-Rosettenblittern. Die
Werte stellen die Durchschnittswerte von je 3 Blattern von 5 Pflanzen dar.

3.2.3 Kationen

Es konnte bereits gezeigt werden, da3 Kapillarelektrophorese
Tab. 11. Angegeben sind die

niedrigsten, nachweisbaren

Konzentrationen  (LODs)  fiir | gt al. 1999). Um die Kationenkonzentrationen von A. thaliana-
Standardlésungen der vier

Kationen K*, Na*, Ca>" und Mg>". | Rosettenblittern zu bestimmen, wurden mittels Glaskapillaren
CE-Bedingungen vgl. Abb. 24.

eine geeignete Methode darstellt, um K" zu analysieren (Kehr

Epidermis- und Mesophyllproben genommen. Es wurde immer

Kation LOD [uM] dieselbe Konstriktionskapillare fiir einen Satz Proben
I\I/\Ilgﬂ ;’38 (Epidermis, Mesophyll, Standard und Wasserkontrollen)
K" 1,92 verwendet (Kehr et al. 1999). Dadurch hatten die Proben
Ca’ 1,87

dieser Kapillare alle das gleiche Volumen. Die Zellproben

bestanden hierbei aus mehr als einem Zellinhalt. Nach
Integration der Peakflichen wurden diese in Relation zu Kalibrationskurven gesetzt, um die
Konzentrationen zu bestimmen (vgl. Kap. 2.2.6.1). Fiir beide Gewebe ergab sich kein
wesentlicher Unterschied: Im Mesophyll lag die K'-Konzentration bei 25,47 +/- 0,06 mM und in
der Epidermis bei 25,41 +/- 0,2 mM (Abb. 24). Weitere Kationen wie Na", Ca*" und Mg*"
konnten in beiden Zelltypen nicht in auswertbaren Mengen detektiert werden. Die LODs fiir
Standardlosungen aller vier Kationen sind in Tab. 11 zusammengefaft.
Zusétzlich wurden aus Gesamtextrakten von Rosettenbléttern die Konzentrationen dieser vier
Kationen bestimmt. Sie sind in Abb. 25 zusammengefal3t. Da diese Messungen nur auf die

eingesetzte Blattmasse [Frischgewicht (FG)] bezogen werden konnten, war kein direkter
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Epidermis n=14 Mesophyll n=9

Abb. 24. Kaliumkonzentration in Epidermis und
Mesophyll von A. thaliana-Rosettenbléttern. Es
ergaben sich sehr &dhnliche Konzentrationen in
beiden Geweben. Fiir die Messungen wurden
mehrere Blitter von 4 verschiedenen Pflanzen
beprobt.

CE-Bedingungen: HGE 5 mM 4-Aminopyridin (pH
3,2), Kapillare 50 cm*100um, 20 kV, UV-Detektion
bei 214 nm.
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K+ Na+ Ca++ Mg++
Abb. 25. Kationenkonzentrationen in Gesamtblatt-
extrakten aus A. thaliana Rosettenblittern. Im
Gegensatz zu den Gewebe-spezifischen Messungen
(vgl. Text) ist Ca®* das Hauptkation.

n=5 Pflanzen, jeweils 2-3 Blitter vereinigt. FG:
Frischgewicht.

CE-Bedingungen: vgl. Abb. 24.

Vergleich zwischen Gewebeproben und Gesamtblattextrakt moglich. Betrachtet man jedoch die

relativen Verhiltnisse, fillt auf, da} das Hauptkation in den veraschten Blittern Ca*" war. K™ und

Mg”" hatten in etwa die gleiche Konzentration, wihrend Na* vergleichsweise niedrig konzentriert

war. Dies unterschied die Gesamtblattproben deutlich von den beiden Gewebeproben, in denen K

das Hauptkation darstellte.

3.2.4 Anionen

Wie schon von Bazzanella und Kollegen
(1998) gezeigt werden konnte, ist CE eine
Methode

anorganischen Anionen in

geeignete zum Nachweis von

sehr kleinen
Probenmengen. Hier wurde ein nach Hiissa et
al. (1999) leicht abgewandelter HGE benutzt.
Er enthielt u.a. Pyromellinséure,
Hexamethoniumhydroxid und Triethanolamin.
Mit diesem HGE konnen Anionen direkt bei
254 nm nachgewiesen werden. Zum Testen
des Systems wurde ein Gemisch aus je 20 mM
Acetat, CI', NO;, PO, und SO,> auf die
Kapillare gegeben wund aufgetrennt. Im
Peaks

detektiert werden, die in einem Vergleichslauf

Elektropherogramm konnten vier

mit H,Opigest als Probe nicht vorhanden waren.
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Abb. 26. Elektropherogramme verschiedener
Anionenmessungen. Griin: Zwei unabhidngige
vereinigte Mesophyllzellproben von A. thaliana-
Rosettenbléttern, blau: Negativkontrolle mit H,O
statt Probe. Es konnte nur ein Anion in den
Zellproben gefunden werden. Der Pfeil markiert
seine Migrationszeit.
CE-Bedingungen: HGE 2,25 mM Pyromellinséure/
6,5 mM NaOH/0,75 mM Hexamethoniumhydroxid/
1,6 mM Triethanolamin (pH 7,7), Kapillare 77
cm*50um, 20 kV, UV-Detektion bei 254 nm.
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3 Ergebnisse

Es wurde zunéchst auf eine Identifikation der Peaks durch Einzelldufe bzw. Zugabe jeweils eines
Standards zum Gemisch verzichtet, da in einem weiteren Test zundchst die Sensitivitdt des
Puffersystems getestet werden sollte. Hierzu wurden mehrfach 20 Mesophylleinzelzellproben
gemischt, auf die Kapillare gegeben und separiert. Es konnte lediglich ein Peak detektiert werden
(Abb. 26). Offenbar reichte die Sensitivitdt des Systems nicht aus, mehr Anionen zu detektieren.

Es wurde deswegen auf eine Optimierung und die Peakidentifikation verzichtet.

3.2.5 Kohlenhydrate

Es gibt verschiedene CE-gestiitzte Protokolle zur Trennung und zum Nachweis von
Kohlenhydraten. Nur ein Puffersystem ist bisher beschrieben worden, um Kohlenhydrate aus
pflanzlichen Einzelzellproben zu analysieren (Lochmann et al. 1998). Fiir dieses Protokoll wurde
eine Eigenbau-CE mit UV-Detektion verwendet, die nicht mit einem Autosampler ausgestattet
war. Nachfolgend sind Versuche beschrieben, dieses Protokoll auf eine kommerzielle CE mit

Autosampler zu iibertragen bzw. weitere Protokolle auf die Analyse von Zellproben anzuwenden.

3.2.5.1 CuSO,-Puffersystem

Wird CuSO4/NH; als HGE benutzt, so bilden zunichst zwei Wasser- und vier
Ammoniakmolekiile mit je einem Kupferion einen Komplex, der bei 254 nm nur schwach
absorbiert. Die Hydroxygruppen der Zuckermolekiile verdringen die Wasser- bzw.
Ammoniakmolekiile aus dem Komplex. Das neu entstandene Chelat absorbiert stark bei 254 nm
und ist, ungeachtet der zwei positiven Ladungen des Kupfers, negativ geladen. Dadurch wandert
der Komplex als anionische Verbindung hinter dem elektroosmotischen Flul (Bazzanella und
Bachmann 1998).
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Abb. 27. Elektropherogramme verschiedener CE-Zucker-Messungen. A: Elektropherogramm eines
Standardgemischs der Zucker Fruktose, Galaktose, Glukose, Raffinose, Saccharose und Stachyose, je 10
mM. B: wie A, Konzentration je 1 mM. C: wie A, Konzentration je 0,1 mM. D: Elektropherogramm von 20
vereinigten Zellinhalten von A. thaliana-Bléttern. Erst eine Verringerung der Standardkonzentrationen auf 1
mM ermoglichte eine Trennung der Monosaccharide. Das LOD lag unter 100 pM. In vereinigten Zellproben
konnten keine Zucker gemessen werden.

CE-Bedingungen: HGE 6 mMCuS0O,/500 mM NH; (pH 11,6), Kapillare 77 cm*50pum, 25 kV, UV-Detektion
bei 254 nm.
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3 Ergebnisse

Mit CuSO4/NH; als HGE konnten in Einzelldufen Standards von Fruktose, Galaktose, Glukose,
Raffinose, Saccharose und Stachyose in verschiedenen Konzentrationen detektiert werden.
Wurden jedoch die Standards dieser Zucker in einer Probe vereinigt, so ergaben sich
Schwierigkeiten bei der Trennung der Zucker (Abb. 27). Aus Abb. 27A ist ersichtlich, dal 10 mM
eine zu hohe Konzentration darstellte, die das Auflésungsvermogen der CE unter diesen
Bedingungen iiberschritt. Es fand keine Peaktrennung statt. Bei einer 10-fachen Verringerung der
Konzentration auf 1 mM kam es zu einer Trennung der Monosaccharide, wobei jedoch die drei
Mehrfachzucker komigrierten (Abb. 27B). Auch bei einer weiteren 1:10 Verdiinnung der
Standards auf 100 pM konnten nur die Monosaccharide getrennt werden (Abb. 27C). Trotz
Anderungen der Parameter Kapillarlinge, Kapillartemperatur, Kupfer- und NH;-Konzentration
sowie der Trennspannung konnte keine Separation von Saccharose, Stachyose und Raftinose
erreicht werden. Als LODs fiir Fruktose, Galaktose und Glukose wurde je 50 uM festgestellt.

In Abb. 27D ist ein typisches Elektropherogramm von 20 vereinigten Einzelzellproben aus A.
thaliana-Blattern dargestellt. Es konnten keinerlei Zucker detektiert werden. Offensichtlich liegt

die Zuckerkonzentration in den Zellproben nach Verdiinnung unterhalb des LOD.

3.2.5.2 CuSO,-Puffersystem nach Instrumentenumbau

Die einfache Ubertragung des Protokolls von Lochmann et al. (1998) auf eine kommerzielle CE
erbrachte nicht die erwartete Sensitivitit (vgl. Kap. 3.2.5.1). Daher wurde die hier verwendete
kommerzielle CE (P/ACE 5510 Beckman Coulter) dem Originalprotokoll entsprechend umgebaut
(Abb. 5). Lochmann und Kollegen (1998) benutzten eine Eigenbau-CE, die mit einer beweglichen
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Abb. 28. Elektropherogramme verschiedener CE-Zucker-Messungen an der umgeriisteten CE. A:
Zuckerstandard aus Fruktose, Glukose und Saccharose, je 1 mM. B: wie A, je 0,5 mM. C: 20 vereinigte
Zellinhalte von A. thaliana-Blattern. In Zellproben konnten keine quantifizierbaren Peaks gemessen werden.
CE-Bedingungen: HGE 6 mMCuSO,/500 mM NH; (pH 11,6), Kapillare 70 cm*50um, 15 kV, UV-
Detektion bei 254 nm.
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EinlaBseite ausgestattet war. Dadurch konnten die Zellproben, die lediglich in 5 nl H;Opjgest
verdiinnt wurden, unter einem Mikroskop quantitativ in die Kapillare eingesaugt werden. Durch
die Verringerung des Verdiinnungsvolumens von 5 ul auf 5 nl kann die Verdiinnung um den
Faktor 1000 gesenkt werden. Wie Abb. 28A-B zeigt, war es mdglich mit der umgebauten CE
verschieden konzentrierte Standardgemische, bestehend aus Fruktose, Glukose und Saccharose,
zu trennen und die Zucker zu detektieren. Allerdings war hier die Auftrennung schlechter als bei
Messungen mit dem Gerét in seiner urspriinglichen Konfiguration (Abb. 27). Das LOD lag bei
100 uM. In Proben bestehend aus 20 vereinigten Zellinhalten von A. thaliana-Blattern konnten
ebenfalls keine quantifizierbaren Peaks nachgewiesen werden (Abb. 28C). Um zu priifen, ob
irgendeine Substanz in den Zellproben enthalten war, die die Messungen storte, wurde einigen
Zellproben ein Standard beigemischt. Der Standard war immer meBbar, weshalb davon
ausgegangen werden kann, daf3 die Zellproben nicht mit dem MeBsystem interferierten.

Als eine Folge des Umbaus war es unmdglich, die Kapillare zu temperieren. Aufgrund der hohen
Spannung innerhalb der Kapillare entstand Wérme, die nicht abgefiihrt werden konnte. Haufig
bildeten sich dadurch Gasblasen, die als Ohmscher Widerstand wirkten. Durch diese
Beeintrachtigung des Stromflusses dnderten sich die Migrationszeiten der Peaks sehr stark, so daf3
eine Auswertung nicht mehr moglich war. Bei solchen Fehlern konnte es zusdtzlich zu einer
Uberlastung des System kommen, so da die Elektropherogramme vom Computer nicht weiter

aufgezeichnet wurden.

3.2.5.3 Sorbat-Puffersystem

Als zweites Puffersystem zur Zuckeranalytik mittels CE wurde ein Sorbat-haltiger HGE gewahlt.
Sorbat absorbiert stark bei einer Wellenlénge von 254 nm. Da Zucker bei dieser Wellenldnge kein
Licht absorbieren, konnen sie als negative Peaks detektiert werden.

Auch mit diesem Puffersystem konnten mit der CE in ihrer urspriinglichen Konfiguration die
sechs Zucker Fruktose, Galaktose, Glukose, Raffinose, Saccharose und Stachyose nicht in einem
Lauf getrennt werden. Zudem lag das LOD nur bei 500 uM und war damit um den Faktor fiinf
schlechter als mit dem CuSOy4-haltigen HGE. Es wurde daher auf umfangreiche

Optimierungsschritte verzichtet.

3.2.5.4 APTS

Da der Nachweis von Zuckern mittels UV-Detektion nicht gelang, sollte versucht werden, diese
iiber LIF-Detektion nachzuweisen. Es konnte bereits gezeigt werden, dal3 8-Aminopyren-1,3,6-
trisulfonsdure (APTS) ein geeignetes Fluorophor zum Markieren von reduzierenden Zuckern ist,
die keine native Fluoreszenz besitzen (Chen und Evangelista 1995, Guttman 1997). Hierbei wird

der Zucker durch reduktive Aminierung derivatisiert (Abb. 6).
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3 Ergebnisse

Abb. 29 zeigt typische Elektropherogramme der Standardzucker Fruktose und Glukose, beide mit
einer Konzentration von 100 uM. Die Zucker sind klar vom Hintergrund unterscheidbar. Dieser
war in allen Messungen &hnlich hoch, was fiir LIF-Detektion ungewodhnlich ist. Wurden
vereinigte Einzelzellproben derivatisiert und gemessen, so konnten keine Zuckerpeaks

identifiziert werden.
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Abb. 29. Elektropherogramme verschiedener CE-Zucker-Messungen mit LIF-Detektion. Die beiden Zucker
Fruktose und Glukose hatten eine Konzentration von je 100 uM und wurden vor den Messungen mit APTS
derivatisiert. Beide Zucker konnten detektiert werden, obwohl der Hintergrund relativ hoch war. In
Zellproben war es nicht moglich, APTS-derivatisierte Zucker nachzuweisen.

CE-Bedingungen: HGE 200 mM Borat (pH 10,2), Kapillare: 40 cm*25 pm, 30 kV, LIF-Detektion bei
488/520 nm.

3.2.6 Aminoséauren

Zwei Protokolle wurden zum Aminosdurenachweis in pflanzlichen Zellproben publiziert
(Bazzanella et al. 1998, Arlt et al. 2001): Auf ein Verfahren, welches auf UV-Detektion
zuriickgreift (Bazzanella et al. 1998), wurde aufgrund der Erfahrungen mit der Analyse von
Zuckern verzichtet. Vielmehr sollte versucht werden, Aminosduren mittels der empfindlicheren
LIF-Detektion nachzuweisen (Tab. 1, Arlt et al. 2001). Da nur die aromatischen Aminosauren
nach Anregung iiber native Fluoreszenz verfiigen (Pinto et al. 1997), war eine Derivatisierung
notwendig. Aus den verschiedenen zur Verfiigung stehenden Agenzien (Blau und Halket 1997)
wurde Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) ausgewéhlt, da es bei 488 nm anregbar ist und ein sehr
niedriges LOD besitzt (Arlt et al. 2001). FITC reagiert mit primdren Aminogruppen (Abb. 7).
Aufgrund dieses Reaktionsverhaltens ist es jedoch nicht spezifisch fiir Aminosduren, sondern

derivatisiert auch andere Amine wie Peptide, Aminozucker oder Katecholamine.
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In Abb. 30 sind typische Elektropherogramme dargestellt. Der Nachweis von Aminosiuren aus
vereinigten Zellproben verschiedener Gewebe aus Rosettenbldttern von A. thaliana gelang nicht.
Es konnten, verglichen mit Negativkontrollen (Wasser statt Zellprobe), keine zusitzlichen Peaks
reproduzierbar nachgewiesen werden. Daher ergaben sich auch keine Unterschiede zwischen
Epidermis- und Mesophyllproben. Um dennoch die Anwendbarkeit der Methode fiir
Einzelzellmessungen zu verdeutlichen, wurden Mesophyllzellen von Kiirbis (Cucurbita maxima)
beprobt und ebenfalls nach Derivatisierung gemessen. Bis zu zw0lf Aminosduren waren iiber

Retentionszeitvergleich mit Standards identifizierbar (Abb. 30).

Ser Gly

\ ¥ Abb. 30. Elektropherogramme verschiedener
Aminosduremessungen mittels CE. Braun: 5
vereinigte Mesophyllzellinhalte eines Blatts
von  Kiirbis,  griin: 10 vereinigte
Mesophyllzellproben eines Rosettenblatts
von A. thaliana, blau: Carbonatpuffer als
Negativkontrolle. Obwohl in Gewebe-
spezifischen Proben von Kiirbis
_* La A AU J_L_u Aminosduren mittels CE nachgewiesen
wurden, konnten in solchen von A. thaliana
| P keine  Aminosduren detektiert werden.
h"' [~ Exemplarisch wurden {iber Vergleich der
jl Retentionszeiten mit Standards Serin und

S Glycin identifiziert.
v/ | | CE-Bedingungen: 100 mM Borat/20 mM
7,5 [min] 10 SDS (pH 9,3), Kapillare 53 cm*50 um, 20
kV, LIF-Detektion bei 488/520 nm.

100

[relative Fluoreszenzeinheit]

Um auszuschlieBen, dafl der Nicht-Nachweis von Aminosduren in A. thaliana-Proben auf
storende Effekte von Inhaltsstoffen der Proben zuriickzufiihren ist, wurden zusétzlich
Gesamtblattextrakte von A. thaliana-Rosettenbléttern hergestellt, derivatisiert und gemessen. Eine
Reihe von Peaks wurden detektiert und iiber Retentionszeitvergleich konnten exemplarisch die

Aminoséduren Aspartat, Glycin und Serin identifiziert werden (Daten nicht abgebildet).

3.2.7 Zusammenfassung

Die fiir Metabolitenuntersuchungen in Proben mit unlimitiertem Ausgangsmaterial oft verwendete
Methode der GC-MS besitzt keine ausreichende Sensitivitdt, um Metabolite in Proben bestehend
aus wenigen pflanzlichen Zellen bestimmen zu konnen. CE jedoch, in Verbindung mit UV-
Absorptions- bzw. LIF-Detektion hat hinreichend geringe LODs, um in vereinigten
Einzelzellproben enthaltene Kationen (Anionen) und Aminosduren (in Kiirbis) untersuchen zu
konnen. Fiir die Zuckeranalytik mittels CE-LIF wird ein anderes Derivatisierungsreagenz
benotigt, welches einen niedrigeren Hintergrund verursacht. Allgemein iiberraschend war die
Nichtanwendbarkeit der verdffentlichten Protokolle zum Zuckernachweis aus pflanzlichen
Einzelzellproben mittels UV-Detektion und die Schwierigkeiten beim Ubertragen der

Aminosduremethode von einer Pflanzenspezies auf eine andere.
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3.3 Proteinuntersuchungen mittels SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese und Massenspektrometrie

3.3.1 Konzeption

Proteine stellen die dritte grole Substanzklasse neben Nukleinsduren und der heterogenen Gruppe
der Metabolite im weiteren Sinne dar. Es konnte gezeigt werden, da3 die mRNA-Menge eines
Gens nicht zwangsldufig mit der Menge des zugehdrigen Proteins korreliert (Voet et al. 1999).
Deshalb ist es sinnvoll, nach Ansétzen zur Proteinanalyse auf Einzelzellebene zu suchen.

Die Probennahme durch Glaskapillaren ist zwar relativ einfach und schnell, es kann aber nicht so
viel Material gesammelt werden, wie dies iiber das Mikromeiflelsystem moglich ist. Aus diesem
Grund wurde diese zweite Methode fiir die Gewinnung von Proben fiir Proteinuntersuchungen

herangezogen (vgl. Kap. 3.1.5.1).

3.3.2 Proteinisolierung, -auftrennung und —sequenzierung

Wie in Kap. 3.1.5.1. gezeigt, konnen mittels eines Mikromeillels groBere Gewebebereiche aus
einem Mikrotomschnitt herausgeldost werden. Dabei bleiben enthaltene Makromolekiile wie
Nukleinsduren unbeschidigt (vgl. Kap. 3.1.5.1, 3.1.5.2). Diese Probennahmemethode wurde
genutzt, um Proteine in Gewebe-spezifischen Proben zu untersuchen.

Mikrotomquerschnitte von A. thaliana-Rosettenblittern der Dicke 50 pm wurden mittels des
Mikromeif3els bearbeitet. Dabei wurde die ad- wie abaxiale Epidermis sowie ein GroBteil der
Leitbiindel entfernt. Das zuriickbleibende Restgewebe, das vornehmlich aus Mesophyll bestand,
wurde mit SDS-Probenpuffer versetzt und denaturiert. Nach Gelelektrophorese und Silberfarbung
waren in den Gewebeproben bis zu neun Proteinbanden sichtbar. In den als Positivkontrollen
mitaufgetragenen Gesamtextrakten von A. thaliana-Rosettenbléttern konnten korrespondierende
Banden beobachtet werden. In Parallelansdtzen waren nach Farbung mit kolloidalem Coomassie-
Blau weniger (drei bis sechs) Banden zu sehen (Abb. 31).

Um die Identitdt der Proteine zu bestimmen, wurden exemplarisch die Banden oberhalb des 50
und 25 kDa-Markers sowohl vom Gesamtextrakt als auch von den mikrodissektierten Proben
ausgeschnitten (Bande 1 und 2 in Abb. 31). Die Banden wurden einzeln tryptisch verdaut und die
Fragmente sequenziert. Hierzu wurden die Coomassie-Blau-gefirbten Gele benutzt. Es wurden
fiir die erste Bande (Abb. 31) sechs Peptide erhalten und sequenziert. In Abb. 32A ist jeweils der
gleiche Ausschnitt der Peptidspektren des Gesamtextraktes und einer mikrodissektierten Probe
(Paraffinschnitt) dargestellt. Abb. 32B zeigt das Fragmentspektrum dieser Peptide. Fiir die zweite

Bande in Abb. 31 konnten zwei Peptide gefunden und sequenziert werden.
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Abb. 31. Eindimensionales-
<«—50kpa SDS-PAGE-Gel. Proteine aus
Blattgesamtextrakten (BEI,
BE2) und mikrodissektiertem
Mesophyll (1-4) von A.
thaliana sind aufgetragen und
getrennt worden. Banden 1
und 2 wurden jeweils ausge-
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Abb. 32. Massenspektrometrische Sequenzierung des Proteins aus Bande 1 nach Auftrennung der Proteine
durch eindimensionale SDS-PAGE (vgl. Abb. 31) und Trypsinverdau. A: Vergleich der Spektren des
Peptidfragments bei m/z 934 nach Trypsinverdau aus einem Paraffinschnitt und Gesamtblattextrakt, B:
Fragmentspektrum des Peptids bei m/z 934 mit abgeleiteter Proteinsequenz (EQGDLKDITPFNF). Das
Peptid zeigt 100% Homologie zur groBen Untereinheit von Rubisco (Acc. No. 7525041).
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Nach einer Datenbanksuche konnten die sequenzierten Peptide der Bande 1 (Abb. 31) der
Sequenz der groflen Untereinheit von Rubisco aus A. thaliana (Acc. No. 7525041) zugeordnet
werden. Abb. 33A stellt dies graphisch in einem Alignment zwischen den sechs Teilsequenzen
und der Sequenz der groflen Untereinheit von Rubisco dar. Die ausgeschnittene Bande hat eine
Grofle knapp tiber 50 kDa und die groe Untereinheit von Rubisco ist 53 kDa grof3. Zudem ist
Rubisco eines der hiufigsten Proteine in Pflanzen (Voet et al. 1999). In den Blattextrakten ist die

A
MBPQTETKASVGFKAGVKEYKLTYYTPEYETKDTDI LAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWI TV

ELKVKELKNGRLANFSMFGFFVQAI VTGKGPL ENLADHL ADPVNNNAVAFATNFVPGK
LK = = = m o m e

Abb. 33. Alignments der sequenzierten Peptidfragmente. A: Alignment der aus Bande 1 (vgl. Abb. 31)
sequenzierten Peptidfragmente gegen die Sequenz der groflen Untereinheit von Rubisco (Acc. No. 7525041).
B: Alignment der Peptidfragmente aus Bande 2 (vgl. Abb. 31) gegen die Sequenz des Chlorophyll a/b-
bindenden Proteins des Photosystems II (Acc. No. NP 180989). Alle sequenzierten Fragmente zeigten
nahezu 100 % Homologie zum jeweiligen Protein.
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sequenzierte Bande die stirkste. Und auch in den Mikromei3elproben stellt diese Bande eine der
Hauptbanden dar. In Abb. 33B ist ein Alignment fiir die 2 Peptidfragmente der zweiten
ausgeschnittenen Bande aus Abb. 1 zu sehen. Beide erhaltenen Sequenzen sind homolog zu einem
Chlorophyll bindenden Protein (Acc. No. NP _180989). Wie schon bei der Rubisco-Sequenz
findet man eine Homologie von beinahe 100 %. Auch hier stimmte die Grof3e von knapp tiber 25
kDa (28 kDa) gut {iberein.

Es konnten sowohl die sofort nach der Ernte aus ganzen Bléttern extrahierten Proteine als auch
Proteine aus zuvor in Paraffin eingebetteten und mikrodissektierten Gewebeschnitten sequenziert

werden. Weder die Einbettung noch die Mikrodissektion verursachten hierbei Schwierigkeiten.

3.3.3 Zusammenfassung

Mittels der Mikromeillelprobennahme wurde soviel Material gesammelt, dal die enthaltenen
Proteine auf einem Proteingel mit herkmmlichen Farbungen sichtbar gemacht werden konnten.
Exemplarisch wurden zwei Banden ausgeschnitten und sequenziert. Durch Datenbankvergleiche

konnten ihre Identititen ermittelt werden.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit sollten zum einen bestehende Methoden angewendet, zum anderen
weitere Methoden entwickelt werden, um Einzelzellproben auf moglichst viele Substanzklassen
hin untersuchen zu konnen. Im zweiten Teil der Arbeit sollten diese Methoden auf die
Charakterisierung der beiden Gewebe Epidermis und Mesophyll von A. thaliana angewendet
werden. Dadurch sollte eine Beschreibung dieser Gewebetypen nicht mehr nur durch ihre
Anatomie und Lage innerhalb des Blatts, sondern vor allem durch ihre biochemische
Zusammensetzung und spezifische Genexpression erfolgen.

Die mRNA-Menge eines Gens korreliert nicht unbedingt mit der Menge des Proteins oder seiner
Enzymaktivitdt. Dies liegt an unterschiedlichen Regulationsebenen (z.B. transkriptional,
translational und posttranslational, Voet et al. 1999). Um den Zustand eines Gewebes oder einer
Zelle exakter zu beschreiben, ist nicht nur das Wissen um Expressionshohe, Proteinmengen und
Enzymaktivititen wichtig, sondern die Konzentrationen von moglichst vielen Metaboliten sollten
ebenfalls bekannt sein.

Fir ein umfassenderes Verstindnis biologischer Prozesse ist die Integration all dieser
Informationen entscheidend. Aus diesem Grunde wurden in der vorliegenden Arbeit Methoden
zur Untersuchung der kleinsten funktionellen Einheit von Pflanzen, der Zelle, sowohl auf der

transkriptionalen und metabolischen als auch der Proteinebene etabliert und angewendet.

4.1 Methoden der Probennahme

Die hier verwendete Probennahmemethode mit Glaskapillaren wurde 1989 von Malone und
Kollegen eingefiihrt. Sie ist seither zur Beantwortung vieler Fragestellungen beziiglich der lonen-
und Metabolitenverteilung sowie der Genexpression herangezogen worden (Fricke et al. 1994a-c,
Karrer et al. 1995, Koroleva et al. 1998, Kehr et al. 1999, Brandt et al. 1999). Diese
Beprobungsmethode liefert hauptsdchlich Zellsaft vakuoldren Ursprungs. Der Anteil des
Zytoplasmas in der Probe hingt dabei vom Anteil der Vakuole am gesamten Zellvolumen ab
(Fricke et al. 1994a). Die ,,Reinheit™ der Vakuolenprobe kann durch die Aktivititsmessung von
Markerenzymen (z.B. Malatdehydrogenase, die nicht in Vakuolen vorkommt, Martinoia et al.
1981) bestimmt werden (Fricke et al. 1994a). In Gerste (Winter et al. 1993), Spinat (Spinacea
oleracea, Winter et al. 1994) und Kartoffel (Leidreiter et al. 1995) wurden die relativen Volumina
in Epidermis- und Mesophyllzellen verglichen. Dabei lagen die vakuoldren Anteile in den
Epidermisproben bei allen drei Arten zwischen 89 und 99 %, in den Mesophyllzellen zwischen 73
und 79 %. Letztere enthalten zytoplasmatische Anteile zwischen 3,4 und rund 7 %, erstere
enthalten nach Fricke et al. (1994a) keinerlei Zytoplasmaanteile. Durch die hier angewendete
verinderte Probennahme fiir die Nukleinsiureanalytik (groBere Offungsweiten der Kapillaren,
langsameres Entfernen der Kapillare aus der Zielzelle, gegebenenfalls Anlegen eines leichten
Unterdrucks, vgl. Kap. 2.2.3.1) kdnnen auch in Epidermiszellen zytoplasmatische Anteile erhalten
werden (Abb. 9, Brandt et al. 1999), wenngleich auch deutlich weniger als in den
Mesophyllproben. Deshalb mufiten fiir vergleichbare Signalstirken nach der RT-PCR auch 2-3
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mal mehr Epidermiszellen gesammelt werden (Abb. 14). Zudem ist RT-PCR eine wesentlich
sensitivere Nachweismethode als Enzymtests, wodurch auch kleinere Zytoplasmaanteile in
Proben nachgewiesen werden konnen.

Die minimal invasive Probennahme mittels Glaskapillaren hat auch bei wiederholter Beprobung
desselben Blatts keinen EinfluB auf z.B. die Osmolalitit der Zellen (Kehr 1998). Die
Probennahmetechnik beeinfluit die Zellen der Umgebung vermutlich kaum. Die
Zusammensetzung der entnommenen Probe spiegelt zudem die in vivo-Bedingungen recht genau
wider, da die Beprobung sehr schnell vonstatten geht (<<1 s). Sie ist damit anderen Techniken
wie Abzichen von Gewebeschichten (Gaedeke et al. 2001) oder Vereinzelungen durch
Protoplastieren (Dresselhaus et al. 1994) iiberlegen, die durch die recht starken Eingriffe nicht
mehr die genaue physiologische Situation im Zellverband abbilden (Macnicol 1976, Grosset et al.
1990, Titarenko et al. 1997).

Zwar hat die Lage der beprobten Zellen an Blattspitze oder -basis nur geringe Verdnderungen auf
die Osmolalitidt zur Folge (Kehr 1998), aber es gibt Unterschiede zu Zellen direkt iiber den
Leitbiindeln und zu Bléttern anderen Alters (Kehr 1998). Um derlei Unterschiede zu umgehen,
wurden in dieser Arbeit fiir metabolische Analysen stets mindestens 5 Zellinhalte gemischt, so
daB sich positionsabhingige Unterschiede ausgleichen.

Die Beprobung von Zellen ist nicht nur auf Zellschichten wie Epidermis oder Mesophyll, die nahe
der Oberflache liegen, beschriankt, sondern kann auch fiir innere Zellschichten angewendet
werden, sofern diese entweder iiber Reportergene (z.B. GFP fiir Geleitzellen, Brandt et al. 1999)
oder (Fluoreszenz-) Farbstoffe (Siebelemente, Raps et al. 2001) markiert sind.

Die zweite hier verwendete Methode, Mikrodissektion, ist im Gegensatz dazu destruktiv und kann
ohne Beeinflussung der Pflanze nur einmal pro Organ bzw. Pflanze angewendet werden. Sie hat
aber den Vorteil, dal sehr groBe gleichformige Gewebebereiche gewonnen werden konnen.
Dadurch ist es mdglich, geniigend Material zu sammeln, um Proteinisolierungen und -
sequenzierungen (Abb. 31-33) sowie Northernblothybridisierungen durchzufiihren (Abb. 18).
Arrayhybridisierungen konnten bereits mit durch LCM erhaltenen Proben menschlichen Gewebes
ohne vorhergehende Amplifikation durchgefiihrt werden (Sgroi et al. 1999). Dies war in dieser
Arbeit aufgrund der kurzen Zeit, die der Mikrodissektor zur Verfiigung stand, nicht moglich. Je
nach Fragestellung haben beide Probennahmestrategien ihre Vor- und Nachteile und ergénzen

sich hervorragend.

4.2 Genexpressionsstudien

4.2.1 Nachweis spezifischer Transkripte

Fiir einen RNA-Blot bendtigt man gewohnlicherweise mindestens ~5 pg mRNA eines bestimmten
Transkripts, um es durch Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde nachweisen zu kénnen
(Ausubel et al. 1995). Pro Zelle kann ein Gesamtgehalt an mRNA von weniger als 700 fg
angenommen werden (Dresselhaus et al. 1994). Bei 100 vereinigten Zellinhalten ergibt sich eine

theoretische Gesamt-mRNA-Menge von weniger als 70 pg, wenn das Zytoplasma quantitativ in
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der Probe enthalten wiére. Im hier durchgefiihrten Dotblot konnte ein spezifisches Signal in
Verdiinnungsreihen bis zu einer Menge von 150 pg Gesamt-mRNA nachgewiesen werden. Daraus
ergibt sich, dal RNA-Blothybridisierung keine geeignete Methode zum Nachweis von
Transkripten selbst in vielen vereinigten Zellinhalten ist (Abb. 8).

Um dennoch Transkripte Zelltyp-spezifisch nachweisen zu konnen, wurde eine RT-PCR mit
spezifischen Primern durchgefiihrt. Es konnten nicht nur Vorarbeiten mit Primern gegen stark
exprimierte Gene (Phosphoglyceratmutase, Rubisco) bestitigt und die Methode auf A. thaliana-
Gewebeproben iibertragen werden (Abb. 9), sondern auch die Anwendbarkeit dieses Protokolls
auf ein schwach exprimiertes Gen (Knollen L-Typ Stirkephosphorylase im Mesophyll von
Kartoffelbléttern, Sonnewald et al. 1995) konnte gezeigt werden (Brandt et al. 1999). Hierbei ist
besonders interessant, dafl, obwohl die Probennahme nicht quantitativ ist und die Ergebnisse nicht
auf ein konstitutives Gen normalisiert sind, das schwach exprimierte Gen nach der PCR ein
dhnlich starkes Signal ergibt wie Rubisco. Die PCR hat nach 40 Zyklen den exponentiellen
Amplifikationsbereich verlassen und befindet sich in der Sittigung (Gassen et al. 1994). Diese
Methode ist daher nur fiir Alles-oder-Nichts-Antworten geeignet. Um auch quantitative Aussagen
iiber Genexpressionsstiarken treffen zu konnen, kann eine semiquantitative oder Echtzeit-PCR
durchgefiihrt werden (vgl. Kap. 4.2.3.2, Passarinho et al. 2001).

Das hier zur Anwendung gekommene Protokoll nutzt die sehr sensitive RT-PCR. In Kombination
mit der minimal invasiven Probennahmetechnik kénnen so Probleme dlterer Protokolle umgangen
werden: Die aufwendige Konstruktion einer cDNA-Bank (Karrer et al. 1995) oder das vorherige
Protoplastieren der Zellen (Dresselhaus et al. 1994, Richert et al. 1996) entfallen. Ersteres dauert
recht lange und birgt durch mehrere Reinigungsschritte die Gefahr, daB3 ein Teil oder sogar das
gesamte, sehr limitierte Ausgangsmaterial verloren geht. Letzteres stellt einen unphysiologischen
Prozess dar und verdndert die Genexpression in den Protoplasten gegeniiber dem intakten Gewebe
(Grosset et al. 1990, Titarenko et al. 1997).

In den durchgefiihrten Kontrollexperimenten, PCR mit Zellinhalten ohne reverse Transkription,
Inkubation der Zellinhalte vor der RT-PCR mit RNAse A und Wasser statt Zellinhalten, konnten
in iiber 90 % der Fille keine Signale detektiert werden. Die beiden ersten Kontrollen zeigen
genomische Kontaminationen an, wahrend die letzte Kontrollreaktion Kreuzkontaminationen
zwischen den Zellproben anzeigt. Zellkerne gelangen anscheinend aufgrund ihrer GroBe zwischen
10 und 20 um (Braune et al. 1991) nicht in die Kapillare bzw. die Bedingungen wihrend der PCR
reichen nicht aus, um genomische DNA fiir die Polymerase zugénglich zu machen, wie schon von
Lambolez und Kollegen (1995) vermutet.

Im Gegensatz dazu erhédlt man mit Proben aus mikrodissektiertem Gewebe nach RT-PCR
Produkte (Abb. 18), die sowohl auf genomische DNA als auch auf mRNA zuriickzufiihren sind.
Zellkerne sind vorhanden und werden bei der Préparation des Gewebes zerstort, so dal3 die

genomische DNA der Polymerase zugénglich ist.
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4.2.2 Gleichzeitiger Nachweis vieler Transkripte

Es ist inzwischen durch Multiplex-PCR mdglich, Primer fiir verschiedene Gene in einer Reaktion
zu mischen und so mehrere Produkte zu erhalten. So kdnnen bis zu neun Primerpaare fiir
spezifische Transkripte gleichzeitig in einer Reaktion verwendet werden (Ponce et al. 2000).
Hierbei sind jedoch Beschriankungen bei der Primerwahl zu beachten, so da3 kein Nachweis
beliebig vieler Transkripte gleichzeitig moglich ist (Henegariu et al. 1997). Auch ist der Einsatz
von vielen spezifischen Primern ein nicht aufler acht zu lassender 6konomischer Faktor. Dennoch
stellt dies eine elegante Moglichkeit dar, in einer Probe z.B. das konstitutiv exprimierte Gen und
das zu untersuchende Gen in einer Reaktion zu amplifizieren. In dieser Arbeit jedoch sollten

globale Amplifizierungsstrategien angewendet werden.

4.2.2.1 Globale/lunspezifische Amplifizierungsstrategien

Zum gleichzeitigen Nachweis vieler Transkripte aus kleinen Probenmengen gibt es verschiedene
Moglichkeiten (zusammengefallt in Freeman et al. 1999, Dixon et al. 2000, Brady 2000), von
denen einige in dieser Arbeit auf ihre Anwendbarkeit hinsichtlich kleinster, pflanzlicher
Probenmengen getestet wurden.

Belyavski und Kollegen (1989) konnten erstmals zeigen, dal durch Tailing an die unbekannten
3’-Enden von Erstrang-cDNA, die nur aus wenigen Myelomzellen gewonnen wurden, bekannte
Sequenzen ansynthetisiert werden konnten. Diese Sequenz und die Poly (dT)-Sequenz am 5'-
Ende konnten als Primer in einer globalen PCR verwendet werden. Die Produkte wurden zum
Anlegen einer cDNA-Bibliothek genutzt. Ein dhnliches Protokoll wurde verwendet, um aus 128
Eizellprotoplasten aus Mais eine cDNA-Bibliothek herzustellen (Dresselhaus et al. 1994). Die
hierbei geschitzte Ausgangsmenge mRNA wurde durch theoretische Uberlegungen auf circa 50
pg geschétzt (Dresselhaus et al. 1994). Im Gegensatz zu Protoplasten als Ausgangsmaterial wird
bei der in dieser Arbeit verwendeten Glaskapillarprobennahme das Zytoplasma (welches die
mRNA enthidlt) nicht zwangsldufig quantitativ entnommen, wodurch die Menge an
Ausgangsmaterial erheblich sinken kann. Zudem ergab sich bei den Vorversuchen die
Schwierigkeit, dal bei Verwendung zweier homomerer Primer die Ausbeute drastisch sank und
lediglich bis zu einer Ausgangskonzentrationen von 2 ng Gesamt-RNA Produkte nach der PCR
detektierbar waren. Bei niedrigeren Ausgangsmengen findet zwar noch ein Tailing statt, aber es
kommt zu Problemen mit der Ausbeute der PCR bei Verwendung zweier homomerer Primer
(Freeman et al. 1999), verglichen mit den Ansétzen, in denen keine oder nur ein Homomerprimer
eingesetzt wurde. Selbst mit vielen vereinigten Zellinhalten wire man an der Grenze dessen, was
noch effizient amplifiziert werden kann. Aus diesem Grunde wurde von Experimenten mit
Zellinhalten abgesehen. Ein weiteres Problem, das zusdtzlich zu einer Verringerung der
Ausgangsmenge beitragen kann, ist die Tatsache, dafl auch bei Verwendung magnetischer Oligo
(dT)-Primer cDNA wihrend der notwendigen Waschschritte (vgl. Kap. 2.2.4.3.7.1) verloren

gehen kann.
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Die Ligation von Adaptoren an das unbekannte Ende eines DNA-Doppelstranges und eine
anschlieBende PCR mit Primern gegen diese Sequenz und die bekannte Poly (dT/dA)-Region
lieferte ebenfalls keine zuverldssigen Ergebnisse in Vorversuchen, so da3 keine Experimente mit
Zellinhalten durchgefiihrt wurden. Obwohl mit einem solchen Ansatz cDNA-Bibliotheken aus
einzelnen Epidermis- und Schliezellen von Tomate generiert werden konnten (Karrer et al.
1995), stellte sich dieses Protokoll im Rahmen dieser Arbeit als nicht geeignet heraus. Es werden
allgemein 100-200 ng cDNA fiir Ligationen empfohlen (Sambrook et al. 1989), jedoch enthilt
eine Probe selbst aus 100 vereinigten Zellinhalten deutlich weniger cDNA nach der reversen
Transkription, so daB3 die Ligationswahrscheinlichkeit sehr gering ist. Im Originalprotokoll sind
zudem 6 Waschschritte vorgesehen (Karrer et al. 1995, Gallagher et al. 2001). Trotz des Einsatzes
von magnetischen Oligo (dT)-Primern birgt das mehrmalige Waschen von geringen pg-Mengen
mRNA bzw. cDNA die gro3e Gefahr des Verlusts von Ausgangsmaterial.

Die Ligationswahrscheinlichkeit hingt vom Zusammentreffen der zwei DNA-Enden, die ligiert
werden sollen, und dem Enzym Ligase ab. Sie kann erhoht werden, wenn das Enzym bereits an
eines der DNA-Enden gebunden ist. Dies ist im TOPO-Ligationskit der Firma Invitrogen
verwirklicht. Hier ist eine Topoisomerase, die die DNA-Enden zusammenfiigt, bereits an den
Klonierungsvektor gebunden. Nach erfolgreicher Klonierung sollten in einer PCR mit Primern,
die gegen die flankierenden Sequenzen des Vektors gerichtet waren, die Inserts unabhéngig von
ihrer Sequenz amplifiziert werden. Jedoch scheint es so, als ob auch hier eine Mindestmenge an
DNA (>10 ng) eingesetzt werden mull (vgl. Kap. 3.1.3.2.5). Zudem miifite cDNA, die aus
Zellinhalten gewonnen wurde, erst doppelstrangig gemacht werden. Dies wiederum brichte einen
Reinigungsschritt mit sich, der die Gefahr des Verlusts der unamplifizierten cDNA in sich birgt
und wegen der anschliefenden Klonierung der Einsatz von magnetischen Oligo (dT)-Primern
nicht moglich wére.

Als letzte Klonierungsmethode wurde die Klonierung eines einzelstrangigen Adapters mittels
RNA-Ligase getestet. Es traten die gleichen Probleme auf wie bei den beiden ersten
Klonierungsstrategien.

Alle bisher beschriebenen und teilweise auch getesteten Methoden zur Amplifizierung von DNA
aus limitiertem Ausgangsmaterial bendtigen Enzym-vermittelte Schritte vor der eigentlichen
Vermehrung. Dies scheint nicht ohne weiteres moglich zu sein, da die Mengen an mRNA bzw.
cDNA nicht ausreichen. Ein Losungsansatz wére, die Volumina der Reaktionsansétze stark zu
verringern. Dies wurde schon erfolgreich z.B. fiir mikrofluorimetrische Enzymtests, die in nl-
Tropfen unter Ol durchgefiihrt wurden (Kehr et al. 1998) oder fiir PCR-Reaktionen mit
anschlieBender Gelelektrophorese und Detektion der Produkte auf einem integrierten Mikrochip
gezeigt (Burns et al. 1998). Dadurch wiirden die Mengen weniger stark verdiinnt und
enzymatische Reaktionen konnten wieder ablaufen. Da sub pl-Volumina nur mit groferem
Aufwand zu pipettieren sind (Kehr et al. 1998), ist diese Technik unkomfortabel und
zeitaufwendig. Mikrochips hingegen miifiten fiir die jeweilige Reaktion extra hergestellt werden,

was insbesondere fir kleine  Stiickzahlen extrem teuer sein kann. Andere
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Amplifikationsstrategien, die auf enzymatische Reaktionen vor der Amplifikation verzichten,
erscheinen daher als sinnvollere Mdglichkeiten. Hier bieten sich sowohl die Smart-Technik der
Firma Clontech als auch die Arbitrary-PCR (Williams et al. 1990) an.

Erstere Technik macht Gebrauch vom sogenannten Templatewechsel: Die meisten reversen
Transkriptasen synthetisieren mehrere C-Nukleotide an das 3’-Ende des Erststranges. Ist nun im
Ansatz ein zweiter Primer mit mehreren G-Nukleotiden am 5"-Ende vorhanden, so kann dieser an
den Erststrang binden. Die Transkriptase wechselt, wenn die mRNA fertig abgelesen ist, das
Template und synthetisiert an den Erststrang die komplementédre Sequenz des zweiten Primers
(Produktinformation Clontech).

Die PCR-vermittelte Amplifizierung von Gesamt-RNA-Mengen unterhalb von 2 ng gelang mit
dieser Methode nicht. In PCR-Ansdtzen mit unterschiedlich vielen vereinigten Zellinhalten
konnten auch nach DIG-Markierung und Antikdrpernachweis keine Produkte detektiert werden.
Der Hersteller gibt die Minimalmenge fiir diese Reaktion mit 50 ng Gesamt-RNA an. Offenbar ist
das Kit fiir noch geringere Mengen, wie sie in vereinigten Zellinhalten vorhanden sind, nicht
geeignet.

Die zweite Methode ohne vorhergehende enzymatische Schritte ist die Arbitrary-PCR, wie sie zur
Untersuchung von polymorpher Genom-DNA eingesetzt wird (Williams et al. 1990). Dasselbe
Prinzip liegt der PCR zugrunde, die fiir Transkriptomstudien im Differential Display verwendet
wird (Liang und Pardee 1992): Ein Primer, mit einer festen Sequenz, die bestimmten Kriterien
entsprechen muf} (vgl. Kap. 2.2.4.3.7.8), hybridisiert unter wenig stringenten Bedingungen an ein
DNA-Molekiil. Dabei kann es aufgrund der niedrigen Temperatur zu Fehlpaarungen kommen.
Dies ist erwiinscht, um mehr Bindungsereignisse zu erhalten. Durch Kombination mit einem
(degenerierten) Oligo (dT)-Primer bzw. durch Verwendung desselben oder eines zweiten
Arbitrary-Primers kann nun die DNA in einer PCR-Reaktion vermehrt werden. Anders als bei den
oben beschriebenen globalen Methoden wird hier nur ein Teil der vorhandenen Transkripte in
einer Probe amplifiziert. Fiir eine Abdeckung der vorhandenen Transkripte von 95 % wiéren
zwischen 20 (Liang und Pardee 1992, Sturtevant 2000) und 25 (Bauer et al. 1993) verschiedene
Arbitrary-Primer in Kombination mit Oligo (dT)-Primern notwendig. Zudem werden diese nicht
als Volldngenklone, sondern als 3’-Teilsequenzen vermehrt (Liang und Pardee 1992, Dixon et al.
1998, Menke und Miiller-Réber 2001). Dadurch kdnnen unter Umstdnden Spleilvarianten nicht
gefunden werden, weil die Information der 5°-Seite verloren geht (Dixon et al. 2000).

Aufgrund der oben beschriebenen Erfahrungen mit anderen Methoden wurde versucht, eine
moglichst einfache Verfahrensweise anzuwenden. Das Originalprotokoll des Differential Display
(Liang und Pardee 1992, Bauer et al. 1993) wurde daher ausgewihlt. Es wurde zum einen bereits
erfolgreich auf pflanzliche Proben angewendet (Benito et al. 1996, Kleber-Janke und Krupinska
1997); zum anderen konnte es in abgewandelter Form fiir Expressionsanalysen in einzelnen
humanen Zellen benutzt werden (Renner et al. 1998, Dixon et al. 1998). Da die Auflésung von
Polyacrylamidgelen beschrénkt ist (Bauer et al. 1993), wurden die PCR-Produkte in dieser Arbeit
iiber Arrayhybridisierungen ausgewertet (vgl. Kap. 3.1.4, Abb. 15, 17). Dadurch konnte zum
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einen darauf verzichtet werden, durch Verwendung von 12 unterschiedlichen degenerierten Oligo
(dT)-Primern (Liang und Pardee 1992, Bauer et al. 1993) die Komplexitit der Produkte pro PCR
zu verringern (Kleber-Janke und Krupinska 1997). Zum anderen konnten durch Datenbanksuchen
Sequenz- und Funktionsinformationen erhalten werden (vgl. 3.1.4, Abb. 17, Anhang 1-6). Eine
Reamplifikation und Klonierung (Kleber-Janke und Krupinska 1997, Sturtevant 2000) von
Banden war tiberfliissig.

Interessanterweise zeigen die fir den Differential Display benétigten Primer ein Paradoxon
(Liang und Pardee 1992, Bauer et al. 1993): Obwohl Decamere statistisch gesehen wesentlich
seltener binden als Hexamere, bringen sie im Gegensatz zu Hexameren, die keine Banden
erzeugen, nach einer PCR 50-100 Banden auf einem Polyacrylamidgel hervor (Liang und Pardee
1992). Fiir ein erfolgreiches Hybridisierungsereignis miissen wenigstens 6 Nukleotide am 3'-Ende
perfekt passen, wahrend am 5'-Ende bis zu 4 Fehlpaarungen toleriert werden. Damit haben die
Decamere eine hohere statistische Bindungswahrscheinlichkeit und wirken effektiv wie Hexamere
(Bauer et al. 1993). Durch dieses Verhalten ist jedoch die Effizienz des Annealings verringert und
es werden mehr Zyklen bendtigt, um ausreichende Mengen an Produkten zu erhalten (Liang und
Pardee 1992). Im Gegensatz zur PCR mit spezifischen Primern ist die Arbitrary-PCR nach 40
Zyklen (Liang und Pardee 1992, Benito et al. 1996, Kleber-Janke und Krupinska 1997, Renner et
al. 1998) daher noch nicht in der Sattigung. Anderenfalls konnten Expressionsstiarken zwischen
zwei unterschiedlichen Geweben nicht verglichen werden. Vielmehr scheint es so zu sein, dal} die
Konzentration an Nukleotiden erschopft ist, bevor 40 Zyklen komplettiert sind (Bertioli et al.
1995). Dadurch werden die Expressionsverhiltnisse relativ beibehalten, wenngleich auch kleinere
cDNAs bevorzugt amplifiziert werden (Phillips and Eberwine 1996, Luo et al. 1999).

Eine groBBe Schwierigkeit beim Differential Display kann die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
und die teilweise hohe Anzahl falsch positiver Signale sein (Zegzouti et al. 1997, Baldwin et al.
1999), die vor allem auf Primerartefakte aufgrund der niedrigen Annealingtemperatur
zuriickgehen. Im Gegensatz zum Nachweis der PCR-Produkte {iber Polyacrylamidgele wurde hier
eine hohe Spezifitdt durch die Hybridisierung eingefiihrt, die einen groBen Teil der nicht
kodierenden Primerartefakte ausschloBf. Um die Anzahl falsch positiver Signale weiter zu
reduzieren, wurde die RAP-PCR ausgetestet (Menke und Miiller-Rober 2001). Sie soll eine
hohere Spezifitit gegeniiber der ,.einfachen” Arbitrary-PCR dadurch aufweisen, dal durch
langere Primer hohere Annealingtemperaturen nach dem ersten Zyklus der PCR mit niedriger
Temperatur benutzt werden kdnnen. Jedoch ergab diese, bisher in Pflanzen nur selten eingesetzte
Methode, nur mit Gesamt-RNA-Mengen tiber 100 ng Ergebnisse (vgl. Kap. 3.1.3.2.5). Dies kann
an zu wenigen erfolgreichen Annealingereignissen im ersten, niedrig temperierten Zyklus gelegen
haben. Nur bei recht groBen Mengen cDNA finden genug Primerelongationen statt, um eine
reprasentative Vermehrung zu gewihrleisten. Abhilfe kdnnten z.B. mehrere niedrig temperierte
Zyklen zu Beginn der Amplifikation leisten, wie es beispielsweise im Protokoll fir DOP-PCR
vorgesehen ist (vgl. Kap. 3.1.3.2.5). Der Hersteller dieses kommerziellen Kits (Roche) gibt als

Ausgangsmenge zwischen 1 pg und 100 ng DNA an. Dieses Kit beruht auf einer abgewandelten
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Form der RAP-PCR und verwendet einen Primer, der nahe dem 3’-Ende ein degenerierte Ng-
Region aufweist. Jedoch konnten auch hier nur Ausgangsmengen iiber 100 ng Gesamt-RNA
amplifiziert werden. Da das Standardprotokoll fiir genomische Templates optimiert ist (Roche,
Produktinformation), wiren wahrscheinlich Anderungen im Protokoll vorzunehmen.

Um die Reproduzierbarkeit der Arbitrary-PCR zu erhohen, sind in der Literatur eine Reihe von
Strategien beschrieben worden. Sie umfassen eine empirische Optimierung der
Annealingtemperatur fiir jeden Arbitrary-Primer (Malhotra et al. 1998), die Verwendung von
Duplikat- oder Triplikatreaktionen derselben RNA-Prédparation (Luce und Burrows 1998) und die
Durchfiihrung von Parallelreaktionen mit unabhéngigen RNA-Préparationen (Mohr et al. 1997).
Neben der Einfiihrung einer erhohten Spezifitdt durch Hybridisierung wurden in dieser Arbeit
Parallelreaktionen mit unabhingigen Proben durchgefiihrt und nur solche Ergebnisse ausgewertet,
die in mindestens zwei von drei Experimenten erhalten wurden (vgl. Kap. 3.1.4.3)

Eine weitere, hier nicht angewendete Methode ist die Herstellung von antisenseRNA (van Gelder
et al. 1990). Diese kann zur Hybridisierung gegen Arrayfilter (Luo et al. 1999, Wang et al. 2000)
bzw. zur Konstruktion einer cDNA-Bibliothek (Ying et al. 1999) benutzt werden. Der Oligo (dT)-
Primer fiir die reverse Transkription enthélt einen Promotor fiir T7 RNA Polymerase. Mit Hilfe
dieser wird antisenseRNA von der unamplifizierten cDNA transkribiert (van Gelder et al. 1990).
Dabei kann eine 10°-fache Anreicherung der Transkripte erzielt werden (Phillips und Eberwine
1996, Luo et al. 1999). Der grole Vorteil der Methode liegt darin, dal durch die lineare
Amplifikation die urspriinglichen Expressionsverhéltnisse nahezu erhalten bleiben (Phillips und
Eberwine 1996), wenngleich vornehmlich die Sequenzen der 3’-Regionen vermehrt werden
(Phillips und Eberwine 1996, Freeman et al. 1999). Die mRNA aus nur 500 individuell iiber LCM
erhaltenen Rattenneuronen (Luo et al. 1999) bzw. aus vereinzelten Zellen des Rattenhirns (O Dell
et al. 1998) konnte so amplifiziert werden. Zwei Griinde sprachen gegen eine Verwendung dieser
Methode: Zum einen konnte bisher nicht gezeigt werden, daf3 sie fiir pflanzliche mRNA geeignet
ist. Auch ist unklar, ob antisenseRNA-Amplifikation mit so geringen Mengen mRNA, wie sie in
weniger als 100 Pflanzenzellen enthalten sind, funktioniert, gleichwohl die Methode mit einzelnen
tierischen Zelleninhalten arbeitet (O'Dell et al. 1998). Zwar konnte aus einer Ausgangsmenge von
50 ng Gesamt-RNA antisenseRNA hergestellt werden, aber mit vereinigten Inhalten aus
Epidermis- bzw. Trichomzellen war dies nicht moglich (Dr. Elke Lieckfeld, MPI-MP Golm,
personliche Kommunikation). Zum anderen sind- je nach Protokoll- drei (Luo et al. 1999) oder
bis zu sechs (Phillips und Eberwine 1996) Waschschritte notwendig. Durch die Verwendung der
speziellen Promotor-enthaltenen Oligo (dT)-Primer konnen kommerziell erwerbliche magnetische
Oligo (dT)-Primer nicht verwendet werden, so dafl die Gefahr eines teilweise oder ganzen
Verlusts der urspriinglichen mRNA besteht.

Viele der hier diskutierten Methoden wurden schon fiir Expressionsanalysen von einzelnen
tierischen (O'Dell et al. 1998, Luo et al. 1999) und humanen (Belyavski et al. 1989) Zellen
verwendet. Fiir die Analyse von pflanzlichen Einzelzellen gab es bislang erst zwei Strategien
(Tailing: Dresselhaus et al. 1994, Adapterligation: Karrer et al. 1995). In dieser Arbeit wurde mit
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dem Differential Display (Liang und Pardee 1992) eine dritte eingefiihrt. Sie stellte in dieser
Arbeit das einzige Protokoll dar, mit dessen Hilfe kleinste Mengen pflanzlicher mRNA
amplifiziert werden konnten. Dabei wurde auch in Kauf genommen, dal das
Amplifizierungsprotokoll (wie die meisten anderen auch) stark exprimierte Gene bevorzugt
vermehrt (Bertioli et al. 1995). Der Einflul dieses Problems konnte durch eine Optimierung
(Reduktion) der Zyklenzahl verringert werden.

4.2.2.2 Arrayhybridisierungen

Als multiparallele Hybridisierungstechnik wurden Arrayhybridisierungen bereits fiir eine grof3e
Anzahl unterschiedlicher Proben z.B. aus Sdugetieren (DeRisi et al. 1996, Schena et al. 1996),
Hefen (Posas et al. 2000) oder Pflanzen (Schena et al. 1995, Ruan et al. 1998) eingesetzt
(zusammengefalit in Baldwin et al. 1999, Duggan et al. 1999). Da fiir diese Art von
Hybridisierungen Gesamt-RNA-Mengen im pg-Bereich bendtigt werden (Kehoe et al. 1999),
mufte die in den Zellproben von A. thaliana enthaltene RNA zunéchst amplifiziert werden (vgl.
Kap. 4.2.2.1), um sie gegen Filter hybridisieren zu konnen, die mehr als 16.000 ESTs tragen.

4.2.2.2.1 Evaluierung der Daten

Nach Normalisierung der Genaktivititen auf die Gesamtaktivitét aller vorhandenen ESTs auf den
Filtern (Thimm et al. 2001), wurden zur Auswertung der so erhaltenen Daten zundchst die
Quotienten AKktivitétgpigermismesophytl fr jeden EST berechnet und mehrere Schwellenwerte
eingefiihrt (vgl. Kap. 3.1.4.3). In Hybridisierungsexperimenten mit groBen Mengen RNA konnen
Expressionsunterschiede groBer Faktor zwei zwischen unterschiedlichen RNA-Populationen
nachgewiesen werden (Schena et al. 1996, DeRisi et al. 1997, Ruan et al. 1998). Da die mRNA-
Menge in den Zellproben nicht bestimmt werden konnte und die Amplifizierungsstrategie nicht
streng quantitativ ist (Freeman et al. 1999, Dixon et al. 2000), wurde dieser Schwellenwert auf
groBer Faktor finf heraufgesetzt.

Um die Reproduzierbarkeit der Hybridisierungsexperimente zu untersuchen, wurden je drei
unabhéngige Epidermis- und Mesophyllproben getrennt gesammelt, amplifiziert und hybridisiert.
Es wurden nur solche ESTs weiter betrachtet, deren Aktivitdten sich in mindestens zwei von drei
Durchfithrungen nur um weniger als das vierfache unterschieden. Mit dieser Bedingung konnten
extreme Schwankungen in den Werten ausgeglichen werden, die auf UnregelméBigkeiten bei der
Amplifizierung (vgl. Kap. 4.2.2.1.) beziehungsweise Hybridisierung hindeuten. Ursachen hierfiir
konnen darin liegen, dal schon kleinere Ungleichgewichte in der Transkriptmenge, verglichen mit
Hybridisierungen ohne Amplifikation, zu recht hohen Unterschieden in der Signalintensitit fiihren
konnen (Schenk et al. 2000). Des weiteren konnen grofe Unterschiede bei den schwach
exprimierten Genen durch Hybridisierungsartefakte hervorgerufen werden (Desprez et al. 1998),
die hier eine groBBere Gewichtung als bei stark exprimierten haben. Auch der sogenannte Monte
Carlo-Effekt (Karrer et al. 1995), nach dem nicht vorherzusagen ist, ob ein sehr schwach

exprimiertes Gen wihrend der PCR vermehrt wird oder nicht, spielt hierbei eine Rolle.
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Der in Abb. 16 gezeigte Scatterplot, indem die Quotienten AktivitatgyidermisMesophytl jedes ESTs in
zwei unabhédngigen Durchfiihrungen gegeneinander aufgetragen sind, zeigt daher eine Streuung
der Datenpunkte, die hoher ist als man in Experimenten ohne Amplifikation erwarten wiirde
(Desprez et al. 1998). Entsprechend hat das Bestimmtheitsmall einen Wert von 0,7634. Aber
dennoch wird eine klare lineare Abhédngigkeit mit einer Steigung der Ausgleichsgeraden von m~1
deutlich. Dies bedeutet, dall unabhingige Experimente vergleichbar sind. Bei dieser Darstellung
der Quotienten AktivitdtgpidermisMmesophyt kOnnen ESTs von préferentiell unterschiedlich

exprimierten Genen an den beiden Enden der Ausgleichsgeraden gefunden werden.

4.2.2.2.2 Epidermis-Mesophyll-Vergleich

Am unteren Ende der Ausgleichsgeraden in Abb. 16 erscheinen ESTs von priferentiell im
Mesophyll exprimierten Genen (vgl. Anhang 2). Hierunter befinden sich Gene, die zur
Photosynthese gehoren, wie z.B. Carboanhydrase oder eine Rubisco-bindende Proteinuntereinheit,
die beide als Mesophyll-spezifisch beschrieben sind (Jacobson et al. 1975, Martel et al. 1990).
Mit der chloroplastiddren Fruktosebisphosphat-Aldolase 2 wurde auch ein Vertreter der in den
Calvinzyklus involvierten Enzyme als stark im Mesophyll exprimiert gefunden (Tsutsumi et al.
1994). Rubisco selbst und andere Photosynthesegene konnten in diesem Versuch nicht gefunden
werden. Dies kann zwei Griinde haben. Zum einen werden nur circa 11 % des Transkriptoms
durch den verwendeten Arbitrary-Primer abgedeckt (Bauer et al. 1993). Um weitere Gene zu
finden, miifiten Parallel-PCR-Ansédtze mit unterschiedlichen Primern durchgefiihrt werden. In
Kap. 3.1.4.4 konnten durch solche Parallelansédtze mit 6 verschiedenen Arbitrary-Primern einige
weitere Photosynthesegene (inklusive Rubisco), nachgewiesen werden (vgl. Anhang 3). Zum
anderen enthalten die Filter zwar circa 16.000 ESTs, aber viele Gene sind redundant. Die
geschitzte Zahl der reprisentierten Gene liegt bei circa 6.000 (Thimm et al. 2001). Das Nicht-
Auffinden von ESTs eines bestimmten Gens bedeutet nicht zwangsldufig, dal es im
entsprechenden Gewebe nicht aktiv ist. Daher erhdlt man ein eingeschrinktes Bild des
Genexpressionsprofils im jeweiligen Gewebe. Dennoch konnen gute Hinweise darauf erhalten
werden, Gene welcher Stoffwechselwege moglicherweise unterschiedlich reguliert sind.

Im Mesophyll wurden auch Gene als spezifisch exprimiert gefunden, die eine Rolle bei der
Detoxifikation von Sauerstoffradikalen spielen. Sauerstoffradikale entstehen z.B. durch die
Mehlerreaktion bei einem hohen Reduktionsgrad von Ferredoxin im Photosystem I in Folge hoher
Lichteinstrahlung (Polle 1996, Heldt und Heldt 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dall zwei der Hauptgene (Ascorbatperoxidase und Monodehydroascorbatreduktase) des
Detoxifikationsweges in A. thaliana préferentiell Mesophyll-exprimiert sind (Anhang 2). Weitere
involvierte Gene wie Superoxiddismutase konnten nicht gefunden werden, da sie entweder von
den Primern nicht erfalit wurden oder auf den Filtern nicht repréasentiert waren. Dieses Beispiel
verdeutlicht, wie durch  Gewebe-spezifische  Arrayhybridisierungen  Kandidatengene
(Stoffwechselwege) gefunden werden konnen, deren Expression offenbar unterschiedlich ist.
Mittels einer exakteren Methode (z.B. Echtzeit-PCR, Johnson et al. 2000, Al-Taher et al. 2000,
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oder in Situ-Hybridisierung, Darby 2000) konnte anschlieBend das Expressionsmuster genauer
untersucht werden.

Die Gruppe der priferentiell Epidermis exprimierten Gene liegt am Ende des oberen Bereichs der
Ausgleichsgeraden in Abb. 16. Hierunter befinden sich keine Gene, deren Expressionsmuster
bereits in der Literatur beschrieben wurde wie z.B. LTP1 (Thoma et al. 1994) oder WAX9D
(Pyee und Kolattukudy 1995). Dies kann die schon diskutierten Ursachen (Primerwahl und
Auswahl der ESTs auf dem Filter) haben. So konnte ein EST mit Homologie zum Gen WAX9D
aus Brokkoli mit zusétzlichen Primern amplifiziert und seine Expression ermittelt werden (vgl.
Kap. 3.1.4.4). Sicherlich interessant flir weitere Untersuchungen ist das Expressionsverhalten der
beiden gefundenen Regulationsproteine G-Box bindendes Protein und Mar Operator Repressor
(Kawagoe und Murai 1996, Seoane und Levy 1995), da ihr Expressionsmuster unter Umsténden
Riickschliisse iiber weitere, von ihnen regulierte Gene zulaft.

Fir die Gruppe der vermutlich konstitutiv exprimierten Gene wurde in diesem Experiment
lediglich B-Tubulin (Snustad et al. 1992) gefunden. Weitere vermutlich konstitutiv exprimierte
Gene wie Actin 2 (An et al. 1996, McDowell et al. 1996), Elongationsfaktor 10 (Pokalsky et al.
1989) oder Cyclophilin (Karrer et al. 1995) konnten nicht detektiert werden. Da sie aber auf den
Filtern durch ESTs représentiert sind (vgl. Kap. 3.1.4.1), wurden sie von dem verwendeten
Primerpaar wahrscheinlich nicht amplifiziert.

Allgemein fiel auf, dal offensichtlich deutlich mehr ESTs von priferentiell Mesophyll-
exprimierten (98) als Epidermis-exprimierten Genen vorkamen (23, Tab. 4). Diese Befunde
deuten daraufhin, dafl im Mesophyll mehr spezifische Stoffwechselwege vorhanden sind als in der
Epidermis. Diese diirften vor allem im Bereich CO,-Fixierung und primére Biosynthesen liegen.
So konnten neben zu Photosynthese-assoziierten Genen homologe ESTs auch sechs ESTs
gefunden werden, die zu genen homolog sind, die an der Synthese von Aminosduren bzw.
Fettsduren beteiligt sind (Anhang 2). Worauf allerdings der deutlich unterschiedliche Anteil ESTs
unbekannter Funktion im jeweiligen Gewebe zurilickzufiihren ist, bleibt unklar (54 % der
Mesophyll- aber nur 17 % der Epidermis-ESTs, Tab. 4). Durch die fortschreitende Annotation des
A. thaliana-Genoms konnen zukiinftig auch Homologien zu ESTs mit bislang unbekannter
Funktion gefunden und damit das in ihnen enthaltene Potential offengelegt werden.

In diesem die Epidermis und das Mesophyll vergleichenden Experiment wurden zwei
Falschpositive gefunden. Zwei der 16 auf diesen Filtern aufgetragenen ESTs des Chlorophyll
bindenden Proteins und einer von iiber 30 ESTs fiir den Vorldufer der kleinen Rubisco-
Untereinheit 3b wurden ausschlieBlich als aktiv in der Epidermis gefunden. Jedoch zeigte keiner
der anderen zu diesen Genen homologen ESTs eine stirkere Aktivitdt als der doppelte lokale
Hintergrund bzw. Unterschiede zwischen den beiden Geweben. Die Transkripte dieser beiden
Gene scheinen nicht vom verwendeten AP2-Primer erfalt worden zu sein. Die drei
Falschpositiven sind daher wahrscheinlich Hybridisierungsartefakte. Ein weiterer, genereller
Ursprung fiir falsch positive (und falsch negative) Signale kann die PCR-Reaktion sein. Sie ist

anfillig fiir kleine Mengenunterschiede in der Ausgangskonzentration der cDNA (Liang und

82



4 Diskussion

Pardee 1994). Ebenso anfillig ist sie auch fliir mispriming aufgrund der sehr niedrigen
Annealingtemperatur von 40°C. Dies kann zu dramatischen Ungleichheiten in den detektierten
Expressionsstiarken einzelner ESTs fiihren (Baldwin et al. 1999). Dies sind Beispiele dafiir, wie
wichtig es ist, die gefundenen Ergebnisse mittels einer zweiten, unabhingigen Methode zu
iiberpriifen [beispielsweise spezifische, (semi-) quantitative PCR (vgl. Kap. 3.1.5.3, 3.1.5.4, Al-
Taher et al. 2000, Johnson et al. 2000), Gewebenorthernblots (vgl. Kap. 3.1.5.1), in Situ-
Hybridisierung (Darby 2000)], da bei weitem nicht fiir alle Gene die Expressionsmuster bekannt
sind. Ungewdhnliche Ergebnisse konnen auch ein Nachsequenzieren des entsprechenden ESTs

erforderlich machen, da die Annotation der ESTs durchaus Fehler enthalten kann.

4.2.2.2.3 Vergleich der Genaktivitaten bei Tag/Nacht und in Epidermis/Mesophyll

In der zweiten hochauflosenden Genexpressionsanalyse wurden Epidermis und Mesophyll nicht
nur gegen Ende der Licht-, sondern auch am Ende der Dunkelperiode untersucht. Es wurden sechs
unterschiedliche Arbitrary-Primer in Kombination mit dem Oligo (dT)-Primer VN verwendet.
Dabei wurden fiir jeden Arbitrary-Primer zwei Parallelansitze durchgefiihrt. Dadurch konnten
Schwankungen in der Produktausbeute zwischen Proben verschiedener Gewebe/Zeitpunkte
ausgeglichen werden (vgl. Kap. 3.1.4.4). Erst nach dem Abgleichen der PCR-Produkte wurden die
je 12 unterschiedlichen Proben gemischt und gemeinsam weiterverarbeitet.

Durch den Einsatz der sechs unterschiedlichen Arbitrary-Primer konnten mehr Transkripte
amplifiziert werden als dies mit nur einem moglich war: Im Vergleich Epidermis- Mesophyll
tagsiiber ergaben dadurch mehr ESTs Signale (circa 12.000) als bei der ersten
Gewebeexpressionsanalyse (circa 2000, vgl. 3.1.4.3). Dieser Befund steht in Ubereinstimmung
mit der Theorie nach Bauer und Kollegen (1993), wonach mit mehr Primern auch mehr
Transkripte amplifiziert werden. Auch die Zahl der unterschiedlich exprimierten Gene ist im
Vergleich zum ersten Versuch erhoht: 200 ESTs sind im Mesophyll stérker exprimiert und 62 in
der Epidermis. Dabei verteilen sich die zusétzlichen ESTs ganz unterschiedlich auf die
funktionellen Gruppen, ohne dal} es zu besonderen Auffalligkeiten kommt (Tab. 5).

Im folgenden werden einige ausgewéhlte Ergebnisse diskutiert:

Der Vergleich Epidermis/Mesophyll fiir die Nachtproben zeigte vor allem eine Verringerung der
unterschiedlich exprimierten Gene gegeniiber den Tagproben (Tab. 6, Tab. 5). Dies betraf vor
allem die offensichtlich Epidermis-spezifischen Gene. Im Vergleich zur Epidermis waren nachts
im Mesophyll noch elf ESTs aktiv, die zu Genen der Photosynthese homolog sind. Sechs davon
zeigten Homologie zu zwei Rubisco-Genen. Auch im Vergleich Mesophyll Nacht/Tag (Tab. 8)
konnten nachts noch sechs ESTs mit Homologie zu Photosynthesegenen gefunden werden.
Darunter auch zwei Rubisco-Gene, was jedoch nicht liberraschend war, da Rubisco-RNA auch
nachts vorhanden ist (Giuliano et al. 1988, Pilgrim et al. 1993). Es kann daher vermutet werden,
daf3 auch weitere fiir Photosynthesegene kodierende mRNA nachts vorhanden sein konnte. Dies
wiirde das Vorhandensein von mRNA fiir das Chlorophyll bindende Protein sowie die

Photosystem I  Reaktionszentrum  Untereinheit XI  erkldren. Auch in  den
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Gesamtblatthybridisierungen wurde fiir Rubisco keine lichtabhéngige Expression gefunden (vgl.
Kap. 3.1.4.1, Tab. 3, Anhang 1).

Der Vergleich Mesophyll Nacht/Tag zeigte nachts deutlich mehr ESTs von Genen (Tab. 8), die
am Proteinmetabolismus beteiligt sind. Vor allem ESTs, die homolog sind zu Ubiquitingenen und
zu vier Proteasen, hatten eine erhohte Aktivitdt. Es scheint, als ob der Proteinabbau nachts
verstérkt vor sich ginge (Desprez et al. 1998). Es wurden jedoch keine weiteren ESTs gefunden,
die zu Genen des Ubiquitinsystem homolog sind. Dieses Ergebnis konnte bei den
Hybridisierungen mit Gesamtblatt-RNA jedoch nicht gefunden werden. Scheinbar wurde dieser
Effekt durch die Expression dieser Gene in anderen Geweben iiberdeckt.

Der Vergleich Epidermis/Mesophyll bei Nacht zeigte ein interessantes Bild (Tab. 6, Anhang 4):
Der Proteinabbau schien nicht nur zeitlich, sondern auch rdumlich reguliert zu sein, denn nur im
Mesophyll zeigte sich eine erhdhte Aktivitit fiir ESTs von Genen, die fiir Ubiquitin und einige
Proteasen kodieren. ESTs von Photosynthesegenen wurden ausschlieBlich im Mesophyll
gefunden (vgl. oben), nicht aber in der Epidermis. Ganz allgemein wurden bei Nacht wesentlich
mehr Mesophyll- als Epidermis-spezifische ESTs gefunden.

Vergleicht man die Expressionsdaten der Epidermis unter den beiden Lichtbedingungen (Tab. 7),
stellt man fest, da3 zum einen offenbar die Zellwandbiosynthese tagsiiber ablauft. Dies konnte
seine Ursache in der Bereitstellung der Zellwandpolysaccharide haben, die letztlich von der
lichtabhdngigen Photosynthese im Mesophyll abhingig ist. Durch die zusdtzlichen finf Arbitrary-
Primer (im Vergleich zum ersten Experiment) konnte auch ein EST des Gens WAX9D aus
Brokkoli nachgewiesen werden. Dieses Gen ist an der Cutinsynthese beteiligt und Epidermis-
spezifisch (Pyee und Kolattukudy 1995), scheint aber nach den vorliegenden Ergebnissen nur bei
Licht aktiv zu sein. Zum anderen fillt der zahlenméBige Unterschied bei ESTs unbekannter
Funktion auf: Tagsiiber werden sechsmal mehr ESTs gefunden als nachts (bei den ESTs mit
bekannter Funktion betrdgt der Faktor nur ~2,5). Da es sich um ESTs unbekannter Funktion
handelt, ist eine Interpretation dieses Befundes schwierig.

Aus der Gruppe der vermeintlich konstitutiv exprimierten Gene konnte nicht nur [3-Tubulin
bestdtigt werden (vgl. Kap. 3.1.4.4), sondern zusétzlich wurden auch ESTs von Actin 2 und 8 (An
et al. 1996, McDowell et al. 1996) sowie Cyclophilin (Karrer et al. 1995) und des
Elongationsfaktors 1a (Pokalsky et al. 1989) jeweils in beiden Geweben zu beiden Zeitpunkten
als anndhernd gleich stark exprimiert gefunden (vgl. Anhang 3-6).

Zum Bestitigen dieser Befunde konnen die an den entsprechenden Stoffwechselwegen beteiligten
Gene einer genaueren Expressionsanalyse mittels einer zweiten, quantitativeren Methode wie z.B.
Gewebe-spezifischen Northernblot (vgl. Kap. 3.1.5.1, 4.2.3.1), (semi-) quantitative RT-PCR (vgl.
Kap. 3.1.5.3, 3.1.5.4, 4.2.3.2, Al-Taher et al. 2000, Johnson et al. 2000) oder in Situ-
Hybridisierung (Darby 2000) unterzogen werden. Hier zeigt sich noch einmal, wie niitzlich ein
recht schnelles Vorselektionsverfahren ist, um Anhaltspunkte zu erhalten, welche

Stoffwechselwege unter veranderten Bedingungen eventuell betroffen sind.
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4.2.2.2.4 Vergleich Gesamtblatt und Epidermis-Mesophyll unter verschiedenen

Lichtbedingungen

Im Vergleich Gesamtblatt Nacht/Tag und der Gewebeproben Nacht/Tag fillt auf, daf
vergleichsweise wenige Gene unterschiedliche Expressionsmuster im Gesamtblatt zeigten. Nach
den Gewebe-spezifischen Hybridisierungen hitte man eine groere Anzahl von Unterschieden
erwarten konnen. Dieses Ergebnis kann so interpretiert werden, dal3 einige Gewebe-spezifische
Effekte im Gesamtblatt durch Effekte in anderen Zelltypen tiberlagert wurden (vgl. Kap. 3.1.4.5).
Andererseits zeigten sich auch im Gesamtblatt Expressionsmuster, die in den Gewebeproben nicht
nachgewiesen werden konnten: Phenylalaninammoniumlyase und Transcinnamat-4-Hydroxylase,
zwei Gene, die fiir Enzyme der Flavonoidsynthese kodieren (Schmelzer et al. 1988, Wu und
Hahlbrock 1992), wurden als tagsiiber induziert gefunden. Thr lichtabhéngiges Expressionsmuster
entsprach dabei den Literaturdaten (Schmelzer et al. 1988, Wu und Hahlbrock 1992). In den
Gewebe-spezifischen Hybridisierungen hingegen wurde fiir die zwei Gene sowohl nachts als auch
tagsiiber in beiden Gewebearten keine unterschiedliche Expression gefunden. Da die
Genaktivitdten, die nach den Hybridisierungen auf den Filtern gefunden wurden, niedrige Werte
aufwiesen, ist es moglich, da3 beide Transkripte von den Primern nicht amplifiziert wurden. Da
Phenylalaninammoniumlyase bereits in epidermalen Zellen von Petersilie nachgewiesen werden
konnte (Schmelzer et al. 1988, Reinhold und Hahlbrock 1997), hdtte man ein dhnliches
Expressionsverhalten  bei  erfolgreicher =~ Amplifikation erwarten konnen. Die in
Gesamtblatthybridisierungen gefundene stirkere Expression des Transkriptionsfaktors L2 bei
Nacht konnte ebenfalls nicht in den Gewebe-spezifischen Hybridisierungen nachgewiesen
werden. Die recht hohen Aktivitiaten des ESTs in allen vier untersuchten Zustdnden 143t vermuten,
daBl das entsprechende Transkript von den Primern erfallt und amplifiziert wurde. Es ist durchaus
denkbar, da3 dieser Transkriptionsfaktor in einem hier nicht untersuchten Gewebe eine starke,
zeitlich anders regulierte Expression erféhrt, so da3 sein Expressionsmuster auf Gesamtblattebene
anders aussieht.

Bei nidherer Betrachtung der (normalisierten) Expressionsstirken fillt auf, daf die
Gesamtblatthybridisierungen allgemein niedrigere Genaktivititen zeigten und die Unterschiede
bei den differentiell exprimierten Genen geringer waren als dies fiir die Gewebehybridisierungen
der Fall war (vgl. Anhang 1 und 3-6). In den Gesamtblatthybridisierungen treten keine so starken
Unterschiede auf, da viele Zelltyp-spezifische Effekte durch Expressionen in anderen Zelltypen
iiberlagert werden. Zudem hat die PCR die differentielle Genexpression in den Gewebe-

spezifischen Hybridisierungen moglicherweise noch verstarkt.

4.2.3 Uberprufen der Arraydaten

Um die Expression der 1iiber Gewebe-spezifische Arrayhybridisierungen gefundenen,
unterschiedlich exprimierten Gene durch eine zweite, unabhéngige Methode zu verifizieren, gibt
es gut ectablierte Methoden wie beispielsweise in Situ-Hybridisierung (Darby 2000). Da diese

Technik jedoch sehr arbeitsaufwendig und zeitintensiv ist, wurden in dieser Arbeit verschiedene
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andere Strategien verfolgt (vgl. Kap. 3.1.5). Als differentiell exprimiertes Gen wurde

exemplarisch die kleine Untereinheit von Rubisco gewéhlt (vgl. Anhang 3 und 4).

4.2.3.1 Gewebenorthernblot

Als erste Methode zum Uberpriifen der mittels Arrayhybridisierungen erhaltenen
Expressionsmuster sollte ein Northernblot mit RNA aus mikrodissektiertem Gewebe (Abb. 19)
durchgefiihrt werden. Um vorab zu zeigen, dal das Einbetten und die Mikrodissektion die
Nukleinsduren nicht zerstoren, wurde zunéchst eine RT-PCR mit mikrodissektiertem Mesophyll
durchgefiihrt (Abb. 18). Die Doppelbande zeigt, daB nicht nur Produkte, die auf mRNA
zuriickgehen, sondern auch solche, die genomischen Ursprungs waren, erhalten wurden. Im
Unterschied zu den mittels Glaskapillaren gewonnenen Proben waren in den Gewebeproben nicht
nur Zellkerne enthalten, sondern deren genomische DNA auch fiir die PCR zugdnglich (Wittcliff
et al. 2000).

Uber die MikromeiBelmethode konnen vergleichsweise groBe gleichformige Gewebebereiche
erhalten werden. Haben die Gewebeschnitte eine Dicke, die dem des Zelldurchmessern nahe
kommt, kann, dhnlich wie bei Protoplasten, die mRNA nahezu quantitativ (im Gegensatz zur
Glaskapillarmethode) erhalten werden. Werden geniigend grof8e Gewebebereiche ausgeschnitten
und zur Analyse herangezogen, sollte die RNA-Menge fiir Northernblothybridisierungen
ausreichen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf diese Weise Rubisco in Mesophyllproben
nachgewiesen (Abb. 19). Offensichtlich waren die bearbeiteten Gewebebereiche nicht immer grof3
genug gewihlt und enthielten teilweise weniger als 150 pg mRNA (vgl. Kap. 4.2.1, Ausubel et al.
1995), so daB ein Nachweis durch Hybridisierung nicht in jeder Durchfithrung mdglich war.
Aufgrund der kurzen Zeit, die der Mikrodissektor zur Verfliigung stand, konnten diese
Experimente nicht auf groBere Probenmengen und andere Zelltypen wie z.B. die Epidermis
ausgeweitet werden. Aber im Gegensatz zur in Situ-Hybridisierung (Darby 2000) kénnen einmal
hergestellte Membranen mehrfach mit unterschiedlichen Sonden hybridisiert werden.

Die Gewebeproben miifiten zukiinftig vor der Gelelektrophorese noch DNAse verdaut werden, um
genomische Signale auszuschlieBen. Durch Komplexierung der divalenten Kationen im
Inkubationspuffer mittels EDTA (und Verwendung eines SDS-haltigen Hybridisierungspuffers)
interferiert die DNAse anschlieend nicht mit der DNA-Sonde wihrend der Hybridisierung. Der

Einfachheit halber wurde in diesen ersten Versuchen jedoch darauf verzichtet.

4.2.3.2 Semiguantitative und Echtzeit-PCR

Als zweite Methode zum Uberpriifen der Arraydaten wurden semiquantitative RT-PCR-
Reaktionen (McPherson et al. 1996, Passarinho et al. 2001) durchgefiihrt (vgl. Kap. 3.1.5.3, Abb.
20). Das hierfiir verwendete Protokoll beruht auf der in Kap. 4.2.1 bereits diskutierten Einzelzell-
PCR. Jedoch wurden die Proben nach der reversen Transkription geteilt und ein Teil mit Primern
gegen ein (vermeintlich) konstitutiv exprimiertes Gen, der andere mit solchen gegen das zu

untersuchende Gen amplifiziert. Da die RNA-Menge in Einzelzellproben nicht bestimmt werden
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konnte, wurde auf die Expression des konstitutiven Gens normalisiert (Abb. 20). Als konstitutives
Gen wurden der Elongationsfaktor 1o (Pokalsky et al. 1989) bzw. Actin 2 (An et al. 1996,
McDowell et al. 1996) gewihlt. In weiteren Versuchen wire es sinnvoll, weitere vermeintlich
konstitutive Gene wie z.B. B-Tubulin (Snustad et al. 1992) und Cyclophilin (Karrer et al. 1995)
zur Normalisierung heranzuziehen, um etwaigen Schwankungen in der Expression der
konstitutiven Gene entgegenzuwirken. Die Anwendbarkeit eines solchen Protokolls auch auf
Einzelzellproben konnte hier anhand des Beispiels der kleinen Untereinheit von Rubisco und
Proben aus Epidermis und Mesophyll demonstriert werden (Abb. 20). In den Mesophyllproben
konnte nach 35 Zyklen ein Rubisco-Produkt nachgewiesen werden. In den Epidermisproben war
dies nicht moglich, obgleich die Signalstirke der konstitutiven Produkte ungefihr gleich war.

Da die Auswertung durch gelelektrophoretisch analysierte Aliquots jedoch nur recht grob ist,
wurde hier auch eine Echtzeit-PCR (vgl. Kap. 3.1.5.4, Johnson et al. 2000, Al-Taher et al. 2000)
mit vereinigten Zellproben analog durchgefiihrt, wobei die Synthese von PCR-Produkten nach
jedem PCR-Zyklus bestimmt und auf ein konstitutives Gen normalisiert wurde (Johnson et al.
2000). In dem hier beispielhaft durchgefiihrten Versuch konnte in allen Ansédtzen (auBer den
Negativkontrollen) Produkte fiir den Elongationsfaktor 1a erhalten werden (Abb. 21). Dies war
auch in den Mesophyllproben, die mit Rubisco-Primern amplifiziert wurden, der Fall. In den
entsprechenden Epidermisproben konnte keine Fluoreszenzzunahme beobachtet werden. Daraus
folgt, dal Rubisco-cDNA mit dem hier verwendeten Schwellenwert nur in Mesophyllproben
detektierbar war. Das mit beiden PCR-Methoden erhaltene Expressionsmuster von Rubisco
bestdtigt die liber Arrayhybridisierungen gefundenen Daten.

Nach den hier durchgefiihrten Arrayhybridisierungen ist Rubisco-mRNA auch nachts im
Mesophyll/Blatt vorhanden (vgl. Kap. 3.1.4.1, 3.1.4.4, Anhang 1 und 4). In einer weiteren
semiquantitativen RT-PCR wurde dieses Expressionsmuster von Rubisco im Mesophyll bei Tag
und Nacht iiberpriift. Als konstitutives Gen wurde Actin 2 gewéhlt, welches nach 40 Zyklen zu
beiden Zeitpunkten dhnliche Produktmengen hervorbrachte. Rubisco konnte sowohl in den Tag-
als auch Nachtproben nach 30 bzw. 35 Zyklen nachgewiesen werden, wobei die Produktmenge in
den Tagproben hoher war (vgl. Kap. 3.1.5.3). Das Expressionsmuster, welches iiber Gewebe-
spezifische Arrayhybridisierungen flir Rubisco gefunden wurde, konnte bestétigt werden und
stimmt auch mit der Literatur tiberein (Pilgrim und McClung 1993, Giuliano et al. 1988).

Beide Protokolle zeigen, dall Einzelzell-RT-PCR nicht nur unter qualitativen Aspekten mdglich
ist (vgl. Kap. 3.1.3.1), sondern auch quantitativ durchgefiihrt werden kann. Daher ist sie ein
geeignetes Werkzeug, um Daten, die iiber Gewebe-spezifische Arrayhybridisierungen gewonnen
wurden, zu iiberpriifen. Durch die gleichzeitige Analyse mehrerer hundert bis zu einigen tausend
Genen kann ein schneller Uberblick gewonnen werden, welche Gene evt. unterschiedlich

exprimiert sind. Diese konnen nachfolgend iiber RT-PCR exakter analysiert werden.
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4.3 Metabolite
4.3.1 Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Die Analyse von Gewebe-spezifischen Proben mittels GC-MS erbrachte keine
zufriedenstellenden Resultate. Zwar konnten verschiedene Metabolite [inklusive Phosphat,
welches die Summe allen freien Phosphats und des wihrend der Derivatisierung abgespaltenen
Phosphats darstellt (Dr. Ute RéBner, MPI-MP Golm, personliche Kommunikation), vgl. Kap.
3.2.2] detektiert werden, sie waren aber in allen Proben einschlieBlich der Negativkontrollen
vorhanden. Thr Vorkommen stellt vermutlich eine Kreuzkontamination aus vorherigen Messungen
dar (Dr. Ute RoBner, MPI-MP Golm, personliche Kommunikation).

Aufgrund der sehr geringen Stoffmengen in den Proben war das Signal/Rausch-Verhiltnis relativ
klein und etwaige reale Peaks gingen im Hintergrund unter. Daher konnten keine weiteren
Metabolite aufgefunden und identifiziert werden.

Abhilfe konnten eventuell umfangreiche Optimierungen wie die Verwendung anderer Sdulen und
Derivatisierungsreagenzien schaffen. Dadurch konnte der Hintergrund verringert und somit das
Signal zu Rausch-Verhiéltnis erhoht werden. Eine weitere Moglichkeit wire die Anwendung des
Sngle lon Monitorings. Hierbei wird nicht der gesamte m/z-Bereich gemessen, sondern nur ein
bestimmtes m/z-Verhiltnis. Dadurch konnen pro Zeiteinheit mehr Scans durchgefiihrt werden,
was zu einer bis zu 30-fach hoheren Sensitivitdt fiihrt (Roessner et al. 2000). Jedoch geht beim
Sngle lon Monitoring die Multiparallelitdt und damit der Hauptvorteil der GC-MS verloren. GC-
MS scheint somit keine geeignete Methode fiir die Analyse sehr kleiner Probenmengen zu sein.
Fiir die Analyse groferer Probenmengen wie Blattgesamtextrakte aus A. thaliana-Rosettenblattern
hingegen ist GC-MS sehr gut geeignet (vgl. Kap. 3.2.2, Abb. 23). In einer Messung konnten so
Aminoséduren, organische Sduren und Zucker analysiert werden. Durch Messung geeigneter
Kalibrierkurven konnten exemplarisch einige gefundene Aminosduren quantifiziert werden (Abb.
23). Hierbei wurde eine ungefihre Ubereinstimmung mit Literaturdaten gefunden (Chiang und
Dandekar 1995, Sarrobert et al. 2000). Auffallend allerdings sind die geringen Mengen der
Hauptaminosduren Glutamin und Threonin. Jedoch gibt es auch in der Literatur betrdchtliche
Unterschiede, was die Zusammensetzung der freien Aminosduren anbetrifft (Chiang und
Dandekar 1995, Sarrobert et al. 2000). Diese konnten durch das Alter der Pflanzen und die

Wuchsbedingungen hervorgerufen werden.

4.3.2 Kapillarelektrophorese

Da GC-MS nicht zur Analyse von (vereinigten) Einzelzellproben geeignet war, wurde fiir diese

Analysen die Kapillarelektrophorese benutzt. Zundchst wurden anorganische lonen bestimmt.
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4.3.2.1 Anorganische lonen

4.3.2.1.1 Kationenmessungen in Einzelzell- und Gesamtblattproben

Mittels CE wurden zunichst anorganische Kationen in vereinigten Einzelzellproben und in
Gesamtblattextrakten bestimmt. Das hierzu benutzte Protokoll konnte schon erfolgreich zur
Analyse von K" in Proben bestehend aus wenigen Kartoffelepidermiszellen eingesetzt werden
(Kehr et al. 1999). Erstaunlicherweise ergaben Messungen von Epidermis- und Mesophyllproben
von A. thaliana-Rosettenblittern eine sehr dhnliche K'-Konzentration von circa 25 mM (Abb.
24). Weitere Tonen wie Na', Ca>" oder Mg*" waren in Zellproben nicht reproduzierbar meBbar.
Eine Quantifizierung dieser lonen war auch in Kartoffelzellen nicht moglich (Kehr et al. 1999,
Dr. Julia Kehr MPI-MP Golm, personliche Kommunikation). Mittels EDX-Analysen ist es jedoch
méglich, Na*, Ca®" und weitere Ionen quantitativ zu messen (Malone et al. 1991, Fricke et al.
1994a). Mit einem Imidazolphosphat-haltigen HGE konnte auch Mg”" in Zellproben durch CE-
Messungen bestimmt werden (Bazzanella et al. 1998).

Die in beiden Geweben gefundene K'-Konzentration war im Vergleich zu Kartoffel und Gerste
recht gering. In der Epidermis von Kartoffel wurde eine K'-Konzentration von ca. 100 mM
mittels CE bestimmt (Kehr et al. 1999). Der durch EDX-Analysen ermittelte K'-Gehalt in
Epidermisproben von Gerste lag zwischen 176 und ca. 220 mM (Malone et al. 1991, Fricke et al.
1994a-b), in Mesophyllproben bei ca. 200 mM (Fricke et al. 1994a) und damit ungefdhr achtmal
hoher als die in dieser Arbeit in A. thaliana gemessenen Konzentrationen. K'-Messungen mittels
CE in Gerstenepidermisproben ergaben sogar- je nach Zelltyp- bis zu 250 mM (Bazzanella et al.
1998). Scheinbar gibt es zu den recht hohen artspezifischen Unterschieden beziiglich der K'-
Konzentration auch Unterschiede, die durch die Mefmethodik verursacht werden. Um dies
genauer zu untersuchen, miifiten jedoch gezielte Parallelversuche mit beiden Analyseverfahren
durchgefiihrt werden. Fiir die tibrigen drei Kationen lassen sich fiir A. thaliana in beiden Geweben
die Konzentrationen nur sehr grob schitzen: Nimmt man ein Probenvolumen von 500 pl (pro
Zelle ~100 pl bei 5 vereinigten Zellen) an, so wurden diese fiir die CE-Messungen 1:10* verdiinnt
(vgl. Kap. 2.2.3.1). Das LOD fiir die Standards dieser Ionen lag zwischen 1,87 und 3,26 uM (Tab.
11). Da die drei Ionen nicht gemessen werden konnten, muf3 ihre Konzentration kleiner als das
LOD multipliziert mit der Verdiinnung sein: Fiir Ca*" ergibt sich so eine maximal mogliche
Konzentration von unter 18,7 mM, fir Mg2+ unter 30,9 mM beziehungsweise unter 32,6 mM fiir
Na'.

In Gerste wurden Na'-Konzentrationen von weniger als 20 mM in beiden Geweben gefunden
(Fricke et al. 1994a). Ca®" hingegen scheint priferentiell eine hohere Konzentration (37 mM
gegeniiber 2 mM) in der Epidermis von Gerste aufzuweisen (Fricke et al. 1994a, Fricke et al.
1996). In der Gerstenepidermis scheint speziell die Ca®’-Konzentration auch stark von der
Position der Zelle im Gewebe (Fricke et al. 1995) bzw. den Lichtverhéltnissen abzuhidngen
(Fricke et al. 1995).

Da die Konzentrationen fiir die Gesamtextrakte aus Blattern nur auf das Gewicht bezogen werden

konnten, nicht jedoch auf das Volumen, ist ein direkter Vergleich mit den Gewebeproben nicht
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moglich. Es ist allerdings moglich, die relativen Konzentrationen der Kationen miteinander zu
vergleichen. Hierbei fillt auf, da8 in den Gesamtblattextrakten im Gegensatz zu den Zellproben
Ca”" das Hauption darstellt, gefolgt von K" und Mg”* sowie mit groBerem Abstand Na®. Letzteres
scheint quantitativ gesehen keine groBe Rolle zu spielen. Ahnliche Relationen wurden auch fiir
Gesamtblattextrakte aus Bohne (Phaseolus vulgare) und Tomate gefunden (Wignarajah et al.
1975, Flores et al. 2001). Die Untersuchungen an Gerste ergaben andere Ergebnisse, die aber
durch die unterschiedliche Probenaufarbeitung erklart werden konnen: Fiir die Gesamtblattproben
verwendeten Fricke und Kollegen abgemessene Blattflachen, die sie ausschnitten, von denen sie
die Mittelrippe entfernten, die Zellen durch Zentrifugieren aufbrachen und nur den Uberstand
analysierten (Fricke et al. 1994a). Dadurch wurden nur die freien Ionen (ohne Phloem- und
Xylemsaft) gemessen. Die Konzentrationen und die Relationen zueinander spiegeln ungefihr die
der Einzelzellmessungen wieder: Fiir K™ wurde eine Konzentration zwischen 191 und 206 mM,
fir Ca®" zwischen 4 und 8 mM gefunden (Fricke et al. 1994a). Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Messungen beruhten jedoch auf veraschten Proben und schlossen daher auch die
gebundenen Ionen (z.B. Ca*" in der Zellwand, Toru und Masaru 1998, oder Mg®" im Chlorophyll,
Walker und Willows 1997) mit ein und haben daher andere Relationen als die Ionen, die in

vereinigten Zellproben gefunden wurden.

4.3.2.1.2 Anionenmessungen in Einzelzellproben

Mit der hier verwendeten Methode (Hiissa et al. 1999) konnte lediglich ein Anion in vereinigten
Zellproben gemessen werden (Abb. 26). Das Puffersystem stellt keine ausreichende Sensitivitit
bereit, um die Anionenzusammensetzung von verdiinnten Zellproben genauer analysieren zu
konnen, weshalb von Optimierungen sowie der Peakidentifikation abgesehen wurde. Vermutlich
handelt es sich bei dem einen gefundenen Peak um NOs’, welches in Gerstenzellen als Hauptanion
identifiziert wurde (Fricke et al. 1994, Fricke et al. 1994). Bazzanella et al. (1998) konnten mit
einem &hnlichen Pyromellinsdure enthaltenen HGE CI, SO, und NO; in Aliquots von
Einzelzellproben nachweisen. Hierfiir verwendeten sie eine Eigenbau-CE, bei der die Verdiinnung
der Zellprobe deutlich verringert wurde (vgl. Kap. 4.3.2.2, Abb. 5). Da schon die
Zuckermessungen nicht die erwarteten Ergebnisse ergaben, wurde auf eine Anwendung der
umgebauten CE auf die Analyse von Anionen verzichtet. Zudem ist das Originalprotokoll nicht
automatisierbar und deshalb fiir Routinemessungen ungeeignet.

Das Protokoll nach Shamsi et al. (1999), welches indirekte Fluoreszenzdetektion verwendet,
konnte die Sensitivitdt erhdhen, so dal CE-Messungen moglich wiren. Andererseits sind Anionen
quantitativ iiber EDX-Analysen bzw. mikrofluorimetrische Enzymtests (NOs; durch
Nitratreduktaseassay) bestimmbar (Fricke et al. 1994a-b), so dal auf eine Detektion mittels CE
verzichtet werden kann. Es besteht zumindest bei den Enzymassays ebenfalls der Nachteil, daf3 sie

nicht fiir Hochdurchsatzmessungen einsetzbar sind.

90



4 Diskussion

4.3.2.2 Kohlenhydrate

Verschiedene auf CE basierende Protokolle sind fiir die Analyse von Zucker-haltigen Proben
beschrieben worden (Oefner und Chiesa 1994, Noe et al. 1999, El Rassi 1999). Die Schwierigkeit
allgemein besteht darin, dal Zucker keine chromophoren Gruppen tragen und daher entweder
nach Chelatisierung (Bazzanella und Bachmann 1998, El Rassi 1999), indirekt (Vorndran et al.
1992, Klockow et al. 1994, Zemann et al. 1997) oder nach Derivatisierung (Chen und Evangelista
1995) detektiert werden miissen. In der vorliegenden Arbeit wurden alle drei Prinzipien auf ihre
Anwendbarkeit hinsichtlich der Analyse kleinster Probenmengen getestet.

Mit einem HGE bestehend aus CuSO4/NH; (Bazzanella und Bachmann 1998), der mit Zuckern
stark absorbierende Chelatkomplexe eingeht, konnten die drei Zucker Fruktose, Galaktose und
Glukose von Mehrfachzuckern getrennt (Abb. 27B-C) und das LOD mit 50 uM bestimmt werden;
aber offenbar ist die in den Zellproben vorhandene Konzentration dieser Zucker unterhalb des
LOD (Abb. 27D). Der kritische Punkt bei dieser Analyse, im Gegensatz zur
Kationenbestimmung, ist die Verdiinnung der Proben bezichungsweise die Sensitivitit des
Detektors. Nimmt man ein durchschnittliches Probenvolumen von 100 pl pro Zelle an und
vereinigt 20 Zellen, so ergibt sich ein Verdiinnungsfaktor von 2500 bei Aufnahme in 5 pl
H,Opigest. Daraus folgt, dall die minimale in Zellproben nachweisbare Konzentration 125 mM
betrdgt. Messungen an Mesophyllzellen von Gerste ergaben, abhidngig vom Blattalter, eine
Konzentration von 100-200 mM Saccharose und weniger als 20 mM Fruktose und Glukose
(Koroleva et al. 1997, Koroleva et al. 1998). In Kartoffelmesophyllzellen wurde unter der
Annahme, dafl Saccharose der Hauptzucker ist, dessen Konzentration mit 110 mM angegeben
(Kehr 1998, Kehr et al. 1998, Kehr et al. 1999). Fiir A. thaliana liegen bisher keine Literaturdaten
vor. Aus den Konzentrationen, die in anderen Pflanzen gefunden wurden, 146t sich ableiten, daf}
das hier bestimmte LOD im Bereich der biologischen Zuckerkonzentration liegt. Fiir sichere
Bestimmungen wird jedoch ein LOD deutlich unterhalb der zu messenden Konzentrationen
benotigt.

Um den Verdiinnungsfaktor der Proben senken zu konnen, wurde die kommerzielle CE dem
Protokoll von Lochmann und Kollegen (1998) entsprechend mit einer beweglichen EinlaBseite
ausgestattet (Abb. 5). Dadurch war es moglich, die Proben in nur noch 5 nl HyOpigesy abzulegen
und einen Verdiinnungsfaktor von 2,5 zu erreichen. Das LOD dieser Methode wurde mit 100 uM
bestimmt und lag damit erstaunlicherweise um den Faktor 2 hoher als im Normalmodus. Eine
Detektion von Zuckern in vereinigten Zellproben war deshalb trotz der deutlich verringerten
Verdiinnung nicht moglich (Abb. 28). Im Unterschied zum Originalprotokoll von Lochmann et al.
(1998) wurde hier ein UV-Detektor mit geringerer Sensitivitat verwendet. Jedoch scheint es auch
mit einer baugleichen CE Schwierigkeiten zu geben, die publizierte hohe Sensitivitit zu erreichen
(Dirk Steinhauser, MPI-MP Golm, personliche Kommunikation). Es bleibt eine offene Frage, wo
das LOD in den Messungen des Originalprotokolls lag (Lochmann et al. 1998). Da die Autoren

lediglich Aliquots von Einzelzellproben verwendet haben, mufl es entsprechend niedrig liegen.
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Fir die verwendete Methode ist lediglich ein generelles LOD fiir Standards von 50-100 uM
publiziert (Bazzanella und Bachmann 1998).

Ein zweiter HGE gekoppelt mit UV-Detektion wurde auf seine Eignung zum Nachweis von
Zuckern in sehr kleinen Proben hin getestet. Dieser HGE enthielt als stark absorbierende Substanz
Sorbat, so dal} iiber indirekte Absorption Zucker nachgewiesen werden konnen (Vorndran et al.
1992, Klockow et al. 1994, Zemann et al. 1997). In der Literatur finden sich LODs zwischen 20
UM (Zemann et al. 1997) und 290 uM (Klockow et al. 1994). Das mit dem hier verwendeten
Detektor gefundene LOD lag bei 500 uM und damit deutlich iiber dem, was erreicht werden
konnte. Die gefundenen LODs stehen in guter Ubereinstimmung mit der Theorie, daB der direkt
Nachweis sensitiver ist als der indirekte (Tab. 1, Baker 1995). Da die gefundene Sensitivitét nicht
fiir Zellproben ausreicht, wurde nicht versucht, dieses Protokoll weiter zu optimieren.

Um das LOD zu erhohen, gibt es die Moglichkeit, andere Detektionsverfahren wie Amperometrie
oder Radioaktivitit zu nutzen (Baker 1995). Als iiberaus sensitiv hat sich LIF-Detektion
herausgestellt (Tab. 1). Da Kohlenhydrate iiber keine native Fluoreszenz verfligen, miissen sie
derivatisiert werden. Hierzu gibt es eine ganze Reihe von Reagenzien, wie z.B. ANTS, ANDSA,
QBQCA (Paulus und Klockow 1996, El Rassi 1997). In dieser Arbeit wurde APTS gewéhlt, da es
durch den zur Verfiigung stehenden Argonlaser anregbar ist und das LOD bei 2 pmol Zucker liegt
(Evangelista et al. 1995). Fruktose und Glukose konnten nur bis zu einer Konzentration von 50
UM sicher identifiziert werden. Der hohe Hintergrund in den Messungen (Abb. 29) machte daher
einen Nachweis in Zellproben unmoglich. Er ist allerdings ungewohnlich hoch fiir LIF-Detektion
(Evangelista et al. 1995, Guttman 1997). Da unterschiedliche APTS-Chargen des Herstellers
benutzt wurden und alle zum gleichen Ergebnis flihrten, konnte es sich um eine generelle
Verunreinigung des Derivatisierungsmittels handeln. Auch durch die Wahl eines anderen HGE,
z.B. MOPS- oder Phosphatpuffer (Chen und Evangelista 1995), konnte der unspezifische
Hintergrund eventuell gesenkt werden. Mittels eines He/Cd-Laser konnten andere
Derivatisierungsreagenzien wie ANTS oder ANDSA (Paulus und Klockow 1996, El Rassi 1997)
getestet werden, die unter Umstdnden einen geringeren Hintergrund verursachen. Jedoch bringt
speziell die Derivatisierung mit ANTS lediglich eine Verbesserung des LOD um den Faktor 10
mit sich (Paulus und Klockow 1996). Besonders 5-Dimethylaminonaphtalen-1-sulfonylhydrazin
scheint ein interessantes Reagenz zu sein, da mit ihm bereits Mono- und Disaccharide im amol-
Bereich in Trénenfliissigkeit detektiert werden konnten (Perez und Colon 1996). Hier miifiten im
einzelnen genau Vor- und Nachteile gegeneinander abgewogen werden.

Um die hohen LODs, insbesondere fiir die auf UV-Detektion beruhenden Methoden, zu umgehen,
konnten die Proben in zukiinftigen Experimenten aufkonzentriert werden. So kann eine
Aufkonzentration von geladenen Analyten direkt in der Trennkapillare vorgenommen werden. Es
ist als Stacking in mehreren Varianten beschrieben worden (Lee et al. 2000, Quirino und Terabe
2000a). In der einfachsten Form wird die Probe in einem schwach leitenden Puffer verdiinnt und
eine Fokussierung der Analyten erfolgt an der Grenzfldche zwischen diesem Puffer und dem HGE
durch den abrupten Unterschied in der elektrophoretischen Beweglichkeit (Lee et al. 2000,
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Quirino und Terabe 2000a). Mit diesem und anderen Verfahren, wie z.B. Large Volume Sample
Sacking (Quirino und Terabe 2000a), pH-vermitteltem Phasentransfer (Zhan et al. 2000),
Sweeping (Quirino und Terabe 2000b) oder transienter Isotachophorese (Klunder et al. 1998)
kann eine Konzentrierung der Proben bis um das 10°-fache erreicht werden. Zudem konnte eine
Optimierung des CE-Systems, z.B. durch Verwendung einer Bubble cell-Kapillare, eine Senkung
des LOD ergeben (Hempel 2000). Zusétzliche Methoden sind von Breadmore und Haddad (2000)
zusammengefalt worden. Die so zu erzielenden Konzentrationen konnten eine Messung von

Zuckern in Zellproben mit UV- oder LIF-Detektion durchaus erlauben.

4.3.2.3 Aminosauren

Wie in tierischen Einzelzellproben (Shaner and Brown 2000) kann der Nachweis von
Aminosduren mittels CE auch mit pflanzlichen (Einzel-) Zellproben durchgefiihrt werden. Dafiir
sind zwei Protokolle publiziert worden (Lochmann et al. 1998, Arlt et al. 2001). Ersteres beruht
auf UV-Detektion und wurde hier aufgrund der Erfahrungen mit der UV-Detektion von Zuckern
nicht angewendet. Vielmehr wurde das zweite Protokoll benutzt, welches von der sehr sensitiven
LIF-Detektion Gebrauch macht. Da nur die aromatischen Aminosduren (Tryptophan, Tyrosin und
Phenylalanin) iiber native Fluoreszenz verfigen (Pinto et al. 1997), miissen Aminosduren
derivatisiert werden. Hierzu gibt es eine ganze Reihe von Reagenzien (Blau und Halket 1997).
Aufgrund der Anregbarkeit bei 488 nm (passend zum vorhandenen Argonlaser) und des sehr
geringen LOD (Cheng und Dovichi 1988, Nouadje et al. 1995, Takizawa und Nakamura 1998)
wurde FITC zur Derivatisierung verwendet. In Mesophyllproben von Kiirbisbléttern konnten auf
diese Weise zwolf Aminosduren nachgewiesen werden (Abb. 30, Arlt et al. 2001). Obwohl mit
Blattextrakten gezeigt werden konnte, dal die Methode prinzipiell auch mit Proben von A.
thaliana-Blittern arbeitet (Abb. 30), gelang es weder in vereinigten Epidermis- oder Mesophyll-
Zellproben Aminosduren nachzuweisen (Abb. 30). Da offenbar keine Matrixeffekte in den A.
thaliana-Proben auftraten, liegt die Vermutung nahe, dal sowohl in den Epidermis- als auch in
den Mesophyllzellen geringere Konzentrationen an freien Aminoséduren vorliegen als dies z.B. in
Kiirbis der Fall ist. In der wilden Wassermelone (Citrullus lanatus), wie Kiirbis zu den
Cucurbitaceae gehorend, wurde eine freie Aminosdurekonzentration in Bléttern von 14,9 umol/g
FG gefunden (Kawasaki et al. 2000). In A. thaliana wurde sie mit 121,6 umol/g Trockengewicht
(TG) festgestellt (Chiang und Dandekar 1995). Bei einem angenommenen FG/TG-Verhéltnis von
10:1 in Bléttern liegen die Konzentrationen an freien Aminosduren im selben Bereich. Dies wiirde
bedeuten, daBl es in A. thaliana Zelltypen geben muB, die eine hdohere freie
Aminosdurekonzentration, verglichen mit Epidermis- und Mesophyllzellen, aufweisen. Die
Siebelemente wiren ein moglicher Zelltyp, allerdings gibt es bislang keine Untersuchungen iiber
den Aminosduregehalt im Phloemsaft von A. thaliana.

Wie schon bei den Kohlenhydraten, konnte ein Aufkonzentrieren in der Trennkapillare vor der
Separation das Problem l6sen. Bei einer 10- bis 100-fachen Anreicherung der Aminosduren sollte
eine Detektion auch in A. thaliana-Proben moglich sein (Lee et al. 2000, Quirino und Terabe
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2000a). So konnten Cheng und Dovichi (1988) durch ein optimiertes Verfahren Aminosduren mit

hydrodynamischer Injektion im zmol-Bereich detektieren.

4.3.3 Proteinuntersuchungen

Bekannte Proteine konnen Gewebe-spezifisch iiber einen Antikdrpernachweis detektiert werden.
Dieser kann nach Mikrodissektion, PAGE und Westernblot erfolgen (Lottspeich und Zorbas 1998,
Omnstein et al. 2000). Um die arbeitsaufwendige Mikrodissektion zu umgehen, kann der
Antikorpernachweis aber auch direkt in fixierten Gewebeschnitten durch Immunolokalisation
erfolgen (Gao und Showalter 2000, Walker et al. 2001). Die dritte und schnellste Methode ist der
Antikorper-vermittelte Nachweis in direkt auf Membranen transferierten Zellinhalten, die mit
Glaskapillaren genommen wurden (Koroleva et al. 2000). Hierbei entféllt sowohl das Einbetten
und Schneiden als auch die Mikrodissektion. Jedoch bietet die erste Methode die Moglichkeit,
auch Isoformen, die aufgrund ihrer Ahnlichkeit nicht mit Antikdrpern unterschieden werden
konnen, in einem zweidimensionalen Gel zu trennen und mit demselben Antikorper
nachzuweisen.

Eine zweite Strategie zur Identifizierung von bekannten Proteinen ist die Detektion ihrer
tryptischen Fragmente via CE, wobei die Detektion durch die Fluoreszenz der aromatischen
Aminoséduren erfolgt. LODs im unteren amol-Bereich konnten erzielt werden (Okerberg und
Shear 2001). Um die schwierige Anregung durch Zwei-Photonenexcitation (Okerberg und Shear
2001) zu umgehen, konnen auch spezifisch die Lysinreste in den Peptidfragmenten mit 5-
Furoylquinolin-3-Carboxaldehyd markiert werden. Die LIF-Detektion erfolgt mittels eines
herkémmlichen Argonlasers und éhnliche LODs im amol-Bereich konnten erzielt werden (Pinto
et al. 1997). Jedoch ist diese Methode lediglich fiir Proteine mit bekanntem Peptidfragmentmuster
geeignet.

In dieser Arbeit war es mdglich, unbekannte Proteine nachzuweisen. Durch die Mikrodissektion
fixierten Gewebes war es moglich, geniigend Material zu erhalten, um eine eindimensionale
PAGE zur Auftrennung von Proteinen durchzufiihren. Je nach Farbemethode konnten bis zu 9
verschiedene Banden in den Proben des mikrodissektierten Gewebes sichtbar gemacht werden
(vgl. Kap. 3.3.2). Auf dem Gel waren keine (kleinen) Abbauprodukte sichtbar. Es konnten
wahrscheinlich mehr Proteine nachgewiesen werden, wenn mehr mikrodissektiertes Gewebe
eingesetzt und die darin enthaltenen Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt wiirden.

Zur Sequenzierung der Proteine wurden die ausgeschnittenen Banden tryptisch verdaut und die
erhaltenen Peptide mittels eines Q-TOF-Massenspektrometers sequenziert. Hierbei konnten
Sequenzen sowohl von Proteinen der Gesamtextrakte als auch der fixierten, mikrodissektierten
Proben erhalten werden. Es konnten keinerlei Beeintrachtigungen durch das Entwissern,
Einbetten, Schneiden oder Mikrodissektieren gefunden werden.

Die Sequenzen konnten iiber Datenbanksuche zwei an der Photosynthese beteiligten Proteinen
zugeordnet werden: Bande 1 in Abb. 31 konnte als grofle Untereinheit von Rubisco und Bande 2
als Chlorophyll a/b bindendes Protein identifiziert werden (Abb. 33). Rubisco ist eines der
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Hauptproteine in Pflanzen (Voet et al. 1999). Dies korreliert auch mit der Menge, in welcher
dieses Protein auf den Gelen zu beobachten war. Sowohl in den Gesamtextrakten als auch in den
mikrodissektierten Proben war die Rubisco-Bande nach Farbung eine der intensivsten. Auch das
Chlorophyll a/b bindende Protein scheint mengenméafig eines der Hauptproteine darzustellen, da
es ebenfalls eine der am intensivsten gefiarbten Banden hervorbrachte.

Die in dieser Arbeit angewandte Vorgehensweise ist besonders geeignet fiir die Identifizierung

unbekannter Proteine, da Sequenzinformationen erhalten werden.

4.4 SchluBbetrachtung und Ausblick

Die in dieser Arbeit etablierten Methoden zusammengenommen mit weiteren schon vorhandenen
Protokollen z.B. zur Analyse von weiteren Metaboliten (Kehr et al. 1999, Korolev et al. 2000)
und Enzymaktivititen (Koroleva et al. 1997) ermoglichen eine bessere Beschreibung des
physiologischen Zustandes von einzelnen Zellen bzw. Geweben. Es ist moglich, das Vorkommen
von Transkripten, vielen (vor allem primédren) Metaboliten und fiir bestimmte Synthesen
verantwortlichen Enzymen zu untersuchen. Hinzu kommen noch physikalische Methoden, mit
denen Parameter wie Turgordruck, Membran- und Wasserpotential (Kehr et al. 1999, Tomos und
Leigh 1999) oder auch Wachstumsraten (Kehr et al. 1998, Schmundt et al. 1998) und
Chlorophyllfluoreszenz (Snel und Dassen 2000) gemessen werden konnen. Mit Hilfe aller dieser
Werkzeuge kann versucht werden, das Vorkommen von Genexpression(-smustern),
Metabolitenkonzentrationen, Proteinen und Enzymaktivititen sowie Zellwachstum oder
Photosyntheseaktivitit zu korrelieren (deRisi et al. 1997, Nelson et al. 2000, Richardson et al.
2000). Zusitzlich sollten moglichst auch Stoffliisse nicht oder minimal invasiv gemessen werden
(Meharg 1994, Kockenberger 2001). Durch Integration dieser Befunde konnen bekannte
Stoffwechselwege besser verstanden und bestimmten Zelltypen zugerechnet beziehungsweise
bekannten Molekiilen neue physiologische Funktionen zugeordnet werden (deRisi et al. 1997,
Outlaw und Zhang 2001).

Mittels der hier beschriebenen Techniken ist es in Zukunft moglich, nicht nur den Ist-Zustand in
Zellen besser als bisher zu beschreiben, sondern auch dynamische Vorgénge in vivo zu verfolgen.
Da die Analytik von Einzelzellen eine sehr hohe rdumliche und zeitliche Auflésung (Korolev et
al. 2000) ermoglicht, konnen Vorginge wie beispielsweise Pathogenbefall von Pflanzen besser
verstanden werden. Auch Prozesse in anderen Zelltypen wie Schlie- oder Geleitzellen kdnnen
durch Anwendung dieser Methoden besser aufgelost werden. Dies konnte zu neuen
physiologischen Erkenntnissen bei SchlieBzellbewegungen bzw. Phloembe- und entladung
fithren.

Die rasante Entwicklung von Mikrochips (Lab on a chip) zur Analyse kleinster Probenmengen
(Gawron et al. 2001, Lacher et al. 2001) birgt ein groBes Potential fiir die Untersuchung
einzelner Zellen, da hier die Verdiinnung der Proben keine Rolle mehr spielt. So konnten
Aminoséduren, Kohlenhydrate, Nukleinsduren und andere Substanzen bereits mittels Mikrochips

nachgewiesen werden. In Zukunft werden zudem Methoden eine groBere Rolle spielen, die
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weniger in den Stoffwechsel eingreifen und ein Extrahieren von Zellsaft umgehen. Dabei werden
vor allem Sensoren im nm-Bereich entscheidend sein. So wurden bereits optochemische
Fasersensoren (Lu und Rosenzweig 2000) und Sensoren, die auf (Antikdrper-) beschichteten
Nanopartikeln beruhen (Cullum et al. 2000, Clark et al. 1999), entwickelt. Aufgrund ihrer extrem
kleinen Abmessungen diirfte es nicht nur moglich sein einzelne Zellen, sondern sogar subzellulire
Kompartimente zu analysieren. So konnten bereits Toxine, pH-Wert und Ca" in einzelnen Zellen
gemessen werden. Ebenso ist es denkbar, Enzymtests in vivo direkt im Gewebe durchzufiihren.
Hierfiir wird ein fluoreszierendes Substrat benotigt (Haugland 1995), welches iiber eine Sonde mit
einem Durchmesser von wenigen Nanometern in die Zielzelle injiziert werden kann (Vo-Dinh et
al. 2000). Analog konnten so sogar in vivo-Lokalisationen von Proteinen vorgenommen werden,
wenn mit entsprechenden Antikorpern Antikdrpermarker koinjiziert wiirden, die an der Stelle des

Antikdrper-Antigen-Komplexes einen unldslichen Niederschlag bilden (Liddell und Weeks 1996).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden fiir die Analyse der Genexpression, verschiedener
Metabolitenkonzentrationen und dem Vorkommen von Proteinen in einzelnen pflanzlichen Zellen
getestet. Dabei wurden zum einen bestehende Methoden fiir die Einzelzellanalyse auf die
Modellpflanze Arabidopsis thaliana iibertragen. Zum anderen wurden Methoden verfeinert bzw.
weiter entwickelt, damit sie auf kleinste Probenmengen, die aus einzelnen Zellen von A. thaliana
gewonnen wurden, angewendet werden konnen. Als Zelltyp-spezifische Probennahmemethoden
wurden die minimal invasive Glaskapillarmethode sowie eine Methode zur Mikrodissektion

eingesetzt, welche die Anreicherung von Material aus eingebettetem Gewebe erlaubt.

Im ersten Teil der Arbeit wurden Strategien zur Analyse von Transkripten erarbeitet. Die ersten
Versuche zielten darauf ab, in mit Glaskapillaren genommenen Einzelzellproben verschiedener
Gewebeschichten RT-PCR durchzufiihren, um spezifische Transkripte nachweisen zu kdnnen.
Dies gelang fiir eine Reihe von Genen aus verschiedenen Pflanzenspezies. Dabei konnten sowohl
Transkripte stark wie auch schwach exprimierter Gene nachgewiesen werden.

Fir die Erstellung von Gewebe-spezifischen Expressionsprofilen war es notwendig, die in
vereinigten Zellproben enthaltene mRNA zunichst zu amplifizieren, um eine ausreichende Menge
fiir Arrayhybridisierungen zu erhalten. Vor der Vermehrung wurde die mRNA revers
transkribiert. Es wurden daran anschlieend verschiedene Amplifikationsstrategien getestet: Die
neben Tailing, Adapterligation und anderen PCR-basierenden Protokollen getestete Arbitrary-
PCR hat sich in dieser Arbeit als einfache und einzige Methode herausgestellt, die mit so geringen
cDNA-Mengen reproduzierbar arbeitet. Durch Gewebe-spezifische Array-hybridisierungen mit
der so amplifizierten RNA konnten schon bekannte Expressionsmuster verschiedener Gene,
vornehmlich solcher, die an der Photosynthese beteiligt sind, beobachtet werden. Es wurden aber
auch eine ganze Reihe neuer offensichtlich Gewebe-spezifisch exprimierter Gene gefunden.
Exemplarisch flir die differentiell exprimierten Gene konnte das durch Arrayhybridisierungen
gefundene Expressionsmuster der kleinen Untereinheit von Rubisco verifiziert werden. Hierzu
wurden Methoden zum Gewebe-spezifischen Northernblot sowie semiquantitativer und Echtzeit-
Einzelzell-RT-PCR entwickelt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Methoden zur Analyse von Metaboliten einschlielich
anorganischer lonen verwendet. Es stellte sich heraus, daB die multiparallele Methode der
Gaschromatographie-Massenspektrometrie keine geeignete Methode fiir die Analyse selbst vieler
vereinigter Zellinhalte ist. Daher wurde auf Kapillarelektrophorese zuriickgegriffen. Eine
Methode, die mit sehr kleinen Probenvolumina auskommt, eine hohe Trennung erzielt und zudem
extrem geringe Detektionslimits besitzt. Die Analyse von Kohlenhydraten und Anionen erfordert
eine weitere Optimierung. Uber UV-Detektion konnte die K'-Konzentration in verschiedenen
Geweben von A. thaliana bestimmt werden. Sie lag in Epidermis und Mesophyll mit ca. 25 mM
unterhalb der fiir andere Pflanzenspezies (Solanum tuberosum und Hordeum vulgare) publizierten
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Konzentration. Weiter konnte gezeigt werden, dal zwolf freie Aminosduren mittels einer auf
Kapillarelektrophorese basierenden Methode in vereinigten Zellproben von Cucurbita maxima
identifiziert werden konnten. Die Ubertragung der Methode auf A. thaliana-Proben muf jedoch
weiter optimiert werden, da die Sensitivitit selbst bei Laser induzierter Fluoreszenz-Detektion

nicht ausreichte.

Im dritten und letzten Teil der Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die die Analyse bekannter
wie unbekannter Proteine in Gewebe-spezifischen Proben ermdglicht. Hierzu wurde zur
Probennahme mittels mechanischer Mikrodissektion eine alternative Methode zur Laser Capture
Microdissection verwendet, um aus eingebetteten Gewebeschnitten distinkte Bereiche
herauszuschneiden und somit homogenes Gewebe anzureichern. Aus diesem konnten die Proteine
extrahiert und {iiber Polyacrylamidgelelektrophorese separariert werden. Banden konnten
ausgeschnitten, tryptisch verdaut und massenspektrometrisch die Primédrsequenz der
Peptidfragmente bestimmt werden. So konnten als Hauptproteine im Mesophyll die grof3e

Untereinheit von Rubisco sowie ein Chlorophyll bindendes Protein gefunden werden.

Die in dieser Arbeit entwickelten und auf die Modellpflanze Arabidopsis thaliana angewandten
Einzelzellanalysetechniken erlauben es in Zukunft, physiologische Prozesse besser sowohl
rdumlich als auch zeitlich aufzulésen. Dies wird zu einem detaillierteren Verstindnis

mannigfaltiger Vorginge in Pflanzen fiihren.
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Anhang 1. Arrayhybridisierungen, Vergleich Gesamtblatt bei Nacht und Tag

Anhang 1
Normalisierte Aktivitdten aller unterschiedlich und einiger gleich exprimierter Transkripte im Gesamtblatt von A. thaliana-Rosettenbléttern bei
Nacht und Tag. Représentiert sind sie durch die gefundenen, homologen ESTs. Sortiert sind sie in drei Gruppen nach ihrer Expressionsstarke und
innerhalb der Gruppen alphabetisch nach ihrer putativen Funktion. Fragezeichen markieren ESTs ohne Homologie. Es wurden pro Zeitpunkt drei
unabhingige Hybridisierungen durchgefiihrt. Die Durchschnitte der Quotienten (Aktivitdtnachytag) Sind grau unterlegt. Weitere Erlauterungen vgl.
Kap. 3.1.4.1.

Quotient der
EST-Nr. Nacht 1 Nacht 2 Nacht 3 Tagl Tag 2 Tag 3 Durchschnitte Putative Funktion
11802417 0,291322 0,706489 0,595778 351323 0,148175 0,17639  |0,415235355 ?
1200317 0,354833 0,295574 0,334086 0,369562 1,11002 0,84765  0,423032284 ?
122A12T7 0,489244 0,265047 0,345129 0,445867 0,851932 0,93612 0,492149212 ?
122P6T7 0,245011 0,256038 0,359519 0,189959 1,02168 1,09344  |0,373335578 ?
13412317 1,15203 0,647299 0,420491 0,427877 2,1821 3,43106 0,367456779 ?
137F22T7 1,49867 1,22674 0,998582 1,13371 2,78359 3,72532 0,487266409 ?
160A15T7 0,226196 0,271477 01 0,391262 0,369853 0,62058  |0,432565387 ?
160K24T7 01 0,224361 0,495827 0,189542 1,94774 045757 |0,316083132 ?
161P6T7 0,116012 0,279785 0,271647 0,0933483 1,30072 0,79922  ]0,304311607 ?
169N6T7 01 0,478953 0,305873 0,195483 1,35556 0,72207  ]0,38925806 ?
177K9T7 0,152161 0,118247 0,123964 0,09686 0,37989 0,38069  |0,459942293 ?
177M6T7 1,5869 0,878248 0,993452 0,734593 4,45325 6,23442  0,302794639 ?
178P2T7 1,02473 1,80287 0,891698 3,33087 1,69609 2,45101  |0,497367334 ?
180B2T7 0,431954 0,258268 0,371444 0,371389 1,15695 1,59885  |0,33949531 ?
1863777 0,552756 0,31868 01 0,29817 1,00915 1,10506  |0,402687802 ?
222J13T7 0,318185 0,239783 0,196952 0,287801 0,578385 0,74773  |0,467755817 ?
229P11T7 0,362572 0,392078 01 0,498979 0,554573 0,8084 0,45900729 ?
24013T7 0,0661302 0,0748762 0,27043 0,767635 0,0505373  [0,1 0,448103695 ?
241D5T7 0,478541 0,339928 0,753415 0,588369 1,4465 1,25151  |0,478302716 ?
62H11T7 0,860229 0,288291 0,558545 0,450424 2,15825 1,32918  |0,433501344 ?
E11A3T7 0,331617 0,358234 0,546576 0571972 0,897677 1,13343  |0,474986353 ?
E11B3T7 0,310425 0,42378 2,54939 0,471911 3,73602 2,38038  |0,498397085 ?
ESA5T7 0,128673 0,0885659 0,1 0,141907 0,353016 0,21903  |0,444342057 ?
E6A12T7 1,06805 0,721918 0,80082 0,793801 2,56069 3,6988 0,367316193 ?
E7E6T7 0,810574 0,392876 0,538645 0,521047 2,10096 1,53639  |0,418934267 ?
F2H6T7 0,185413 0,274613 0,1 0,520143 0,331063 0,35633  |0,463775821 ?
F7E2T7 0,257757 0,350141 0,419102 1,46264 0,487999 0,55686  |0,409571939 ?
F7E9T7 0,138359 0,20154 01 0,764537 0,1 0,14437  |0,436014979 ?
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Anhang 1. Arrayhybridisierungen, Vergleich Gesamtblatt bei Nacht und Tag

Quotient der

EST-Nr. Nacht 1 Nacht 2 Nacht 3 Tagl Tag 2 Tag 3 Durchschnitte Putative Funktion
G10F4T7 0,171929 01 01 0,1 0,34789 0,31684  ]0,486353989 ?
G11A9T7 0,1 0,257077 0,279867 0,228963 0,672417 0,39178  0,49255039 ?
G3D10T7 0,1 0,0546254 0,173729 0,369272 0,175733 0,17883  |0,453630933 ?
E2D1T7 0,0311199 0,0685184 0,0824488 0,110298 0,056698 0,65569  ]0,221331902 ATPase epsilon Untereinheit
24211877 0,1 0,218248 1,12636 0,279957 1,84454 1,10081 0,447897828 Auxin-reprimiertes Protein
G8G11T7 0,0935443 0,0807665 0,1 0,101663 0,205541 0,27367  |0,472237228 Calcium-abhéngige Proteinkinase 19
E2H1T7 0,275055 0,511041 0,353206 0,71393 0,754795 0,85555  0,490175216 Carboanhydrase 2
122N6T7 1,63221 0,930108 1,53533 1,74485 4,55287 583279  |0,337796844 Chlorophyll a/b bindendes Protein
183015T7 0,974942 0,405646 0,620952 0,376482 3,50132 4,65224  |0,234645972 Chlorophyll a/b bindendes Protein
241G19T7 0,516159 0,341181 0,899373 0,687505 1,49071 1,3981 0,49120757 Chlorophyll a/b bindendes Protein
E12E4T7 3,06504 0,836255 1,59484 1,165 5,19681 584813  0,450136119 Chlorophyll a/b bindendes Protein
E2E1T7 1,17984 0,859235 1,68612 1,28091 6,25226 4,63785  |0,306070896 Chlorophyll a/b bindendes Protein
E6C11T7 454972 1,12768 2,01773 1,63152 8,12296 6,82102 0,464247232 Chlorophyll a/b bindendes Protein
E8CIT7 2,80703 0,836962 1,55155 1,23273 5,81728 557797  ]0,411430965 Chlorophyll a/b bindendes Protein
G5H5T7 0,464891 01 0,986931 0,945936 1,78263 1,38709  |0,377053379 Chlorophyll a/b bindendes Protein
130E5T7 2,20348 1,09429 1,0463 0,740718 3,79882 4,60157 0,475223572 Chlorophyll a/b bindendes Protein
E1E8T7 3,11309 1,05905 1,05363 1,59091 6,6311 6,33169  0,359068141 Chlorophyll a/b bindendes Protein (LHCP AB 140)
E5D11T7 5,02354 1,60623 3,12473 2,79568 13,2432 12,3473 |0,34363553 Chlorophyll a/b bindendes Protein (LHCP AB 140)
E5G8T7 0,117997 0,148905 0,267303 0,192968 0,497439 0,39712  0,491209438 Chlorophyll a/b bindendes Protein CP29
89B10T7 1,93019 1,06039 0,818594 0,656361 6,42178 8,29877  |0,247720365 Chlorophyll a/b bindendes Protein des LHC Il Typ 1 Vorlaufers
E8F3T7 0,835901 0,306536 0,1 0,41573 1,43524 2,0628 0,317452737 Chlorophyll a/b bindendes Protein LHC Il Type Il
ESF1T7 0,743331 0,244384 0,245259 0,317926 1,25339 2,19787 0,327119436 Chlorophyll a/b bindendes Protein LHCII Type Il
196M22T7 0,226164 0,680531 0,503714 2,48522 0,190984 0,3964 0,459027262 Dehydrin
178M4T7 1,98983 1,01803 1,28286 1,24211 3,00247 4,46243  |0,446623872 gene M4 protein
121P8T7 0,391628 0,430173 01 1,06463 0,632926 0,54429  ]0,411180365 Glutathionperoxidase
185B10T7 0,23207 0,200906 0,181214 0,179979 0,411503 0,66696  |0,488056254 Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase
172M6T7 0,319897 0,606125 0,949736 0,203229 2,39865 153377 |0,453558317 Glycin-reiches Protein
181E13T7 0,22126 0,149413 0,187929 0,244858 0,376938 0,56042  0,47250298 hypothetical protein
225A18T7 1,79403 1,78772 6,43123 13,935 2,8662 3,53119  0,492464486 Jasmonat induzierbares Protein
E7G1T7 0,480756 0,253695 0,429717 0,360033 1,18391 0,90647  0,475089944 K Polypeptid (4 kDa) des Photosystem Il
178M11T7 1,03914 0,950677 0,765861 1,07591 4,68607 4,67592  |0,264006936 Katalase 3
12202717 0,285028 0,0973461 0,148736 0,136598 0,733904 0,95455  10,291011101 Lichtsammelkomplex Typ Ill, LHC II
231J2T7 0,494755 0,394174 01 0,596762 0,654244 1,56476  ]0,351211358 LichtsammelkomplexChlorophyll a/b bindendes Protein
106F16T7 0,508535 0,270718 0,379308 0,244569 1,62168 1,46147  ]0,348154697 LichtsammelkomplexChlorophyll a/b bindendes Protein
171D5T7 0,538332 0,242481 0,416482 0,405988 1,20243 1,10286  |0,441598021 LichtsammelkomplexChlorophyll a/b bindendes Protein
183K19T7 0,48433 0,432251 0,466554 0,526682 1,43655 1,44127  0,406266467 LichtsammelkomplexChlorophyll a/b bindendes Protein
24931077 0,738939 0,232497 0,572056 0,49677 1,30598 1,36313  |0,487539641 LichtsammelkomplexChlorophyll a/b bindendes Protein
138A20T7 0,497417 0,635678 0,604722 3,30597 0,275135 0,28287  0,449748161 Metallothionein
128N22T7 1,13395 0,444935 0,460888 0,274687 1,83689 3,7695 0,346836642 Phenylalaninammoniumlyase
G4B11T7 0,1 0,181678 0,354862 0,278969 1,34041 0,1 0,37021506 Phosphoglucomutase
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Quotient der

EST-Nr. Nacht 1 Nacht 2 Nacht 3 Tagl Tag 2 Tag3 Durchschnitte Putative Funktion
22811817 0,543388 0,234075 0,5616 0,7352 0,507659 1,44539  |0,498117176 Photosystem | 9 KDa Protein
E1F6T7 0,389217 0,321455 0,976439 0,484493 2,2497 1,34222 0,41387146 Photosystem | 9 KDa Protein
E12F3T7 0,670601 0,4545 0,926489 0,843938 1,73403 1,90974  |0,45715764 Photosystem | Untereinheit PSI-E
135K20T7 0,251823 0,140149 0,194262 0,144022 0,453791 0,83382  |0,409485658 Photosystem Il
92C3T17 1,20426 1,90281 2,01799 2,67249 4,91999 3,39867  |0,466289697 Photosystem I 10 kDa Polypeptide
E5G6T7 0,795658 2,23503 2,41624 3,32543 3,88269 3,73225  0,497874204 Photosystem I 10 kDa Polypeptide
180A24T7 1,74587 0,335389 1,06084 0,744949 4,17348 4,74739  |0,32507323 Photosystem Il Typ | Chlorophyll a /b bindendes Protein
135G20T7 1,56522 1,11927 0,605818 1,14938 2,93532 3,74836  0,420053976 Photosystem Il Typ | Chlorophyll a /b bindendes Protein
156J2177 2,31604 1,00887 1,1959 1,45427 5,13604 4,05248  |0,39165661 Photosystem Il Typ | Chlorophyll a /b bindendes Protein
187D7T7 1,91514 0,641206 1,11642 0,392018 4,68497 6,83414  0,308347455 Photosystem Il Typ | Chlorophyll a /b bindendes Protein
E11C11T7 1,46905 0,841047 0,819885 0,866851 2,75452 3,174 0,460605021 Protein der inneren Mitochondrienmembran
E12C2T7 0,3193 0,193042 0,1 0,325282 0,92874 0,44276  |0,360883458 Proteinkinasehomolog
1101277 0,278334 0,375129 0,0898059 0,669925 0,492897 0,33311  |0,496861745 Putative Proteinkinase
E2F11T7 0,307924 0,346736 0,35959 0,448602 1,50988 1,62608  |0,282949493 Ahnlich einem ribosomalen Protein L18
E1H12T7 0,0986961 0,116954 01 0,272577 0,218669 0,15846  0,485836781 RNA Polymerase Il Untereinheit 9
178M17T7 0,531886 0,474903 0,360093 0,730179 0,941248 1,29351  |0,461015529 S-Adenosylmethionindecarboxylase
240A11T7 0,131199 0,0887907 01 0,218488 0,559542 0,1 0,364440509 Trans-cinnamat-4-hydroxylase
201F2T7 0,260988 0,171771 0,440005 0,56906 0,540197 0,68424  0,486627507 Typ 2 Lichtsammelkomplex Chlorophyll a/b bindendes Polypeptid
91D12T7 0,383834 1,29659 0,504401 3,06572 0,598362 0,76029  |0,49381618 Ubiguitin-ahnliches Protein
186H11T7 0,243661 0,266674 0,267147 0,394714 0,653506 0,81879 0,416431844 unknown protein
168H2T7 0,496388 1,26701 0,785121 1,39531 0,77589 0,81442  |0,853597627 Actin ACT2
192P1T7 0,146905 0,204518 0,204796 0,225595 0,135765 0,18809  |1,118181173 {3 Tubulin
170B22T7 0,191842 0,292448 0,21415 0,300799 0,198492 0,27009 0,907797068 Cyclophilin
232A19T7 1,08574 1,05225 6,63986 7,04892 0,820223 1,06016  |0,983038654 Translationsfaktor 1 a
109C13T7 0,77015 0,598626 5,92305 2,29804 0,72694 0,53461  |2,048502229 ?
111B23T7 1,23538 0,633285 0,621888 0,426461 0,434992 0,26692  |2,207201323 ?
111M24T7 0,468866 2,29181 0,354447 0,506248 0,534164 043526  |2,110993198 ?
115E7T7 2,08068 0,916082 3,42114 1,74863 0,89627 0,54114 2,014380852 ?
120M10T7 0,0721814 1,29153 0,813348 0,235901 0,132355 01 4,649293122 ?
121B16T7 1,70015 0,533407 0,327836 0,379672 0,250292 048899  |2,289102025 ?
123D12T7 3,34355 4,02985 2,78685 2,8329 1,0598 0,64775 2,237719714 ?
15012177 1,07957 0,1 0,362768 0,281844 0,385021 0,1 2,011224922 ?
194E3T7 2,84898 3,24146 4,23194 3,25054 0,850937 0,73668  |2,133536441 ?
195K6T7 3,34202 3,61033 4,29481 397789 0,905571 0,70367  |2,013048564 ?
198G3T7 0,143957 0,307035 4,82585 0,533313 0,561592 0,69064  |2,955314994 ?
206M1T7 1,89927 2,49641 1,03189 1,232 0,897915 0,5546 2,02180504 ?
23101977 0,225361 0,107615 1,68584 0,241938 0,526419 0,17972  |2,129382033 ?
245B2T7 7,99447 1,53088 1,71673 1,60214 1,83979 1,89831 2,105163813 ?
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Anhang 1. Arrayhybridisierungen, Vergleich Gesamtblatt bei Nacht und Tag

Quotient der

EST-Nr. Nacht 1 Nacht 2 Nacht 3 Tagl Tag 2 Tag 3 Durchschnitte Putative Funktion
64D8T7 0,630679 11,5209 7,36628 6,16704 1,32873 1,5565 2,156128684 ?
65G12T7 2,18915 3,4471 13,7628 0,149223 3,04699 0,97122 4,654919219 ?
81D1T7 0,421597 1,76825 1,46229 0,20156 0,580786 0,37085  |3,166978121 ?
8912417 1,22126 1,4662 6,74177 0,0763636 1,58205 0,60263  |4,170299945 ?
92M11T7 3,06658 1,61407 1,19481 1,01613 0,809002 0,66024  |2,364012528 ?
98D15T7 8,41705 3,90575 2,76094 4,24756 1,76838 1,1873 2,094021579 ?
E7D1T7 0,199862 1,61177 0,356591 0,55491 0,304464 01 2,260039359 ?
88G19T7 4,85875 0,924868 3,19746 2,57833 0,951888 0,36625  |2,304929725 Hitze und Séure-stabiles Phosphoprotein, 28KDa
106L20T7 0,073777 0,359711 0,431802 0,12086 0,0993482  [0,1 2,702273084 Hitzeschockprotein 70
196F17T7 4,58956 5,48298 8,03308 6,20609 1,22364 1,59784  |2,005591759 hypothetisches Protein
11112077 0,475893 6,00818 421774 3,10593 0,708147 0,42825  |2,52262684 Photosystem | Reaktionszentrum, Untereinheit PSAN
104C2T7 0,381486 0,475877 1,39023 0,124457 0,474461 0,19196 2,841899562 ribosomal protein L19 like
111L8T7 0,124857 0,442012 0,379146 0,126036 0,122752 0,10459 2,677062522 Sulfitreduktasestruktur bei 1,6 Angstrom Auflésung Oxidoreduktase, Sirohdm
91J217 0,0791969 0,282601 0,335727 0,0759949 0,0848088  [0,08357  |2,854369731 Thioredoxin
87EAT7 1,95277 8,16751 7,09213 5,37388 1,36521 058796  |2,349160262 Transkriptionsfaktor L2
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Anhang 2. Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll

Anhang 2

Normalisierte Aktivititen aller unterschiedlich und einiger gleich exprimierter Transkripte in vereinigten Zellproben der Epidermis und des
Mesophylls von A. thaliana-Rosettenblattern. Représentiert sind sie durch die gefundenen, homologen ESTs. Sortiert sind sie in drei Gruppen nach
ihrer Expressionsstdrke und innerhalb der Gruppen alphabetisch nach ihrer putativen Funktion. Fragezeichen markieren ESTs ohne Homologie. Es
wurden pro Gewebe drei unabhéngige Hybridisierungen durchgefiihrt. Die Durchschnitte von zwei der drei Quotienten (AktivitétgpigermisMesophyil)

sind grau unterlegt. Weitere Erlduterungen vgl. Kap. 3.1.4.3.

Durchschnitt der
EST-Nr. Epidermis 1| Mesophyll 1 | Epidermis 2 |Mesophyll 2 | Epidermis 3 | Mesophyll 3 Quotient 1 Quotient 2 Quotienten Putative Funktion
135H3T7 0,1 10,6536 33,7124 234,818 01 9,11158 0,009386498 0,010975045 0,010180772 ?
22012177 0,1 9,00589 23,7701 302,632 01 22,4058 0,011103844 0,00446313 0,007783487 ?
13412377 1,20524 1,71375 0,1 8,63118 0,1 5,43495 0,011585901 0,018399433 0,014992667 ?
132P9T7 0,71441 0597053 |0,1 8,52071 0,1 4,50786 0,011736111 0,022183475 0,016959793 ?
137C1T7 0,1 0,627113 |0,1 8,49352 0,1 2,79281 0,011773682 0,035806231 0,023789956 ?
133N11T7 0,1 5,0894 8,8521 151,886 01 8,51963 0,019648682 0,011737599 0,01569314 ?
H3H12T7 0,1 0,849947 |0,1 0,1 0,1 1,88608 0,117654395 0,05302002 0,085337208 ?
G7D10T7 01 3,56948 13,58 01 01 2,94475 0,028015285 0,03395874 0,030987013 ?
95CIT7 01 3,21085 01 24,6115 01 8,25887 0,031144401 0,012108194 0,021626297 ?
248A14T7 0,1 3534 32,6339 01 01 10,4282 0,028296548 0,009589383 0,018942965 ?
134H20T7 1,03935 24,7799 55,2562 717,076 0,1 17,9067 0,041943269 0,005584502 0,023763885 ?
24511217 01 1,32203 01 01 01 2,13025 0,075641249 0,046942847 0,061292048 ?
251P15T7 0,1 1,99587 0,1 0,1 0,1 4,43014 0,050103464 0,02257265 0,036338057 ?
F3B6T7 0,1 1,49882 0,1 0,882697 0,066719152 0,113289158 0,090004155 ?
247L8T7 0,1 2,23495 11,689 0,1 0,1 4,24682 0,04474373 0,02354703 0,03414538 ?
2401777 01 1,17667 01 1,49247 0,084985595 0,067003022 0,075994308 ?
249M15T7 0,1 1,46993 0,1 0,1 0,1 0,801445  |0,06803045 0,124774626 0,096402538 ?
190D1T7 0,1 1,46689 8,83114 0,1 01 3,05186 0,068171438 0,032766903 0,05046917 ?
187D4T7 0,1 1,45495 11,2717 0,1 0,1 1,85979 0,068730884 0,053769512 0,061250198 ?
184K11T7 0,1 1,40048 01 0,1 01 1,34782 0,07140409 0,074193883 0,072798987 ?
2421977 0,1 1,36127 0,1 0,543582 0,073460812 0,183964885 0,128712849 ?
1790917 0,1 1,35709 01 0,834381  [2,14432 1,39039 0,07368708 0,119849325 0,096768203 ?
245N23T7 0,1 2,50479 13,6365 0,1 0,1 5,08971 0,039923507 0,019647485 0,029785496 ?
246N12T7 0,1 1,24548 11,0431 0,1 01 3,89912 0,08029033 0,025646813 0,052968571 ?
H1F11T7 0,1 15,6599 0,1 2,11035 0,006385737 0,047385505 0,026885621 ?
245K22T17 0,1 2,30548 21,9625 11,8861 0,1 6,35542 0,043374915 0,015734601 0,029554758 ?
246N13T7 0,1 1,1819 10,651 5,40968 0,1 6,32782 0,084609527 0,015803231 0,050206379 ?
H1E3T7 0,1 1,17223 01 0,1 0,1 1,27259 0,085307491 0,078579904 0,081943697 ?
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Anhang 2. Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll

Durchschnitt der

EST-Nr. Epidermis 1| Mesophyll 1 | Epidermis 2 |Mesophyll 2 | Epidermis 3 | Mesophyll 3 Quotient 1 Quotient 2 Quotienten Putative Funktion
138E13T7 0,1 1,13054 0,1 0,1 0,1 0,721421  0,088453306 0,138615316 0,113534311 ?
H1AST7 0,1 13,1606 0,1 0,918304 0,007598438 0,1088964 0,058247419 ?
H8B2T7 0,1 1,06125 7,85947 0,1 0,1 3,99309 0,094228504 0,025043262 0,059635883 ?
246G18T7 0,1 2,0169 0,1 0,1 0,1 3,03779 0,04958104 0,032918668 0,041249854 ?
244P6T7 0,1 1,47569 15,5206 7,4709 0,1 8,80534 0,06776491 0,011356745 0,039560827 ?
251F24T7 01 0,985858  [2,06082 01 01 2,10051 0,101434487 0,047607486 0,074520986 ?
249E7T7 0,1 1,95544 0,1 2,08897 0,051139386 0,047870482 0,049504934 ?
246G20T7 0,1 1,49101 0,1 0,1 0,1 344217 0,067068631 0,029046378 0,048057505 ?
246G17T7 0,1 2,24534 16,0376 9,12853 0,1 8,05491 0,044536685 0,012414788 0,028475736 ?
GIEIT7 01 4,99344 0,1 0,594144 0,020026274 0,168309366 0,09416782 ?
229E21T7 1,26016 3,78348 10,2165 90,0719 1,78165 33,125 0,113426052 0,05378566 0,083605856 ?
E5F3T7 0,1 0,84428 0,1 0,1 0,1 1,03575 0,118444118 0,096548395 0,107496256 ?
H4G2T7 0,1 5,89012 0,1 0,701288 0,016977583 0,142594768 0,079786176 ?
21706T7 0,1 0,767076 0,1 0,1 0,1 1,21213 0,130365179 0,082499402 0,10643229 ?
24611777 0,1 0,983196 |0,1 2,12595 0,10170912 0,047037795 0,074373457 ?
12512477 01 0,680525  [0,1 0,1 01 1,12292 0,146945373 0,089053539 0,117999456 ?
120C20T7 0,1 0,67091 1,90215 0,1 0,1 0,835747  0,149051289 0,119653436 0,134352362 ?
246M8T7 0,1 0,629935 |0,1 0,1 0,1 1,05677 0,158746537 0,09462797 0,126687254 ?
197F21T7 0,1 0,567466 0,1 0,1 0,1 1,1802 0,176222012 0,084731401 0,130476706 ?
G6H6T7 01 3457 0,1 0,635287 0,028926815 0,157409171 0,093167993 ?
122B23T7 0,1 0,495955 |0,1 0,1 0,1 0,725486  |0,201631196 0,137838635 0,169734916 ?
13411877 2,60587 12,6156 40,1152 306,978 01 57,7905 0,130677768 0,001730388 0,066204078 ?
247K8T7 0,1 2,89051 15,5963 6,12286 0,1 8,14627 0,034595971 0,012275557 0,023435764 ?
E7H6T7 0,1 1,04848 01 0,1 0,1 1,24367 0,095376164 0,080407182 0,087891673 40S ribosomales Protein S12
247A3T7 0,1 1,53329 13,8228 5,49614 0,1 9,50568 0,065219234 0,010520026 0,03786963 AA404382 kommt von diesem Gen
240P4T7 0,1 0,990762  |0,1 0,1 0,1 0,99721 0,100932414 0,100279781 0,100606097 Alkoholdehydrogenase Homolog
1341777 3,40081 14,6656 44,8974 305,67 0,1 87,1923 0,146881931 0,00114689 0,074014411 Ankyrin Homolog
269D12T7 0,1 1,25937 01 0,1 0,1 1,57346 0,079404782 0,063554205 0,071479494 Caltractin
GI9G5T7 0,1 3,3788 0,1 0,1 0,1 0,885124  0,029596306 0,112978521 0,071287413 Carboanhydrase
188G1T7 1,45086 1,12182 0,1 12,7705 0,1 5,34455 0,007830547 0,018710649 0,013270598 Carboanhydrase, chloroplastidarer
H2E7T7 0,1 0,97498 7,88048 3,70798 0,1 3,74862 0,102566206 0,026676484 0,064621345 Chloroplasthiillen Ca2+-ATPase Vorldufer
246G5T7 0,1 1,23917 8,82393 0,1 0,1 4,47737 0,080699178 0,02233454 0,051516859 chloroplastidare Fruktosebisphosphataldolase
1783217 3,20068 3,72762 0,1 1,90187 0,1 1,01238 0,05258 0,098777139 0,07567857 ECA Protein 39
134M20T7 1,4637 1,27587 0,1 9,72061 01 4,04743 0,01028742 0,024707036 0,017497228 F21B7.31
242PATT 0,1 1,48273 10,0582 0,1 0,1 3,11814 0,067443162 0,032070401 0,049756782 Glutaminsynthetase
249E23T7 0,1 2,13322 0 3,82779 01 2,23547 0,04687 0,0261247 0,03649735 Glycin reiches Protein
20412277 0,72415 1,03637 0,1 2,71707 0,1 1,28141 0,036804352 0,078039035 0,057421693 Hauptlatexprotein Typ 1
245B9T7 0,1 0,714617 0,1 0,1 0,1 1,38569 0,139935098 0,072166213 0,106050656 Hetzeschock verwandtes Protein 80
2471577 0,1 1,03478 0,1 0,1 0,1 1,60463 0,096638899 0,062319662 0,079479281 HSC70-G7 Protein (Hitzeschockprotein)
17031677 0,1 3,4168 0,1 27,8025 0,1 16,0702 0,029267151 0,006222698 0,017744924 Jasmonat induziertes Protein
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Anhang 2. Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll

Durchschnitt der
EST-Nr. Epidermis 1| Mesophyll 1 | Epidermis 2 |Mesophyll 2 | Epidermis 3 | Mesophyll 3 Quotient 1 Quotient 2 Quotienten Putative Funktion
220F8T7 0,59105 10,0787 31,5288 384,583 1,33339 27,4519 0,058643377 0,048571866 0,053607621 Kélte und ABA reguliertes Gen
G5F10T7 0,1 2,63317 0,1 0,1 0,1 26,913 0,037977039 0,003715676 0,020846358 Katalase 3
186G10T7 0,1 1,31671 0,1 0,1 0,1 1,48037 0,075946868 0,06755068 0,071748774 kleines GTP-bindendes Protein
246B12T7 0,1 2,51784 16,3071 0,1 0,1 10,0206 0,039716582 0,009979442 0,024848012 L-Ascorbatperoxidase (cytosolisch)
G7B8T7 0,1 2,93789 0,1 0,1 0,1 3,715 0,034038034 0,0269179 0,030477967 Monodehydroascorbatreduktase
H2H12T7 10,3542 12,6446 0,1 6,47447 0,1 2,76937 0,01544528 0,036109296 0,025777288 MRP-ghnlicher ABC Transporter
186G17T7 0,1 1,04599 0,1 0,1 0,1 1,76461 0,095603208 0,056669746 0,076136477 NADH-Glutamatsynthase
249K8T7 1,79462 2,01108 0,1 0,786447 10,1 0,602368  |0,12715415 0,166011475 0,146582812 O-acetylserin(thiol)lyase
242N13T7 0,1 1,12986 0,1 0,1 0,1 0,624816 0,088506541 0,160047118 0,124276829 Phospholipidtransferprotein
18812177 0,1 0872738 0,1 0,1 0,1 1,64801 0,114581925 0,060679243 0,087630584 plastidére Pyruvatkinase
G10A6T7 0,1 5,75798 2,8642 1,14801 0,1 1,27786 0,01736 0,078255834 0,047807917 Proteinkinase ADK1
156F19T7 0,1 1,5086 0,1 0,1 0,1 0,540489  |0,066286623 0,185017641 0,125652132 putative beta-Ketoacyl-CoA-Synthase
132013717 0,29569 1,05271 2,57862 27,7051 0,1 6,74264 0,093073838 0,014830986 0,053952412 putative Pektinesterase
13207717 0,54321 1,01952 0,1 17,8992 0,1 5,37692 0,005586842 0,018598008 0,012092425 Rho-&hnliches GTP bindendes Protein
249E8T7 0,1 1,14087 6,53063 0,1 0,1 3,78619 0,087652406 0,026411775 0,057032091 ribosomales Protein L12
150L7T7 1,18841 1,52272 0,1 1,50239 0,1 1,37533 0,066560613 0,072709822 0,069635218 ribosomales Protein YL16
135H24T7 01 0,926531  |0,1 01 01 1,88067 0,10792947 0,05317254 0,080551005 Salzstress induziertes intrinsisches Tonoplastenprotein
157F23T7 0,1 1,99568 0,1 0,1 0,1 3,74294 0,050108234 0,026716966 0,0384126 Ser/Thr Proteinkinase
186F24T7 0,1 1,19609 0,1 0,1 0,1 0,810845  0,083605749 0,123328133 0,103466941 seven in absentia isolog
142E13T7 0,1 4,91156 0,1 0,1 0,1 3,92234 0,02036013 0,025494985 0,022927558 SIEP1L Protein
220E7T7 1,21657 0,1 0,1 9,8441 0,1 3,36733 0,010158369 0,029697119 0,019927744 Thioglukosidglukohydrolase
229E20T7 0,1 2,44073 9,65335 68,9716 1,43461 8,27751 0,040971349 0,173314197 0,107142773 transkriptional kontrolliertes Tumorprotein Homolog
245C12T7 01 1,26686 01 01 01 2,17817 0,07893532 0,045910099 0,06242271 Trockenheit induzierte Cysteinproteinase RD19A Vorlaufer
251J1177 0,1 2,37005 5,74617 0,1 0,1 3,4158 0,042193203 0,029275719 0,035734461 Valosin-enthaltenes Protein
G1A11T7 01 2,20568 01 01 01 1,79781 0,045337492 0,05562323 0,050480361 Vorldufer der (R)-(+)-Mandelonitrillyase Isoform MDL3
Vorldufer der o Untereinheit eines Rubisco Untereinheit
G3H3T7 0,1 2,99531 0,1 0,1 0,1 1,53158 0,033385526 0,065292051 0,049338789 bindenden Proteins
Vorldufer eines chloroplastidaren Hitzeschock involvierten 70
GIF2T17 0,1 7,01276 0,1 0,538369 0,014259721 0,185746208 0,100002964 KDa Stromaproteins
G12A7T7 01 1,73896 0,1 7,51647 0,057505636 0,013304117 0,035404877 Zellulase
246P8T7 0,1 2,8562 16,8188 5,53088 01 12,904 0,035011554 0,007749535 0,021380544 zyotolische Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase
179L2T7 0,1 1,55682 5,71797 0,1 0,1 1,35582 0,064233502 0,073756103 0,068994802 zytosolische Glutaminsytnetase
168H2T7 0,1 2,39711 0,1 0,1 0,1 0,1 Actin 2
170B22T7 1,93723 1,54947 0,1 0,1 0,1 0,1 Cyclophilin
192P1T7 0,96508 0,631271 |0,1 0,1 0,0167 0,0208 1,528788745 0,802884615 1,505633589 {3 Tubulin
232A19T7 1,67115 1,10266 8,95472 0,1 0,1 0,1 Elongationsfaktor 1 o
135A2T7 0,46009 0,1 0,1 0,1 1,31628 0,1 4,60092 13,1628 8,88186 ?
19605T7 0,60224 0,1 3,821 0,1 1,85729 0,1 6,0224 18,5729 12,29765 ?
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Anhang 2. Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll

Durchschnitt der
EST-Nr. Epidermis 1| Mesophyll 1 | Epidermis 2 |Mesophyll 2 | Epidermis 3 | Mesophyll 3 Quotient 1 Quotient 2 Quotienten Putative Funktion
133B5T7 0,63822 0,1 2,36494 0,1 0,1 0,1 6,38224 23,6494 15,01582 ?
222P9T7 0,1 0,584366  |6,83527 0,1 2,22041 0,1 68,3527 22,2041 45,2784 ?
122L17T7 1,00861 0,1 2,8511 0,1 0,1 0,1 10,0861 28,511 19,29855 26S Proteasom ATPase Untereinheit
136H4T7 1,34479 0,1 1,91988 0,1 0,1 0,1 13,4479 19,1988 16,32335 &hnlich zum 60S ribosomalen Protein L17
ahnlich zum Phaseolin  G-box bindenden Protein PG2,
134G9T7 1,69224 0,1 5,45967 0,1 01 0,722374  [16,9224 54,5967 35,75955 Transkriptionsfaktor ahnliches Protein
91C4T7 2,03775 01 4,71229 01 01 01 20,3775 47,1229 33,7502 Aminocyclopropan-1-carboxylatoxidase (ACC Oxidase)
122)4T7 5,33051 0,1 5,82007 0,1 0,1 0,1 53,3051 58,2007 55,7529 ATP-abhéngige Clp Protease, ATP-bindende Untereinheit
24801317 2,32581 0,1 0,1 0,1 1,87346 0,1 23,2581 18,7346 20,99635 CF0 ATP Synthase Untereinheit 9
160C9T7 4,86385 0,1 32,5357 0,1 0,1 0,1 48,6385 325,357 186,99775 Cytochrom P450 &hnliches Protein
98D6T7 5,28845 0,1 16,3403 0,1 0,1 0,1 52,8845 163,403 108,14375 Cytochrom P450 &hnliches Protein
Cytochrom  P450-involviert in einen frilhen Schritt der
122K4T17 2,80212 0,1 2,22921 0,1 0,1 0,1 28,0212 22,2921 25,15665 Gibberellinbiosynthese
13212477 1,99712 01 4,67888 01 01 01 19,9712 46,7888 33,38 durch Wundstress induziert
115K16T7 4,43813 0,1 11,9657 0,1 0,1 0,1 44,3813 119,657 82,01915 Glutathionsynthetase
99A16T7 2,60907 0,1 3,36545 0,1 0,1 0,1 26,0907 33,6545 29,8726 HSP70-ghnliches Protein
227TM16T7 1,58687 0,1 2,77404 0,1 0,1 0,1 15,8687 27,7404 21,80455 Metallothionein-&hnliches Protein
196B7T7 1,95059 01 3,18321 01 01 01 19,5059 31,8321 25,669 mdglicher mar Operatorrepressor MarR
206G21T7 0,70507 0,1 3,35926 1,33547 1,4434 0,1 7,05065 14,434 10,742325 Phosphopyruvathydratase
232D16T7 0,57757 0,1 0,744538 0,1 0,1 0,1 5,77574 7,44538 6,61056 Polyubiquitin
162K16T7 1,44676 0,1 4,20527 0,1 0,1 1,39627 14,4676 42,0527 28,26015 ribosomale Protein 30S Untereinheit
83H5T7 1,40734 01 2,74503 01 01 01 14,0734 27,4503 20,76185 somatische Embryogenese Rezeptor-ghnliche Kinase
92A21T7 4,02811 0,1 14,9069 0,1 0,1 0,1 40,2811 149,069 94,67505 Ubiquitin konjugierendes Enzym Homolog
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Anhang 3. Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll am Tag

Anhang 3

Normalisierte Aktivititen aller unterschiedlich und einiger gleich exprimierter Transkripte in vereinigten Zellproben der Epidermis und des

Mesophylls von A. thaliana-Rosettenblattern am Ende der Lichtperiode. Reprisentiert sind sie durch die gefundenen, homologen ESTs. Sortiert

sind sie in drei Gruppen nach ihrer Expressionsstirke und innerhalb der Gruppen alphabetisch nach ihrer putativen Funktion. Fragezeichen

markieren ESTs ohne Homologie. Die Quotienten (Aktivitétgpigermis Tag/Mesophyll Tag) SINd grau unterlegt. Weitere Erlduterungen vgl. Kap. 3.1.4.4.

EST-Nr. Epidermis Tag | Mesophyll Tag Quotient Putative Funktion
E6A10T7 0,0355202 0,227072 0,156427036 ?
G8C4T7 0,0477475 0,298411 0,160005831 ?
76E12T7 0,0579453 0,315717 0,183535571 ?
E3F2T7 0,0531911 0,324205 0,164066254 ?
E11A6T7 0,0632033 0,332481 0,190095975 ?
E7B4T7 0,0379491 0,402922 0,094184731 ?
128J1T7 0,0798856 0,417458 0,191362005 ?
G4A8T7 0,0449944 0,444901 0,101133511 ?
GT7H11T7 0,0727996 0,454128 0,160306345 ?
109G5T7 0,0865366 0,485037 0,178412369 ?
85C6T7 0,0844193 0,503965 0,167510244 ?
79A3T7 0,0969579 0,513507 0,188815148 ?
G5A6T7 0,0323141 0,571956 0,056497528 ?
67GAT7 0,111901 0,653485 0,171237289 ?
22512177 0,076462 0,681449 0,112205022 ?
132F7T7 0,138459 0,79765 0,173583652 ?
173024717 0,09518 0,800436 0,118910194 ?
E8FATY 0,0577545 0,856862 0,067402335 ?
226P8T7 0,120057 0,896104 0,133976637 ?
F3A9T7 0,112459 0,912838 0,123197106 ?
223E15T7 0,081653 0,913249 0,089409351 ?
F2E12T7 0,132455 0,934006 0,141813864 ?
174G4T7 0,124517 1,05723 0,117776643 ?
11102177 0,148707 1,09153 0,136237208 ?
187F1T7 0,12533 1,09504 0,11445244 ?
145P1T7 0,176619 1,11347 0,158620349 ?
70G8T7 0,190754 1,13445 0,168146679 ?
E12C12T7 0,103818 1,21486 0,08545676 ?
181H11T7 0,159866 1,27821 0,125070215 ?
168H19T7 0,251632 1,28948 0,195142228 ?
17211677 0,129305 1,34883 0,095864564 ?
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Anhang 3. Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll am Tag

EST-Nr. Epidermis Tag | Mesophyll Tag Quotient Putative Funktion
223E13T7 0,0874151 1,42393 0,061390026 ?
242G7T7 0,302508 1,58072 0,191373551 ?
139N14T7 0,171224 1,70362 0,100505981 ?
115G6T7 0,217117 1,74366 0,124517968 ?
1611377 0,239959 1,74406 0,137586436 ?
173G14T7 0,116079 1,75214 0,066249843 ?
242H21T7 0,0578579 1,81589 0,031862007 ?
E10D1T7 0,321026 2,17802 0,147393504 ?
159H21T7 0,259165 2,88892 0,089709995 ?
226A17T7 0,190165 3,36529 0,05650776 ?
1460777 0,0884952 3,43974 0,025727293 ?
170B13T7 0,47544 3,44028 0,138198054 ?
106K8T7 0,563928 4,07441 0,138407279 ?
10432277 0,317701 4,16577 0,076264652 ?
226A20T7 0,186614 4,55214 0,040994785 ?
124A7T7 0,386093 8,12968 0,047491783 ?
121G4T7 0,204444 1,0831 0,188758194 ?
T4E3T7 0,0908815 0,573775 0,158392227 ?
120M1177 0,137735 0,729844 0,188718411 ?
123H22T7 0,343701 2,0481 0,16781456 ?
E5DIT7 0,0464848 0,250885 0,185283297 40S ribosomales Protein S12
170A21T7 0,134472 0,803519 0,167353852 40S ribosomales Protein S13
246C2T7 0,702177 5,01627 0,139979905 40S ribosomales Protein S13
G2D3T7 0,0556777 0,750545 0,074183027 4-Coumarat-Coenzym A-Ligase
172E20T7 0,0969385 0,57037 0,169957221 Actin
122B277 0,458346 8,35038 0,054889239 Actin (ACT3) Gen
247G15T7 0,380874 3,14587 0,121071119 Ahnlich zum beta integralen Membranprotein
81A7T7 0,110015 1,45021 0,075861427 &hnlich zum Phaseolin G-box bindenden Protein PG2
170G23T7 0,203727 2,04601 0,099572827 Ahnlich zum ribosomalen Protein L21
173F11T7 0,138616 2,66714 0,051971775 AIG2
18111777 0,099786 1,49121 0,066916129 Aquaporin
226N11T7 0,0949199 1,54346 0,061498128 Aquaporin
22431577 0,213478 4,43316 0,048154815 B-Glukosidase
174G3T7 0,111803 1,05843 0,105630982 Calcium-abhéngige Proteinkinase
143K8T7 0,0784414 6,22442 0,012602202 Carboanhydrase
188G1T7 0,408735 8,51478 0,048003002 Carboanhydrase, chloroplastidérer Vorlaufer
145P10T7 0,32501 2,11698 0,153525305 Chlorophyll a/b bindendes Protein
182N4T7 0,0638419 0,578582 0,110342009 chloroplastidér ribosomales Protein L1
242G15T7 0,254276 2,24889 0,113067335 DNA-Schaden-Reparatur/Toleranzprotein DRT100 Vorldufer
184013717 0,185311 2,02378 0,091566771 Eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4A-1
249C3T17 0,301907 3,39554 0,088912809 Germin-&hnliches Protein
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Anhang 3. Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll am Tag

EST-Nr. Epidermis Tag | Mesophyll Tag Quotient Putative Funktion
110B6T7 0,108381 1,33523 0,081170285 Glutathione-S-Transferase
160M19T7 0,253662 2,08651 0,121572386 Glutathione-S-Transferase
1143417 0,119517 1,68894 0,070764503 Glutathionperoxidase
173N24T77 0,397722 2,00559 0,198306733 Hauptlatexprotein
115B13T7 0,0750139 0,993479 0,075506276 Histone H3
187P7T7 0,0455482 0,628691 0,072449264 Homolog zu Skp1p, ein evolutiondr konserviertes Kinetochorprotein aus Hefe
G10C5T7 0,039094 0,262631 0,148855238 Hydroxymethylglutaryl CoA Reduktase
121F1177 0,168709 1,64196 0,102748544 hypothetisches Protein Lpg22p
147P23T7 0,129231 0,864026 0,149568416 Jasmonat induziertes Protein
220E24T7 0,172907 1,87119 0,092404833 Jasmonat induziertes Protein
249B11T7 0,366324 2,54918 0,143702681 Jasmonat induziertes Protein
220F8T7 0,181298 1,40139 0,129370125 Kélte und ABA reguliertes Gen
9111577 0,0870742 1,61856 0,053797326 Krankheitsresistenz-Antwortprotein
129P9T7 0,226701 8,74819 0,025914046 L-Ascorbatperoxidase
120B15T7 0,354405 10,1329 0,034975673 L-Ascorbatperoxidase
187G5T7 0,114694 2,68402 0,04273217 L-Ascorbatperoxidase
93B10T7 0,134139 1,4037 0,095561017 L-Ascorbatperoxidase Vorlaufer
248G21T7 0,207505 1,31783 0,157459612 mitochondriale fMet, 18S, 5S repeat unit DNA
E6HIT7 0,616033 3,72108 0,165552205 Nitrittransporter
87H6T7 0,1091 0,858187 0,12712847 Nukleosom Assemblyprotein I-ahnliches Protein
G3G5T7 0,0602388 0,48748 0,123571839 Phosphoglukomutase
224H11T7 0,140567 0,991641 0,141751904 Photosystem | 9KDa Protein
118D23T7 0,124761 1,06332 0,117331565 Photosystem Il Reaktionscenter 6.1KDa Protein
H4A5T7 0,305095 2,18367 0,139716624 Plasmamembran H* ATPase
F4H5T7 0,0618508 0,614998 0,100570734 putative chloroplastidére Prephenatdehydratase
147A15T7 0,123479 0,917965 0,134513843 putative Rezeptorproteinkinase TMK1 Vorlgufer
172E19T7 0,168464 1,66002 0,101483115 putative Serin-glyoxylate Aminotransferase
F5D1T7 0,177367 2,14729 0,082600394 R29515_1
208E22T7 0,236528 1,64705 0,143607055 Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase
E7ATT7 0,352207 3,14406 0,112022989 Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase
119K3T7 0,278149 1,65487 0,168079064 Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase/oxygenase kleine Untereinheit
113P10T7 0,148121 1,89176 0,078297987 Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase/oxygenase kleine Untereinheit
122A13T7 0,190146 1,40484 0,135350645 Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase/oxygenase kleine Untereinheit
123L18T7 0,216352 2,02182 0,107008537 Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase/oxygenase kleine Untereinheit
200F8T7 0,147568 0,828453 0,17812477 Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase/oxygenase kleine Untereinheit Vorldufer
197H16T7 0,116347 1,01558 0,114562122 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette Vorldufer
203M5T7 0,136148 1,13842 0,119593823 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette Vorlaufer
205H18T7 0,111194 1,2425 0,089492153 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette Vorldufer
20512177 0,160598 1,37342 0,116932912 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette Vorldufer
E6D12T7 0,101382 0,914386 0,110874401 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1A Vorldufer
107F7T7 0,145879 1,00508 0,14514168 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
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Anhang 3. Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll am Tag

EST-Nr. Epidermis Tag | Mesophyll Tag Quotient Putative Funktion
90E2T7 0,130978 1,08422 0,120803896 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorlaufer
146N6T7 0,0938666 1,39351 0,067359832 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
187F16T7 0,164309 1,44054 0,114060699 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
143C23T17 0,184902 1,78001 0,103876945 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
73D11T7 0,131356 1,87345 0,070114495 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
231E24T7 0,15315 1,96975 0,077750984 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
160E15T7 0,260393 2,07659 0,125394517 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
172D4T7 0,112823 2,18278 0,051687756 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
1171277 0,272916 2,89212 0,094365379 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
242D20T7 0,368988 3,11122 0,118599135 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
242E18T7 0,296425 3,25385 0,091099774 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
185F20T7 0,102738 1,60404 0,064049525 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
163E18T7 0,12606 1,78572 0,070593374 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
157J6T7 0,100151 3,63651 0,027540416 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
108C7T7 0,0763802 1,35021 0,056569126 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorlaufer
192K21T7 0,302103 2,07875 0,145329164 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
106E17T7 0,081871 0,773876 0,105793435 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorlaufer
24218T7 0,122193 1,11422 0,109666852 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
91D11T7 0,116888 1,18434 0,098694632 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
103G18T7 0,152333 1,1999 0,126954746 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
E12E7T7 0,0991687 1,32243 0,074989754 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
224GIT7 0,134528 1,49504 0,089982877 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
2273917 0,164999 1,92413 0,085752522 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
269G2T7 0,132363 1,97768 0,066928421 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
135J9T7 0,301144 2,23454 0,134767782 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
1611477 0,171487 2,561312 0,068236694 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
93F10T7 0,0900383 1,94756 0,046231336 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
144G20T7 0,236778 2,09095 0,113239437 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
174M11T7 0,0875506 2,63963 0,033167755 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
179F15T7 0,350159 2,02406 0,17299833 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
141017717 0,21529 1,944 0,110745885 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
143K4T7 0,147101 0,858922 0,17126235 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
118D13T7 0,134107 0,895686 0,149725462 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
166D23T7 0,163212 0,955425 0,170826595 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
214A3T7 0,145028 0,964845 0,150312226 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
127021717 0,132553 1,22713 0,10801871 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
63B7T7 0,094466 1,23468 0,076510513 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
110C10T7 0,0965617 1,29424 0,074608805 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
119L6T7 0,168877 1,48152 0,113989011 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorlaufer
146K20T7 0,164647 1,54162 0,106801287 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
163H24T7 0,142555 1,55829 0,091481688 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
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Anhang 3. Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll am Tag

EST-Nr. Epidermis Tag | Mesophyll Tag Quotient Putative Funktion
14632417 0,0942941 1,61258 0,05847406 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
134H23T7 0,24418 1,64355 0,148568647 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
172G21717 0,20678 1,64681 0,125563969 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
159013717 0,175117 1,71308 0,102223481 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
146D3T7 0,228169 1,76224 0,129476689 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
17112177 0,101459 1,78993 0,056683222 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
16802317 0,215256 1,79281 0,120066265 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
159K23T7 0,185874 2,01465 0,092261187 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
225N22T7 0,338005 2,24 0,150895089 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
174G14T7 0,123734 1,11526 0,110946326 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
184G15T7 0,210513 1,19647 0,175945072 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
116B24T7 0,102221 1,30111 0,078564457 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
184G14T17 0,22349 1,54156 0,144976517 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
166G11T7 0,303008 1,82039 0,166452244 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
163L21T7 0,178367 1,83257 0,097331616 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
172C717 0,159857 1,94293 0,082276253 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
177A4T7 0,284563 2,00659 0,141814222 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
168F20T7 0,371346 2,044 0,181676125 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
155J9T7 0,31592 2,22759 0,14182143 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorlaufer
E5FIT7 0,34871 2,41802 0,144213034 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
106D17T7 0,101319 1,00413 0,100902274 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette F1 Vorldufer
143D10T7 0,25454 1,88853 0,134782079 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette F1 Vorlaufer
221B17T7 0,203809 1,40294 0,145272784 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette1B Vorldufer
107G4T7 0,117315 0,675078 0,173779919 Rubisco
110M3T7 0,191248 1,00795 0,18973957 Rubisco
198J20T7 0,178175 1,14779 0,1552331 Rubisco
E4H4TT 0,459665 2,85308 0,161111851 Rubisco
121P16T7 0,128163 1,16083 0,110406347 Rubisco Kleine Untereinheit
205A7T7 0,204786 1,3491 0,15179453 Rubisco kleine Untereinheit
223G22T7 0,408235 4,43198 0,092111201 Sauerstoff-hervorbringender Komplex des Photosystem |l
168G18T7 0,134187 4,84981 0,027668507 Sauerstoff-hervorbringender Komplex des Photosystem |l
E4F8T7 0,0592754 8,67043 0,006836501 Sauerstoff-hervorbringender Komplex psbP
144C15T7 0,181965 1,92315 0,094618205 sekretierte purple saure Phosphatase Vorldufer
127F15T7 0,558248 3,92055 0,142390226 Serin/Threoninkinase
126G4T7 0,0479145 0,490726 0,097640027 Translationsinitiationsfaktor EIF-2B AL
172H20T7 0,137422 1,35234 0,101617936 Trehalose-6-phosphatsynthase Homolog
111K14T7 0,0915368 0,981728 0,09324049 Ubiquitin-konjugierendes Enzym 18
E2G10T7 0,141778 0,976856 0,145137052 unbekannt
124L6T7 0,230917 1,66709 0,138515017 unbekannt
24811677 0,713977 10,056 0,071000099 unbekannt
E6A12T7 0,0773258 14,4336 0,005357347 Vakuoldre ATPase Untereinheit A

Buequy /



viv

Anhang 3. Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll am Tag

EST-Nr. Epidermis Tag | Mesophyll Tag Quotient Putative Funktion
E6A12T7 0,135189 20,215 0,006687559 Vakuoldre ATPase Untereinheit A
G5B3T7 0,249849 5,70374 0,043804416 Vakuoldre ATPase Untereinheit A
16206T7 0,26019 11,9797 0,021719242 Vakuoldre ATPase Untereinheit A
244H23T7 0,0740049 0,89456 0,08272771 Vakuoldres prozessierendes Enzym
223N6T7 0,169283 4,75154 0,035626976 Wachstumsregulator Homolog
168H2T7 0,559826 0,330871 1,691976631 Actin 2
170B22T7 0,104828 0,208984 0,501607779 Cyclophilin
192P1T7 0,15906 0,181723 0,875288213 {3 Tubulin
232A19T7 21,7565 11,8159 1,841290126 Elongationsfaktor 1 o
128N22T7 0,228995 0,257907 0,887897575 Phenylalaninammoniumlyase
240A11T7 0,323422 0,207962 1,555197584 Transcinnamat-4-Hydroxylase
87EATY 11,7331 12,4454 0,942766002 Transkriptionsfaktor L2
179J1T7 1,06206 0,142434 7,456506171 ?
179J3T7 2,33469 0,184903 12,62656636 ?
179J7T7 2,20637 0,296592 7,439074554 ?
180F21T7 1,93738 0,331666 5,841358475 ?
180F7T7 1,19837 0,143078 8,375641259 ?
180G14T7 3,99261 0,310921 12,8412362 ?
180G23T7 4,55504 0,654667 6,957796865 ?
180118T7 0,684253 0,111201 6,153298981 ?

18012077 3,27346 0,216013 15,15399536 ?
180L11T7 3,88863 0,610964 6,364744895 ?
181F8T7 0,919779 0,166773 5,515155331 ?
181N13T7 1,59429 0,179048 8,90426031 ?
240E9T7 1,92984 0,28575 6,753595801 ?
242K7T7 4,02925 0,509482 7,908522774 ?
244C18T7 1,15507 0,197078 5,860978902 ?
89PIT7 4,948 0,78522 6,301418711 ?
E10B9T7 1,2644 0,118837 10,63978391 ?
E11C10T7 1,16336 0,191822 6,064789232 ?
E1F2T7 1,04625 0,0760717 13,75347205 ?
E4E10T7 0,593539 0,115887 5,121704764 ?
E6CATT 0,222556 0,0364652 6,103243641 ?
E6F6T7 0,496164 0,0725896 6,835194022 ?
E7B6T7 12,6299 0,0533207 236,8667328 ?
G10D4T7 1,46965 0,0845165 17,38891222 ?
G4G1T7 0,565698 0,0739047 7,654425226 ?
G6HIT7 1,12071 0,221377 5,062450029 ?
G8E3T7 2,33401 0,149371 15,62558997 ?
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EST-Nr. Epidermis Tag | Mesophyll Tag Quotient Putative Funktion
G9G11T7 5,06825 0,520168 9,74348672 ?
G9H3T7 5,87515 0,163789 35,87023549 19S Proteosom Vorlaufer 9 mRNA
203P20T7 14,2367 0,164263 86,670157 30S ribosomales Protein S16
G8H4T7 2,26874 0,252183 8,996403405 [ Fruktosidase
E1D10T7 137711 0,13968 9,859034937 Dwarfl
179H24T7 4,8989 0,844664 5,799820994 EDGP Vorldufer
E2G7T7 0,357212 0,0565541 6,316288297 Eisen-Superoxiddismutase
205P2T7 3,91335 0,202741 19,30221317 Elongationsfaktor TU, chloroplastidarer Vorldaufer (EF-TU)
1701877 1,46841 0,284389 5,163385363 F21J9.18
89K12T7 5,35352 0,951366 5,627192899 grrl
G4H3T7 5,5436 1,03625 5,349674306 H+ ATPase der Plasmamembran
G11D7T7 2,05833 0,0998436 20,61554271 intrinsisches Protein 2a der Plasmamembran
G10B4T7 2,57285 0,388292 6,626070071 Isocitratlyase
G9E10T7 16,705 0,476344 35,06919369 Katalase 3
1971177 3,61227 0,337681 10,69728531 Mitochondriales Chaperonin HSP60-1 Vorlaufer
180H14T7 3,91299 0,453105 8,635945311 Mdgliches Membranprotein
G1C8T7 2,62638 0,0795929 32,99766688 NADPH Thioredoxinreduktase
179E11T7 2,34886 0,339802 6,912437243 Patent
G10A9T7 0,487586 0,0916551 5,319791261 Pektinesterase
115J6T7 0,46419 0,0650225 7,138913453 Peroxisomales ATP/ADP Carrierprotein
231F3T7 6,52435 0,737139 8,850908716 Photosystem Il Typ | Chlorophyll a /b bindendes Protein
E4CTT7 14,8227 0,195298 75,89785866 Produkt &hnlich zum ccr Protein
180E9T7 3,77912 0,599247 6,306447925 Profilin 2
180K17T7 2,86827 0,184574 15,53994604 PTPKIS1
179H12T77 1,77741 0,222 8,006351351 ribosomales Protein L34
24112317 9,38163 0,623906 15,03692864 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1A Vorldufer
180H18T7 2,85191 0,167769 16,99902843 T7N9.5
179H16T7 0,71472 0,090305 7,914511932 Transkriptionsfaktor SaMADS A
F7B5T7 1,95474 0,244658 7,989683558 Trockenheit induzierbare Cystein Proteinase-Vorldufer
114P24T7 0,557464 0,0964848 5,777739084 unbekannt
179E12T7 4,07886 0,663626 6,146323381 unbekannt
222P10T7 4,3482 0,209069 20,79791839 unbekannt
EGE6T7 1,27395 0,156266 8,15244519 V-Typ H+ ATPase
179F12T7 3,02128 0,384648 7,854661925 WAX9D
G1A2T7 1,91725 0,344907 5,558744821 Xylosidase
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Anhang 4, Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll bei Nacht

Anhang 4

Normalisierte Aktivititen aller unterschiedlich und einiger gleich exprimierter Transkripte in vereinigten Zellproben der Epidermis und des

Mesophylls von A. thaliana-Rosettenblittern am Ende der Dunkelperiode. Reprasentiert sind sie durch die gefundenen, homologen ESTs. Sortiert

sind sie in drei Gruppen nach ihrer Expressionsstirke und innerhalb der Gruppen alphabetisch nach ihrer putativen Funktion. Fragezeichen

markieren ESTs ohne Homologie. Die Quotienten (Aktivitétgpigermis Nacht/Mesophyll Nacht) Sind grau unterlegt. Weitere Erlduterungen vgl. Kap. 3.1.4.4.

EST-Nr. Epidermis Nacht | Mesophyll Nacht Quotient Putative Funktion
E2H5T7 0,0492157 0,257446 0,191169022| *?
E8H12T7 0,0576429 0,29001 0,198761767| 2
E10F7T7 0,0490004 0,327532 0,149604924| 2
E2A6T7 0,0487602 0,33236 0,14670899| ?
F3C3T7 0,0832135 0,442944 0,187864606| ?
1763877 0,115008 0,587103 0,19589067| ?
15618T7 0,118539 0,615124 0,192707487| ?
242D24T7 0,114949 0,708876 0,16215671| ?
228K20T7 0,139447 0,753947 0,184955972| ?
178H13T7 0,1022 0,76102 0,134293448| 2
178P4T7 0,140307 0,762467 0,184017144| *?
F4H10T7 0,0844743 0,815134 0,103632409| 2
E7B4T7 0,080037 0,848469 0,094331083| ?
168H19T7 0,109787 0,856465 0,128186207| 2
132G21T7 0,134882 0,896395 0,150471611| 2
120P23T7 0,145701 0,975915 0,149296814| 2
206016T7 0,181785 0,978711 0,185739202| *?
170B13T7 0,180058 0,988002 0,18224457| ?
126J17T7 0,153788 1,04078 0,147762255| ?
G1F6T7 0,163274 1,05729 0,154426884| ?
13411317 0,191371 1,06086 0,180392323| ?
186A10T7 0,14521 1,07977 0,134482343| 2
226N4T7 0,213322 1,13086 0,188636967| ?
120M1177 0,223378 1,13657 0,196536949| 2
1233777 0,223359 1,17813 0,189587736| ?
240G24T17 0,164111 1,29145 0,127074993| 2
1913277 0,146094 1,30956 0,111559608| ?
G7D9T7 0,219707 1,43017 0,153622996| 2
192C1277 0,198208 1,45756 0,135986169| ?
F10G9T7 0,110647 1,4802 0,074751385| ?
96P17T7 0,286644 1,53244 0,187050717 ?

Buequy /




LTV

Anhang 4, Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll bei Nacht

EST-Nr. Epidermis Nacht | Mesophyll Nacht Quotient Putative Funktion
G4F12T7 0,222058 1,56659 0,141746085| ?
10502077 0,128286 1,68627 0,076076785| ?
206L10T7 0,215339 1,70849 0,126040539| ?
92K3T7 0,295637 1,77977 0,166109666| ?
141C4T7 0,12727 2,06679 0,061578583| ?
105D4T7 0,179334 2,07096 0,086594623| ?
1400277 0,323028 2,08097 0,155229532| ?
G7C1T7 0,172891 2,08738 0,082826797| ?
2221577 0,150438 2,15019 0,06996498| ?
143B11T7 0,418377 2,17414 0,19243333| ?
F1B10T7 0,0889256 2,26288 0,039297532| ?
180M9T7 0,343092 2,36934 0,144804882| 2
209E19T7 0,193335 2,4561 0,078716257| ?
244K1T7 0,178309 2,52541 0,070605961| ?
230B16T7 0,11069 2,55138 0,043384365| ?
214B11T7 0,238729 2,64186 0,090363986| ?
121L6T7 0,192876 2,77885 0,069408568| ?
E5GAT7 0,0373151 3,14686 0,011857884| 2
117J1177 0,140115 3,16551 0,04426301| 2
F3E2T7 0,482341 3,18064 0,151649039| 2
G3H4T7 0,173498 3,20387 0,054152634| 2
19016T7 0,129536 3,26733 0,039645827| ?
115G6T7 0,293297 3,35154 0,087511114| *?
121G2T7 0,212568 3,43617 0,061861899| ?
103F6T7 0,298393 3,48058 0,085730826| ?
185D14T7 0,442438 3,48628 0,126908338| ?
244B23T7 0,302692 3,91473 0,077321297| ?
226A17T7 0,120346 4,16368 0,028903758| ?
1410577 0,147173 4,55525 0,032308435| ?
212H9T7 0,648276 4,57585 0,14167335| ?
129C6T7 0,341715 5,02167 0,06804808| ?
226A20T7 0,16598 5,58837 0,029700968| ?
155P20T7 0,145773 6,02907 0,024178356| ?
116D18T7 0,187812 6,50064 0,028891309| ?
12201217 0,18319 6,91846 0,026478436| ?
G10D6T7 1,4047 8,032 0,174887948| 2
E6A12T7 0,43503 8,13179 0,053497446| 2
106K8T7 0,260479 9,64907 0,026995244| 2
210A23T7 1,743 10,3717 0,168053453| ?
111A5T7 0,072977 39,4787 0,001848516| ?
211013717 0,970293 52,7388 0,018398086| ?
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Anhang 4, Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll bei Nacht

EST-Nr. Epidermis Nacht | Mesophyll Nacht Quotient Putative Funktion
212D11T7 1,9898 78,7955 0,025252711| ?
106H21T7 0,150373 1,73075 0,086883143|12-Oxophytodienoatreduktase
204D7T7 1,71991 12,3462 0,139306831|3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Reduktase
122B277 0,415351 2,51783 0,164963878|Actin (ACT3)
1920717 1,17317 9,43338 0,124363696|Ahnlich zur ATP-Citratlyase
246B20T7 0,745514 15,4589 0,048225553|Ahnlich zur ATP-Citratlyase
157G10T7 0,211998 2,60558 0,081363075|a-Tubulin
242G4T7 0,213202 5,78227 0,036871678|a-Tubulin
24111477 0,322562 5,11817 0,063022916|anorganiische Pyrophosphatase
203C7T7 0,229151 7,35181 0,031169331|Athb-6 Homeoboxprotein
FAF11T7 0,0476071 2,5711 0,018516238|ATP Citratlyase
177L777 0,114827 0,935362 0,122762096|Beta integrales Membranprotein
GT7A8T7 0,203212 1,85515 0,10953939|Chaperonin 60
19112177 0,23943 1,54672 0,154798541|Cucumisin, Protease D
182E24T7 0,178173 11,6747 0,015261463|Cyclopropanfettsduresynthase
10311577 0,16675 7,64058 0,021824259|Cystein Proteinase RD21A Vorlaufer
228K16T7 0,130459 2,43171 0,053649078|Cysteinprotease
143A7T7 0,160316 12,4748 0,012851188|Cysteinproteinase Homolog
24111677 0,113175 0,917112 0,123403685|Dehydrin RAB18
190K17T7 0,117572 3,77347 0,031157529|DNA bindendes Protein
191F16T7 0,200584 1,87441 0,107011806|EGF Rezeptor ahnliches Protein
ESF5T7 0,0496493 0,584272 0,084976347|Fusionsprotein: Ubiguitin; ribosomal protein S27a
168B8T7 0,111526 0,954245 0,116873549|Galactosyltransferase assoziierte Proteinkinase P58/GTA
216C14T7 0,157033 0,843504 0,186167463|Germin-&hnliches Protein
206N21T7 0,266392 1,53693 0,173327347|Gluthation S-Transferase
226N14T7 0,126369 4,35394 0,029024056|Glyoxysomale Citratsynthase
119H2T7 0,170004 1,24335 0,136730607|GMP Synthase
141K12T7 0,88684 7,94404 0,111635893|Homeobox-Leucin Zipper Protein
115F3T7 0,0827659 0,740599 0,111755349|Hypothetisches Protein
214C17T7 0,931784 34,1886 0,027254231|Hypothetisches Protein
191J1977 0,199581 2,11908 0,094182853|Hypothetisches Protein
G1H1T7 0,0753118 0,852915 0,088299303|Jasmonat induzierbares Protein
E7G1T7 0,0306817 0,163983 0,187102931|K Polypeptid (4 kDa ) des Photosystem |l
G10C5T7 0,0405598 0,974851 0,041606153|LHC Il Typ Ill Chlorophyll a/b bindendes Protein
203A7T7 0,130262 3,71088 0,035102725|Lésliche anorganische Pyrophosphatase
151G18T7 0,475885 3,99618 0,119084976|Lésliche anorganische Pyrophosphatase
138A20T7 0,0932624 0,492716 0,189282264|Metallothionein
163F22T7 0,28225 5,51649 0,051164781|Nicht-cyanogene beta Glukosidase Vorldufer
147K15T7 0,132857 1,5891 0,083605185|Nicotiana eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4A
126N11T7 0,390019 2,44976 0,159207024|Nitratreduktase
E6HIT7 0,106545 1,63307 0,065242151 |Nitrittransporter
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Anhang 4, Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll bei Nacht

EST-Nr. Epidermis Nacht | Mesophyll Nacht Quotient Putative Funktion
15IN1T7 0,138584 1,16311 0,119149522|Peptidylprolyl cis-trans Isomerase
213L3T7 0,201008 8,63712 0,023272572|Phosphoglucomutase
H10E5T7 0,0496036 0,874619 0,056714524|Photosystem | P700 Apoprotein Al
F3A3T7 0,10096 1,05672 0,095540919|Polyubiquitin
FAC3T7 0,0983606 2,19538 0,044803451 |Polyubiquitin
211P21T7 1,02541 46,752 0,021932965|PS| Reaktionscenter Untereinheit XI
1901577 0,189026 2,3774 0,079509548|Reversibel glykosyliertes Polypeptide 2
182A5T7 0,124454 1,46761 0,084800458|Ribosomales Protein
ESFIT7 0,0733948 0,750705 0,097767832|Ribulosebisphosphatcarboxylase
241A17T7 0,161289 1,04392 0,154503219|Ribulosebisphosphatcarboxylase
91G9T7 0,147459 1,10725 0,133175886|Ribulosebisphosphatcarboxylase
232A2T7 0,221178 1,53683 0,143918325|Ribulosebisphosphatcarboxylase
24112317 0,248614 1,87093 0,132882577|Ribulosebisphosphatcarboxylase
242D2077 0,343793 2,79764 0,12288679|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorlaufer
9101177 0,216447 16,8634 0,012835312|Rubisco Untereinheit bindendes Protein beta Untereinheit Vorlaufer (60 KDa Chaperonin beta Untereinheit)
211P20T7 1,39604 72,0452 0,01937728|SCARECROW &hnliches Protein
89K20T7 0,164888 1,29258 0,127565025|Serinacetyltransferase
F1A5T7 0,188984 3,52252 0,053650228|SRG1 Genprodukt
E2G7T7 0,043417 0,74937 0,057938001|Superoxiddismutase
E8D6T7 0,0759949 1,15686 0,065690663|Superoxiddismutase
F4B2T7 0,127936 1,79507 0,071270758| Thioglukosidglukohydrolase
E6C8T7 0,0393197 0,240777 0,163303389| Transkriptional kontrolliertes Tumor Proteinhomolog
206L7T7 0,310638 1,84413 0,16844691 | Translokon-assoziiertes Protein, a Untereinheitvorldufer TRAP-a
1770977 0,175594 0,934987 0,187803681|Typ Il Chlorophyll a/b-bindendes Protein
109E3T7 0,135438 2,23832 0,060508774|Ubiquitin
210K12T7 0,115579 3,62108 0,031918378|Ubiquitin
22202017 0,40312 4,0604 0,099280859|Ubiquitin
249N2T7 0,173394 4,29353 0,040384951 |Ubiquitin
1138277 0,371026 2,11173 0,175697651|Ubiquitin 11
231D6T7 0,164533 1,17364 0,140190348|Ubiquitin/Ribosomales Protein
192D1477 0,0816202 1,60623 0,050814765|Ubiquitin-ahnliches Protein
91D12T7 0,0814571 1,79693 0,045331259|Ubiquitin-hnliches Protein
146N22T7 0,12949 2,6635 0,048616482|Ubiquitin-dhnliches Protein
241E1T7 0,170749 1,31683 0,1296667|Ubiquitin-&hnliches Protein 12
230E4T7 0,290391 2,31927 0,125207932|Ubiquitin-dhnliches Protein 12
241P3T7 0,195349 2,40357 0,081274521|Ubiquitin-dhnliches Protein 12
E6B7T7 0,0395479 4,2159 0,009380654|Ubiquitin-ahnliches Protein 12
247P24T7 0,379651 4,88115 0,077779007|Ubiquitin-dhnliches Protein 12
E5A10T7 0,047819 0,419558 0,113974707|Ubiquitinextensionsprotein
E4H3T7 0,03832 0,827252 0,04632204|Ubiquitinvorlaufer
180B9T7 0,141828 0,855873 0,165711502|Ubiquitinvorlaufer
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Anhang 4, Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll bei Nacht

EST-Nr. Epidermis Nacht | Mesophyll Nacht Quotient Putative Funktion
211P19T7 0,195118 1,10469 0,176626927|unbekannt
E2G10T7 0,041857 0,342529 0,122199872|unbekanntes Protein
F3ETT7 0,0874369 0,625926 0,139692072|unbekanntes Protein
151L13T7 0,0853827 0,741133 0,115205638|unbekanntes Protein
16206T7 0,323329 6,03153 0,053606465|Vakuolare ATPase Untereinheit A
G5B3T7 0,274719 2,06692 0,132912256(Vakuolare ATPase Untereinheit A
206L9T7 0,186772 2,51062 0,074392779|Xyloglukanendotransglykosylase ahnliches Protein
168H2T7 0,301974 0,1 3,01974|Actin 2
170B22T7 0,199091 01 1,99091|Cyclophilin
192P1T7 0,197859 01 1,97859|(3 Tubulin
232A19T7 8,82991 8,64996 1,020803564|Elongationsfaktor 1 a
128N22T7 0,402845 0,355819 1,132162701|Phenylalaninammoniumlyase
240A11T7 0,377877 0,297986 1,268103199| Transcinnatmat-4-Hydroxylase
87EATY 8,02432 8,06505 0,994949814 | Transkriptionsfaktor L2
240E11T7 1,69611 0,0896756 18,91384055| ?
199D3T7 1,89023 0,129571 14,5883724| *?
205K13T7 1,77039 0,190137 9,311128292| *?
240D7T7 0,866796 0,110381 7,852764516|Calmodulin
231C4AT7 3,47026 0,268075 12,94510864|Hydroxynitrillyase
12602077 5,7025 1,05937 5,382916262|Putative Proteinkinase
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Anhang 5, Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis bei Nacht und Tag

Anhang 5

Normalisierte Aktivitdten aller unterschiedlich und einiger gleich exprimierter Transkripte in vereinigten Zellproben der Epidermis von A. thaliana-

Rosettenblittern am Ende der Dunkel- und Lichtperiode. Représentiert sind sie durch die gefundenen, homologen ESTs. Sortiert sind sie in drei

Gruppen nach ihrer Expressionsstiarke und innerhalb der Gruppen alphabetisch nach ihrer putativen Funktion. Fragezeichen markieren ESTs ohne

Homologie. Die Quotienten (Aktivitit Epidermisnachytag) Sind grau unterlegt. Weitere Erlduterungen vgl. Kap. 3.1.4.4.

Epidermis | Epidermis
EST-NT. Nacht Tag Quotient Putative Funktion

179J1T7 0,157962 1,06206 0,14873171] *?
1793317 0,195664 2,33469|  0,083807272| ?
179J7T7 0,321915 2,20637|  0,145902546| ?
180E15T7 0,330409 3,67863|  0,089818492| ?
180F21T77 0,374803 193738  0,193458692| 2
180F7T7 0,162205 1,19837 0,13535469| ?
180G14T7 0,334123 3,99261|  0,083685359| ?
180G20T7 0,200064 4,53088|  0,044155661 ?
180G23T7 0,831767 4,55504|  0,182603665] ?
180118T7 0,137324 0,694453]  0,197744124| 2
18012077 0,265051 3,27326|  0,080974625| ?
180K17T7 0,147469 2,86827|  0,051413918| ?
181N13T7 0,190328 1,59429 0,119381041| *?
242K7T7 0,282493 351092 0,080461247| 2
244C18T7 0,230923 1,15507 0,199921217| *?
E10B9T7 0,0761297 1,2644|  0,060210139| *?
E1F2T7 0,04564 1,04625 0,043622461| °?
E2H6T7 0,0461892 0,373235|  0,123753667| 2
E4E10T7 0,0728383 0,593539]  0,122718642| 2
E6C4TT 0,0396728 0,222556|  0,178259854| 2
E7BAT7 0,080037 1,75205|  0,045681915| ?
E7B6T7 0,0386305 12,6299  0,003058654| 2
G10D4T7 0,0785148 1,46965|  0,053424149| 2
G4G1T7 0,0747418 0,565698]  0,132123147| 2
G8E3T7 0,0933326 2,33401]  0,039988089| ?
G9G11T7 0,44498 5,06825(  0,087797563| ?
GI9H10T7 0,14118 0,823508 0,171437315| *?
G9H3T7 0,0536345 587515  0,009129044| ?
203P20T7 0,101015 12,7172|  0,007943179|30S ribosomales Protein S16
G8H4T7 0,36623 2,26874 0,161424403|3-Fruktosidase
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Anhang 4, Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis-Mesophyll bei Nacht

Epidermis | Epidermis

EST-NT. Nacht Tag Quotient Putative Funktion
F7B5T7 0,163893 1,95474|  0,083843887|Cysteinproteinase RD19A Vorldufer
E1D10T7 0,0429168 1,37711]  0,031164395/Dwarfl
205P2T7 0,192559 3,91335|  0,049205668|Elongationsfaktor TU, chloroplastidarer Vorldufer (EF-TU)
114L15T7 0,154213 1,00134|  0,154006631|Ethylen-bildendes Enzym
17018T7 0,192901 1,46841|  0,131367261|F21J9.18
E2G6T7 0,0528593 1,26962|  0,041633953|intrinsiches Tonoplasten protein y (y-TIP)
G10B4T7 0,300541 2,57285|  0,116812484|Isocitratlyase
G9E10T7 0,160307 16,705|  0,009596348|Katalase 3
G1C8T7 0,062705 2,62638|  0,023875068|NADPH Thioredoxinreductase
E6HIT7 0,106545 0,616033]  0,172953397|Nitrittransporter
179E11T7 0,238459 2,34886|  0,101521163|Patent
G10A9T7 0,0430284 0,487586|  0,088247817|Pektinesterase
G4H3T7 0,8391 5,5436|  0,151363735|Plasmamembran-stéandige H+ ATPase
180E9T7 0,542328 3,77912|  0,143506425|Profilin 2
134A15T7 0,222205 1,17058]  0,189824702|Protein MFP-b
179H12T7 0,245297 1,77741]  0,138008113|Ribosomales Protein L34
E2G7T7 0,043417 0,357212]  0,121544069|Superoxiddismutase
180H18T7 0,150911 2,85191|  0,052915765|T7N9.5
179H16T7 0,115656 0,71472|  0,161820013|Transkriptionsfaktor SaMADS A
179E12T7 0,683708 4,07886|  0,167622326|unbekannt
222P10T7 0,221569 4,3482]  0,050956488|unbekannt
180H14T7 0,753114 3,91299|  0,192465097|wahrscheinliches Membranprotein
179F1277 0,517259 3,02128|  0,171205251|WAX9D
G1A2T7 0,255158 1,91725[  0,133085409|Xylosidase
168H2T7 0,301974 0,559826|  0,539406887|Actin 2
170B22T7 0,199091 0,104828]  1,899215858|Cyclophilin
192P1T7 0,197859 0,15906 1,24392682|3 Tubulin
232A19T7 8,82991 8,47455 1,04193261|Elongationsfaktor 1 o
128N22T7 0,402845 0,228995|  1,759186882|Phenylalaninammoniumlyase
240A11T7 0,377877 0,323422|  1,168371354|Transcinnamat-4-hydroxylase
87EAT7 8,02432 11,7331]  0,683904509| Transkriptionsfaktor L2
181H11T7 1,36389 0,159866|  8,531457596| 2
242H21T7 1,67204|  0,0578579 28,8990786| 7
E3F2T7 0,376801]  0,0531911| 7,083910654| ?
H4A5T7 2,07009 0,305095|  6,785066946| ?
182N4T7 0,637448 0,0638419|  9,984790553|Chloroplastidares ribosomales Protein L1
217D21T7 0,476529 0,0860013|  5,540951125|gamma Untereinheit der mitochondrialen F1-ATPase
F7CoT7 0,756922 0,122498]  6,179055985|Glutaminyl-tRNA Synthetase
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Anhang 5, Arrayhybridisierungen, Vergleich Epidermis bei Nacht und Tag

Epidermis | Epidermis

EST-NT. Nacht Tag Quotient Putative Funktion
187P7T7 0,677048 0,0455482|  14,86442933|homolog zu Skplp, ein evolutiondr konserviertes Kinetochorprotein aus Hefe
248G21T7 1,06901 0,207505|  5,151731284|mitochondriales fMet, 18S, 5S repeat Einheit DNA
245N11T7 10,9422 1,83695 5,95672174|Peroxidase
E12F3T7 0,283412 0,053398]  5,307539608|Photosystem | Untereinheit PSI-E
127F15T7 3,35665 0,558248|  6,012829423|Serin/Threonin-Kinase mMRNA
24811677 7,67358 0,713977]  10,74765714 |unbekannt
244H23T7 0,84694|  0,0740049  11,44437733|Vakuolares prozessierendes Enzym
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Anhang 6, Arrayhybridisierungen, Vergleich Mesophyll bei Nacht und Tag

Anhang 6

Normalisierte Aktivitidten aller unterschiedlich und einiger gleich exprimierter Transkripte in vereinigten Zellproben des Mesophylls von A.

thaliana-Rosettenblittern am Ende der Dunkel- und Lichtperiode. Reprasentiert sind sie durch die gefundenen, homologen ESTs. Sortiert sind sie in

drei Gruppen nach ihrer Expressionsstirke und innerhalb der Gruppen alphabetisch nach ihrer putativen Funktion. Fragezeichen markieren ESTs

ohne Homologie. Die Quotienten (Aktivitdt Mesophyllnachytag) sind grau unterlegt. Weitere Erlduterungen vgl. Kap. 3.1.4.4.

Buequy

EST-Nr. Mesophyll Nacht | Mesophyll Tag Quotient Funktion
123H22T7 0,596695 3,24765 0,183731313| 2
124A7T7 0,543883 8,12968 0,066900911| ?
155C1T7 2,75232 14,0963 0,195251236| ?
17211677 0,197169 1,34883 0,146177799| ?
173G14T7 0,185846 1,75214 0,106068008| ?
199D3T7 0,129571 1,44152 0,089884983| ?
205K13T7 0,190137 3,17541 0,059877937| ?
223E13T7 0,169495 1,42393 0,119033239| ?
223E15T7 0,15644 0,913249 0,171300489| ?
240E11T7 0,0896756 1,09428 0,08194941| 2
94EL17T7 1,04516 5,29259 0,197476094| °?
246C2T7 0,957946 5,01627 0,190967791|40S ribosomales Protein S13
170G23T7 0,213422 2,10586 0,101346718|Ahnlich zum ribosomalen Protein L21
170G23T17 0,317921 2,04601 0,155385849|&hnlich zum ribosomalen Protein L21
171E15T7 0,262237 1,58378 0,165576658|ahnlich zum ribosomalen Protein L21
22431517 0,869117 4,43316 0,196049094|B3-Glukosidase
240D7T7 0,110381 1,39568 0,079087613|Calmodulin
204G22T7 0,171474 0,895842 0,191410985|enthalt Ahnlichkeit zur Peptidasefamilie AL
249C3T7 0,539919 3,39554 0,159008287|Germin-&hnliches Protein
232D4T7 2,19282 12,2094 0,179600963|Glutaminsynthetase
1140477 0,200139 1,68894 0,118499769|Glutathionperosidase
173N24T17 0,352924 2,00559 0,175970163|Hauptlatexprotein
115B13T7 0,171813 0,993479 0,172940747|Histon H3
231C4T7 0,268075 7,24822 0,036984943|Hydroxynitrillyase
121F1177 0,26317 1,64196 0,16027796|Hypothetisches Protein aus Hefe, Lpg22p
223N21T7 0,973841 5,19278 0,187537504|intrinsisches Protein 2a der Plasmamembran
220F8T7 0,233555 1,40139 0,166659531|Kalte und ABA reguliertes Gen
120B15T7 1,77257 10,1329 0,174932152|L-Ascorbateperoxidase
129P9T7 1,26966 8,74819 0,145134022|L-Ascorbateperoxidase
118D23T7 0,156997 1,06332 0,147647933|Photosystem Il Rreaktionscenter 6,1KDa Protein
113P10T7 0,216339 1,89176 0,114358587|Ribulose-1,5-hisphosphatcarboxylase/oxygenase kleine Untereinheit
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Anhang 6, Arrayhybridisierungen, Vergleich Mesophyll bei Nacht und Tag

EST-Nr. Mesophyll Nacht | Mesophyll Tag Quotient Funktion
119K3T7 0,181109 1,65487 0,109440016|Ribulose-1,5-hisphosphatcarboxylase/oxygenase kleine Untereinheit
127F20T7 0,226555 2,05614 0,110184618|Ribulose-1,5-hisphosphatcarboxylase/oxygenase kleine Untereinheit
122A13T7 0,258962 1,40484 0,184335583|Ribulose-1,5-hisphosphatcarboxylase/oxygenase kleine Untereinheit
107F7T7 0,116266 1,00508 0,115678354|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
146N6T7 0,271406 1,39351 0,1947643|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
160E15T7 0,356279 2,07659 0,171569255|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
187F16T7 0,230471 1,44054 0,15998931 Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
90E2T7 0,208896 1,08422 0,192669384|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
163E18T7 0,200052 1,78572 0,112028762|Ribulosebisphosphatcarboxylase Kleine Kette 1B Vorlaufer
185F20T7 0,13901 1,60404 0,086662427|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
231E24T7 0,279598 1,46549 0,190788064|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorlgufer
242E18T7 0,454248 2,46196 0,184506653|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorldufer
192K21T7 0,275993 2,07875 0,132768731|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorlgufer
135J9T7 0,367839 2,23454 0,164615089|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
181P19T7 0,389591 1,96231 0,198536928|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorlgufer
223G6T7 0,24225 1,47654 0,164065992|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
24218T7 0,164614 1,11422 0,147739226|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorlgufer
144G20T7 0,228942 2,09095 0,109491858|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorldufer
174M11T7 0,289456 2,63963 0,109657793|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 2B Vorlgufer
14101777 0,258318 1,944 0,13287963|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
118D13T7 0,137152 0,895686 0,153125091|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
119L6T7 0,175905 1,48152 0,118732788|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
134H23T7 0,245291 1,64355 0,149244623|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
159013717 0,27381 1,71308 0,159834917|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
166D23T7 0,191005 0,955425 0,199916268|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
168023717 0,322652 1,79281 0,179969991 | Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
214A3T7 0,168601 0,964845 0,17474413|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
107F2T7 0,217212 1,27738 0,170044936|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
116B24T7 0,228779 1,30111 0,175833711|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
161M12T7 0,753446 6,51084 0,115721781|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
163L21T7 0,219594 1,83257 0,119828438|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
166G11T7 0,324111 1,82039 0,178044815|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
168F20T7 0,270266 2,044 0,13222407|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
171M16T7 0,448671 2,33812 0,191893915|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
172C717 0,196766 1,94293 0,10127282|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
174G14717 0,198149 1,11526 0,177670678|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
177A4T7 0,270464 2,00659 0,134787874|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorlgufer
184G15T7 0,232012 1,19647 0,193913763|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B Vorldufer
179F15T7 0,34297 2,02406 0,169446558|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 3B VorlauferPRECURSOR
143D10T7 0,216979 1,88853 0,114893065|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette F1 Vorlaufer
205H18T7 0,194147 1,2425 0,156255131|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette Vorldufer
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Anhang 6, Arrayhybridisierungen, Vergleich Mesophyll bei Nacht und Tag

EST-Nr. Mesophyll Nacht | Mesophyll Tag Quotient Funktion
20512177 0,218071 1,37342 0,158779543|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette Vorldufer
205A7T7 0,266768 1,3491 0,197737751|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Untereinheit
168G18T7 0,160259 4,84981 0,033044387|Sauerstoff-hervorbringender Komplex des Photosystem |l
144C15T77 0,207416 1,92315 0,107852222|sekretierte saure Phosphatase
172H20T7 0,182828 1,35234 0,135193812| Trehalose-6-phosphatsynthase Homolog
111K14T7 0,178711 0,981728 0,182037183|Ubiquitin-konjugierendes Enzym 18
168H2T7 01 0,330871 0,302232592|Actin 2
170B22T7 01 0,208984 0,478505532|Cyclophilin
192P1T7 01 0,181723 0,550288076|B Tubulin
232A19T7 13,7249 11,8159 1,161561963|Elongationsfaktor 1 o
128N22T7 0,355819 0,257907 1,379640723|Phenylalaninammoniumlyase
240A11T7 0,297986 0,207962 1,432886777| Transcinnamat-4-hydroxylase
87EAT7 8,06505 12,4454 0,648034615|Transkriptionsfaktor L2
103F6T7 3,48058 0,269025 12,93775671| ?
105D4T7 2,07096 0,186345 11,11357965| ?

10502077 1,68627 0,150671 11,19173564| ?
111A5T7 39,4787 0,10925 361,3610984| ?
113H1T7 0,721691 0,136738 5,277911042| ?
115B4T77 0,307718 0,0558441 5,51030458| ?
116D18T7 6,50064 0,27682 23,48327433| 7
11731177 3,16551 0,11696 27,06489398| ?
120P23T7 0,951149 0,170016 5,59446758| ?
121G2T7 3,43617 0,471972 7,280453078| ?
121L6T7 1,3398 0,0875736 15,29913125| ?
12201217 6,91846 0,699157 9,895431212| *?
130P5T7 0,795457 0,155766 5,106743449| ?
132G21T7 0,896395 0,165932 5402182822 ?
13411377 1,06086 0,19353 5,481630755| ?
141C4T7 2,06679 0,130698 15,8134784| ?
1410577 4,55525 0,137853 33,04425729| ?
155P20T7 6,02907 0,169512 35,56721648 ?
177K16T7 0,670897 0,0968644 6,926146242| ?
178P4T7 0,762467 0,143412 5316619251 °?
180M9T7 2,36934 0,150346 15,75924867| 2
185D14T7 3,48628 0,564479 6,176102211| °?
1901677 3,26733 0,457566 7,140674788] ?
206L10T7 1,70849 0,191263 8,932673857| ?
20601677 0,978711 0,179096 5464728414 ?
209E19T7 2,4561 0,479709 5,119978987| ?
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Anhang 6, Arrayhybridisierungen, Vergleich Mesophyll bei Nacht und Tag

EST-Nr. Mesophyll Nacht | Mesophyll Tag Quotient Funktion
210A23T7 10,3717 1,48538 6,982522991| *?
21101317 52,7388 0,547091 96,39858817| ?
212D11T7 78,7955 1,52719 51,5950864| ?
212H9T7 4,57585 0,667221 6,858072513| ?
214B11T7 2,64186 0,209957 12,58286221| ?
2221577 2,15019 0,121089 17,75710428| 2
224P3T7 17,1392 3,26001 5,257407186| °?
230B16T7 2,55138 0,182769 13,95958833| ?
240E9T7 1,83796 0,28575 6,432055993| ?
244B23T7 3,91473 0,728554 5,373287361| ?
244K1T7 2,52541 0,272466 9,268716097| °?
88M6T7 1,08496 0,19659 5,518897197| ?
92K3T7 1,77977 0,189636 9,385190576| ?
E5G4T7 3,14686 0,0470086 66,94221908| ?
F1B10T7 2,26288 0,143156 15,80709156| ?
F3E2T7 3,18064 0,529866 6,002725217| ?
F4H10T7 0,815134 0,149371 5457110149 *?
G3H4T7 3,20387 0,272677 11,74968919 2
G7C1T7 2,08738 0,260627 8,009070434| ?
G8GIT7 2,61997 0,236572 11,07472566| 2
106H21T7 1,73075 0,146101 11,84625704|12-Oxophytodienoatreductase
204D7T7 12,3462 1,49584 8,2536902343-Hydroxy-3-methylglutaryl CoA Reductase
220P22T7 1,40528 0,276256 5,086875941|Acetolactatsynthase Vorldufer
231B19T77 0,398821 0,06665 5,983810953|Actin-12
1920717 9,43338 1,82437 5,170760317|&hnlich zur ATP-Citratlyase
246B20T7 15,4589 2,17261 7,115358946|ahnlich zur ATP-Citratlyase
19811077 4,0991 0,68494 5,984611791|4hnlich zur Phosphoglyceratmutase
157G10T7 2,60558 0,226284 11,51464531|a Tubulin
242GAT7 5,78227 0,271333 21,31060358|ar Tubulin
24111477 5,11817 0,588431 8,697995177|Anorganische Pyrophosphatase
207M11T7 1,57648 0,23937 6,585954798|AP2 Doméne enthaltenes Protein RAP2.8
90D4T7 1,10195 0,184287 5,979531926|AR411
203C7T7 7,35181 0,238005 30,88930905|6 Homeobox Protein
F4F11T7 2,5711 0,417515 6,158102104|ATP-Citratlyase
G7A8T7 2,02497 0,204396 9,907092115|Chaperonin 60 beta
H10E5T7 0,874619 0,0537949 16,25839996|Chlorophyll a Apoprotein Al (Photosystem | P700)
231F3T7 4,44573 0,737139 6,031060628|Chlorophyll a /b bindendes Protein (Photosystem Il Typ 1)
182E24T7 11,6747 0,160458 72,7586035|Cyclopropanfettsduresynthase
228K16T7 2,43171 0,1903 12,77829743|Cystein Protease
143A7T7 12,4748 0,112358 111,0272522|Cystein Proteinase Homolog
10311517 7,64058 0,189756 40,26528805|Cystein Proteinase RD 21A Vorlaufer
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Anhang 6, Arrayhybridisierungen, Vergleich Mesophyll bei Nacht und Tag

EST-Nr. Mesophyll Nacht | Mesophyll Tag Quotient Funktion
190K17T7 3,77347 0,513056 7,354889135|DNA bindendes Protein
168B8T7 0,954245 0,111708 8,54231568|Galaktosyltransferase assoziierte Proteinkinase P58/GTA
12411817 3,47939 0,215022 16,18155352|Glutathion-reguliertes Kaliumefflux System Protein kefB
206N21T7 1,53693 0,223701 6,870465487|Gluthation-S-transferase
226N14T7 4,35394 0,129398 33,64766071|Glyoxysomale Citratsynthase
119H2T7 1,24335 0,187736 6,622864022|GMP-Synthase
89K12T7 6,46671 0,951366 6,797289371|grrl
225G20T7 16,3049 2,89617 5,629814548|HMG Protein
141K12T7 7,94404 1,58841 5,001252825|Homeobox-Leucin Zipper Protein
185D15T7 5,57536 1,09617 5,086218379|Hydroxymethylglutaryl-CoA-Reduktase
115F3T7 0,740599 0,11468 6,457961284 | hypothetisches Protein
214C17T7 34,1886 0,836271 40,88220206 |hypothetisches Protein
191J19T7 2,11908 0,128761 16,45746771|hypothetisches Protein
GIH1T7 0,852915 0,0992479 8,593783848|Jasmonat induzierbares Protein
151G18T7 3,99618 0,583979 6,84302004|I6sliche anorganische Pyrophosphatase
203A7T7 3,71088 0,230735 16,08286563|10sliche anorganische Pyrophosphatase
116E16T7 0,468256 0,0929416 5,03817451|Metallothionein
138A20T7 0,492716 0,0873431 5,641155398|Metallothionein
170L1T7 0,598075 0,116749 5,122741951 |Metallothionein
197L1T7 3,17195 0,337681 9,393332761 |mitochondriales Chaperonin HSP60-1 Vorldufer
222M22T7 8,08353 0,869072 9,301335217|NADH Dehydrogenase (Ubiquinon)
163F22T7 5,51649 0,404075 13,65214379|Nicht cyanogene beta Glukosidase Vorldufer
147K15T7 1,5891 0,152132 10,44553414|Nicotiana eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4A
126N11T7 2,87413 0,303221 9,478664077|Nitratreduktase
115J6T7 0,555371 0,0650225 8,541212657|Peroxisomales ATP/ADP Carrierprotein
213L3T7 8,63712 0,183899 46,96665017|Phosphoglukomutase
F3A3T7 1,05672 0,170443 6,199843936|Polyubiquitin
F4C3T7 2,19538 0,162854 13,48066366/Polyubiquitin
210F24T7 0,578177 0,113169 5,108969771 |Protein Disulfidisomerase
211P21T7 46,752 1,03919 44,98888557|PS| Reaktionscenter Untereinheit XI
G7A8T7 1,85515 0,260214 7,129324325|Pyrrolin-5-carboxylatsynthetase B
1901517 2,3774 0,441121 5,389450967 reversibel glykosyliertes Polypeptid-2
182A5T7 1,46761 0,137116 10,703419|ribosomales Protein
24112377 8,1445 0,623906 13,05404981 |Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1A Vorldufer
242D20T7 2,79764 0,51527 5,429464164|Ribulosebisphosphatcarboxylase kleine Kette 1B Vorlgufer
9101177 16,8634 0,19122 88,18847401|Rubisco Untereinheit bindendes Protein, Vorldufer der beta Untereinheit (60 KDa CHAPERONIN BETA SUBUNIT)
211P20T7 72,0452 0,614759 117,1925909|SCARECROW &hnliches Protein
89K20T7 1,29258 0,235516 5,488289543|Serinacetyltransferase
F1A5T7 3,52252 0,30261 11,64046132|SRG1 Protein
E2G7T7 0,74937 0,0565541 13,2504982|Superoxiddismutase
E8D6T7 1,15686 0,0655071 17,66007044|Superoxiddismutase, chloroplastidérer Vorldufer
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Anhang 6, Arrayhybridisierungen, Vergleich Mesophyll bei Nacht und Tag

EST-Nr. Mesophyll Nacht | Mesophyll Tag Quotient Funktion
F4B2T7 1,79507 0,194594 9,224693464| Thioglukosidglukohydrolase
10311577 7,70613 0,185183 41,61359304|Thiolprotease
206L7T7 1,84413 0,22759 8,102860407| Translokon-assoziertes Protein, Vorlaufer der alpha Untereinheit
109E3T7 2,23832 0,127135 17,60585205|Ubiquitin
210K12T7 2,24319 0,227416 9,863817849|Ubiquitin
22202077 4,0604 0,485462 8,363991414|Ubiquitin
249N2T7 4,29353 0,49684 8,641675388|Ubiquitin
F1D9T7 0,544444 0,0889592 6,120153958| Ubiquitin
113B2T7 2,11173 0,33857 6,237203533|Ubiquitin 11
E4H3T7 0,827252 0,0922816 8,964430612|ubiquitin precursor
180B9T7 0,855873 0,163736 5,227152245|Ubiquitin Vorldufer
ESF5T7 0,584272 0,0923339 6,327816761|Ubiquitin/ribosomales Protein S27a
146N22T7 2,6635 0,249222 10,68725875|Ubiquitin-&hnliches Protein
192D14T77 1,60623 0,114626 14,01278942|Ubiquitin-&hnliches Protein
91D12T7 1,79693 0,127022 14,14660453|Ubiquitin-&hnliches Protein
230E4T7 2,31927 0,390051 5,946068591|Ubiquitin-ahnliches Protein 12
241E1T7 1,31683 0,20806 6,329087763|Ubiquitin-&hnliches Protein 12
241P3T7 3,66276 0,180069 20,34086933|Ubiquitin-ahnliches Protein 12
247P24T7 4,88115 0,546139 8,937559852|Ubiquitin-&hnliches Protein 12
E6B7T7 4,2159 0,124989 33,73016825|Ubiquitin-ahnliches Protein 12
230E4T7 2,40701 0,351512 6,84758984|Ubiquitin-ahnliches Protein 12
114P24T7 0,62728 0,0964848 6,501334925|unbekannt
211P19T7 1,10469 0,170856 6,465620171 |unbekannt
213D12T7 1,58524 0,216994 7,30545545|unbekannt
151L13T7 0,741133 0,0623491 11,88682756|unbekanntes Protein
206L9T7 2,51062 0,26502 9,473322768| Xyloglukanendotransglykosylase dhnliches Protein
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