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1 Einleitung

Die Gene eines Organismus bilden die Grundlage fiir seine Eigenschaften. Daher ist die Identi-
fizierung von Genen, ihrer Funktion und Regulation der Schliissel zum Verstdndnis der Eigen-
schaften dieses Organismus. Ist die Funktion von Genen bekannt, so werden darauf aufbauend
gezielte Verdnderungen der Eigenschaften moglich. Dabei kénnen Nutzpflanzen etwa wieder-
standsfiahiger gegen biotischen und abiotischen Stress gemacht oder die Menge und Qualitét
des Erntegutes verbessert werden (Dunwell 2000). Ebenso konnen sich daraus neue Moglich-
keiten fiir die Ziichtung ergeben (Morgante und Salamini 2003). Bei einer geschitzten Zahl von
32000 bis 50000 Genen in Reis (Oryza sativa L. ssp. japonica), fiir den eine zu 93% komplette
Sequenz des Genoms vorliegt (Goff et al. 2002), ist die Analyse der Funktion sdmtlicher Gene
eine umfangreiche Aufgabe, bei der moglichst effektive Werkzeuge die Arbeit erleichtern und

beschleunigen sollen.

Ein moglicher Ansatz zur Isolierung von Genen und zur Bestimmung der Funktion von Genpro-
dukten ist die Erzeugung und Untersuchung von Mutanten. Um identifiziert werden zu kénnen,
muf} die Mutation zu einem detektierbaren Phénotyp fithren. Fiir die Hefe Saccharomyces cere-
visiae wird geschétzt, dass 60-70% der Gene nach einer Transposon Insertion keinen mutanten
Phénotyp zeigen (Goebl und Petes 1986; Oliver et al. 1992; Burns et al. 1994). Eine systema-
tische Analyse von knock-out Mutanten in Hefe hat ebenfalls zu der Erkenntnis gefiihrt, dass
ein signifikanter Teil von Mutationen zu keinem sichtbaren Phénotyp fiihrt (Ross-Macdonald
2000). Besonders schwierig ist die Identifizierung von funktional redundanten Genen und von
Genen, deren Produkte in mehreren Entwicklungsstadien benétigt werden. Damit eine Mu-
tation in redundanten Genen zu einem Phénotyp fithrt, mufl diese Mutation gleichzeitig in
allen Kopien des Gens erfolgen. Dies ist jedoch sehr unwahrscheinlich und damit selten. Daher
bleiben diese Mutationen zumeist unentdeckt. Eine Mutation von Genen, deren Produkte eine
Rolle in verschiedenen Stadien der Entwicklung spielen, ist héufig letal fiir den Organismus
oder fithrt zu sehr komplexen Phénotypen, die eine experimentelle Untersuchung erschweren

konnen.

Neben den bekannten Ansédtzen zur Mutagenese iiber ein “gene silencing” mit Hilfe von anti-
sense RNA oder RNA interference (Baulcombe 1996; Kumar und Carmichael 1998; Matzke
et al. 1998; Waterhouse et al. 2001; Wang und Waterhouse 2002) sowie chemische- oder Strah-
lungsmutagenese und Insertionsmutagenese iiber Transposons (zur Ubersicht Gierl und Saedler
(1992) und Maes et al. (1999)), die alle die beschriebenen Nachteile aufweisen, wurden in den
letzten Jahren verschiedene Technologien entwickelt, welche die Detektion der oben genannten
Genklassen signifikant verbessern.

Alle diese Systeme basieren auf der zufélligen Integration von Reportergen-Konstrukten in das
Wirtsgenom. Hierbei kann eine Identifizierung der Gensequenzen auf der Basis des Expressi-
onsmusters in heterozygoten Organismen stattfinden, eine Mutation, die zu einem sichtbaren

Phénotyp durch den Funktionsverlust des Gens fiihrt, ist dabei nicht mehr notwendig.

Casadaban und Cohen (1979) beschrieben das erste System, bei dem dieses Prinzip angewen-
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Gene-Trap Ansatzes

Das hier beispielhaft dargestellte Gene-Trap Element basiert auf dem Ac-Transposon aus
Mais. Die Bildung verschiedener mRNA Spleifiprodukte nach der Integration des Gene-Trap
Elementes in ein genomisches Intron (A) oder Exon (B) ist dargestellt. Die durch schwarzen
Linien verbundenen engen schwarzen Boxen im oberen Teil von Diagramm A und B zeigen
die unterschiedlichen Spleiiméglichkeiten. Das Gene-Trap Element enthélt ein Reportergen,
upstream davon ein Intron (I) und eine kiinstliche dreifache Spleiakzeptorstelle (A). Die Ac
Sequenzen an den 3’ und 5’ Enden sind als graue Pfeile abgebildet. Eine weite oder enge
ungefiillte Box symbolisiert die Exon- und Intronsequenzen eines putativen chromosomalen
Gens.

det wurde. Es basiert auf einem promotorlosen lac-Operon, das mit Hilfe des Bakteriophagen
Mu zufallsméBig in das Escherichia coli Chromosom integriert wurde. Die Aktivierung des
lacZ-Reportergens ist abhéngig von der Integration des Phagens in der richtigen Orientierung
downstream von einem bakteriellen Promotor. Ist der Phage downstream eines konstitutiv
exprimierenden Promotors integriert, so kann eine konstitutive lacZ-Expression beobachtet
werden. Bei einer Integration in regulierte Gene kann die Aktivitdt des Reportergens zum
Beispiel transient beobachtet werden oder unter bestimmten Bedingungen induziert werden.
Inzwischen finden verschiedene Reportergen-Konstrukte, die z.T. auf modifizierten Transpo-

sons beruhen, sehr erfolgreich in Studien zur Entwicklung von Siugetieren (zur Ubersicht
Cecconi und Meyer (2000)) und Drosophila (zur Ubersicht Bellen (1999)) Verwendung.

Diese Reportergen-Konstrukte verfiigen iiber ein Reportergen, dessen Expression von der Tran-
skription des chromosomalen Gens abhéngt, in welches das Konstrukt integriert ist. Fiir ver-
schiedene Ansétze wurden Systeme entwickelt, die sich unter anderem in den Reportergen-
Konstrukten unterscheiden. Dabei wird der Begriff “Gene-Trap” als Oberbegriff zur Bezeich-

nung von Enhancer-Trap, Promoter-Trap und Gene-Trap Systemen verwendet.

Zur Identifikation von Enhancern dienen Enhancer-Trap Elemente (O’Kane und Gehring 1987;
Bellen et al. 1989; Bier etal. 1989; Wilson etal. 1989). Ein Enhancer-Trap Element enthalt
ein Reportergen mit einem upstream vor dem Gen gelegenen Minimalpromotor. Gelangt das
Element in den Wirkungsbereich eines Enhancers, so wird die Aktivitdt des Minimalpromo-
tors verstéirkt, dies kann zur Bildung einer nachweisbaren Menge des Reporterenzyms fiihren.
Promoter-Trap Elemente wurden zur Identifizierung von Promotoren entwickelt (Friedrich und
Soriano 1991). Ein Promoter-Trap Element enthilt ein Reportergen ohne Promotor, welches

bei Insertion in ein transkribiertes Gen ein funktionales Enzym bildet.
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In einem Gene-Trap Konstrukt werden eine oder mehrere Spleiflakzeptorsequenzen und manch-
mal auch eine Intronsequenz mit den in cis-wirkenden DNA Strukturelementen, die zur Er-
kennung und Nutzung der Spleiflakzeptorstellen notwendig sind, upstream vor die kodierende
Sequenz eines Reportergens gesetzt. Bei Integration des Konstruktes in ein Intron oder Exon
eines chromosomalen Wirtsgens, entsteht ein Fusionsprotein aus dem “getaggten” Genprodukt
und dem Reportergen (Abbildung 1).

Damit es zu einer solchen Fusion kommt, besitzt das Gene-Trap Element spezielle Konstruk-
tionsmerkmale. Upstream des promotorlosen Reportergens befindet sich eine dreifache Spleif3-
akzeptorsequenz (3A-Site), die so konstruiert ist, dass eine transkriptionale Fusion des Re-
portergens in jedem der drei méglichen Leserahmen des “getaggten” Wirtsgens erfolgen kann.
Dadurch wird das Fusionstranskript zwischen dem “getaggten” Gen und dem Reportergen
so prozessiert, das ein funktionales Reporterenzym translatiert werden kann. Theoretisch ist
dies bei einem Drittel der prozessierten Transkripte moglich. Diese resultiert daraus, dass
in der Zelle eine Population an Fusionstranskripten entsteht, bei denen die Sequenzen des
Gene-Trap Konstruktes wie ein artifizielles Introns iiber die Nutzung der Al, A2 oder A3
Spleiakzeptorsequenz prozessiert werden. Nur die Nutzung einer der drei moglichen Spleif3-
akzeptorsequenzen fiithrt zu einem Template, von dem ein funktionaler Reporter translatiert
werden kann. Wird diese Spleiflakzeptorsequenz weniger héufig oder gar nicht benutzt, sinkt
die Rate, mit der “getaggte” Gene identifiziert werden konnen. Weitere wichtige Elemente im 5’
Bereich des Reportergens sind eine Intronsequenz, welche die Verzweigungsstelle und die opti-
male DNA-Sequenzumgebung fiir ein effektives Spleilen liefert, sowie eine Spleifidonorsequenz
(Abbildung 1). Der Einsatz einer Intronssequenz und drei Spleifiakzeptorstellen upstream des
Reportergens erhoht die Zahl der nachweisbaren Integrationen. Eine Studie in Reis (Jeon et al.
2000) hatte zum Ergebnis, dass die Effizienz mit der GUS-Expression bei transgenen Linien
mit drei putativen Spleidonorstellen, einem Intron und drei Akzeptorstellen gefolgt von dem
GUS-Reportergen nachgewiesen werden kann, im Vergleich zu Linien ohne einem Intron und
den Spleiistellen vor dem GUS-Gen, verdoppelt wurde. In Arabidopsis stellten Nussaume et al.
(1995) eine Steigerung von 4 % in einem System ohne Intron nach Bechtold et al. (1993) auf

20% bei einem System mit Intron und 3A-Site und somit eine Verfiinffachung fest.

Die Effektivitdt eines Gene-Trap Systems héngt wesentlich davon ab, dass das Element kor-
rekt gespleifit wird. Als Spleifien bezeichnet man den Prozess, bei dem die Intronsequenzen aus
der Precursor-mRNA (pre-mRNA) ausgeschnitten und die Exons dadurch fusioniert werden.
Dieser Schritt ist von fundamentaler Bedeutung fiir die Genexpression. Eine Ubersicht iiber
die Spleifivorgénge in hoheren Pflanzen geben Simpson und Filipowicz (1996). Das Spleifien
der pre-mRNA findet in einem grofien Ribonukleoprotein-Komplex, dem Spleifieosom, statt.
Der Spleifivorgang erfolgt schrittweise. Gesteuert wird er von zahlreichen in cis-wirkenden
Elementen auf der mRNA. Generell wird angenommen, dass das Auffinden der Spleiflakzep-
torsequenz im Spleifiprozess durch eine Art “scanning” Mechanismus bewerkstelligt wird, der
préaferentiell die erste Spleiflakzeptorsequenz downstream der Verzweigungsstelle benutzt. Das

Spleilen von pre-mRNA in hoheren Pflanzen unterscheidet sich in einigen Punkten vom den
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Spleifivorgdngen in Sdugetieren und Hefe. Heterologe Introns aus Vertebraten oder Hefe wer-
den in transformierten Pflanzen in der Regel nicht oder nur sehr ineffizient herausgespleif3t.
Auch zwischen monokotylen und dikotylen Pflanzen bestehen Unterschiede. So werden Introns
aus dikotylen Pflanzen in monokotylen Pflanzen korrekt und effizient prozessiert. Umgekehrt

erfolgt die Prozessierung jedoch ineffizient oder iiberhaupt nicht.

Die Ubergénge zwischen Exon und Intron sind stark konserviert. Sie spiclen eine wichtige
Rolle beim Erkennen der Exon/Intron Grenze durch das Spleifieosom. Die 5’ Spleifidonorstelle
hat in allen Eukaryoten meistens die Sequenz AG/GT (Simpson und Filipowicz 1996). Die
im Intron downstream folgenden Basen AAGT sind ebenfalls relativ stark konserviert, jedoch
nicht so stark wie der Exon/Intron Ubergang AG/GT. Bei der 3’ SpleiBakzeptorstelle sind
die Basen vor der Intron/Exon Grenze nicht ganz so stark, die Grenze selbst (AG/GT) ist
jedoch stark konserviert, wobei in Vertebraten das T nicht konserviert ist. Eine moglichst gute
Ubereinstimmung mit den Konsensussequenzen ist fiir ein effizientes Erkennen und SpleiBen

erforderlich.

Die Verzweigungsstelle, welche in pflanzlichen Introns durchschnittlich 27 bp upstream der
Spleiakzeptorstelle liegt, ist fiir den Spleifivorgang ebenfalls von grofler Bedeutung. Sie ist
fiir die Ausbildung der Lariatstruktur unbedingt erforderlich, ohne die das Spleiflien nicht
stattfinden kann. Im Gegensatz zu Hefe, wo die Sequenz der Verzweigungsstelle mit TACTAAC
sehr stark konserviert ist, wurde fiir Pflanzen die degenerierte Konsensussequenz CTRAY
ermittelt, wobei auch weiter degenerierte Sequenzen noch ein Spleifien ermoglichen (Simpson
und Filipowicz 1996). Jedoch hat die Ubereinstimmung mit dem Konsensus einen grofien
Einfluf} auf die Definition der 3’ Spleilakzeptorstelle (Simpson et al. 2002).

In Vertebraten beeinflusst ein Polypyrimidintrakt (T-Stretch) downstream der Verzweigungs-
stelle die Auswahl der Spleilakzeptorstelle. Auch pflanzliche Introns enthalten AU reiche Ele-
mente, die hier eine wichtige Rolle bei der Introndefinition spielen. Dabei wurde zum Einen eine
positionsunabhéngige Wirkung AU reicher Elemente festgestellt (Baynton et al. 1996; Lorkovic
et al. 2000; Brown et al. 2002), die eine Erkennung der Intronsequenz durch das Spleifieosom
positiv beeinflussen. Zum Anderen gibt es auch Hinweise darauf, dass ein T-Stretch in Pflan-
zen existiert und wie bei Vertebraten einen Einflufl auf die Auswahl der Spleiflakzeptorstelle
ausiibt (Simpson et al. 2002).

Ein Gene-Trap Element kann auf einem Transposon basieren, um die Integration in neue
genomische Positionen zu erméglichen. Eukaryotische Transposons werden nach ihrem Trans-
positionsmechanismus und ihrer Vermehrung in zwei Gruppen unterteilt: Retrotransposons
(Klasse I Elemente) und DNA Transposons (Transponierbare Elemente, Klasse II Elemente)
(zur Ubersicht Kunze et al. (1997)). Retrotransposons transponieren iiber eine RNA Zwischen-
form, bei DNA Transposons erfolgt die Transposition iiber ein Ausschneiden und Reintegrieren
(“cut-and-paste”). Das Donor Element wird dabei physisch ausgeschnitten und an einer neuen
Position im Genom reintegriert. Bei diesem Vorgang bleibt die Anzahl der Elemente im Ge-

nom in der Regel konstant. Die DNA Transposons werden in Uberfamilien unterteilt, welche
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Ahnlichkeiten in der DNA- und Proteinsequenz besitzen. Transposons kommen als autonome
und nicht-autonome Elemente vor. Die autonomen Elemente besitzen alle Voraussetzungen,
um transponieren zu kénnen. Sie enthalten sowohl Sequenzen fiir die mobilisierenden trans-
aktiven Proteine als auch Sequenzen, die in cis fiir die Transposition benotigt werden. Die cis
wirkenden Sequenzen liegen an den Enden des Transposons und lassen sich in die “terminal
inverted repeats” (TIRs) direkt an den Enden des Transposons und weitere Sequenzmotive
in den subterminalen Regionen differenzieren. Fiir eine Transposition ist die Erkennung der
cis-aktiven Sequenzen durch die trans-aktiven Proteine (Transposasen) notwendig. Die Ver-
dnderung weniger Basen oder aber eine partielle Deletion der TIR-Sequenz reicht aus, um
das Transposon zu immobilisieren. Nicht-autonome Elemente kénnen nicht alle der trans-
aktiven Proteine bilden und transponieren nur dann, wenn diese Proteine von einem an einer
anderen Stelle im Genom vorkommenden Element geliefert werden. Zusétzlich kommen de-
fekte Abkommlinge beider Klassen von Elementen vor, die aufgrund mutierter cis wirkender
Sequenzen nicht mehr transponieren konnen. Basierend auf der Feinstruktur der TIRs und
Homologien unter den Transposase Proteinen kénnen die meisten pflanzlichen Transposons in
zwei Uberfamilien eingeordnet werden, und zwar die Ac-Uberfamilie und die En /Spm oder

CACTA-Uberfamilie. In Pflanzen kénnen mehrere unabhéngige Familien coexistieren.

Bei der Transposition produzieren alle Transposons kurze Verdoppelungen der Zielsequenz
(Target Site Duplication(TSD)). Die Exzission der Elemente kann zu charakteristischen Veran-
derungen in den TSDs fithren, diese umfassen Deletionen, Additionen oder Basenkonversionen
(Sutton et al. 1984; Fedoroff 1989; Baran etal. 1992; Scott et al. 1996). Diese Verdnderungen

werden als “Footprints” bezeichnet.

Eines der am besten charakterisierten Transposons ist das Activator/Dissociation (Ac/Ds)
Element aus Mais. Das autonome Ac-Element hat eine Lénge von 4565 bp und kodiert eine
Transposase (Ac-TPase). Die Ac-TPase besteht aus 807 Aminosduren. Es gibt ein modifiziertes
Transposase Gen (AcA102), bei dem die ersten 102 Aminosduren des Proteins deletiert sind.
Diese Deletion fithrt beispielsweise in Petunienprotoplasten (Houba-Herin etal. 1990) und
transgenem Tabak (Kunze etal. 1995) zu einer erhéhten Transpositionsfrequenz von nicht-
autonomen Elementen. Die fiir eine Erkennung durch die Ac-TPase notwendigen TIRs sind
11 bp lang (Pohlman etal. 1984; Coupland et al. 1989). Healy etal. (1993) konnten zeigen,
dass eine Deletion der dufleren fiinf Basen des 5-TIR zur Stabilisierung des autonomen Ac-
Elements in Tomate fithrt. Fiir eine Transposition werden neben den TIRs mindestens 238
bp der subterminalen 5” Region und 209 bp der subterminalen 3’ Region benétigt (Coupland
etal. 1989). Bei Insertion entsteht eine TSD von 8 bp. Die Dissociation-Elemente (Ds) gehoren
zur gleichen Familie. Ein Ds-Element ist nicht-autonom, es kann keine Ac-TPase bilden. Es
springt nur in Gegenwart von Ac oder einem defekten Ac-Element, welches Ac-TPase bilden
kann (zur Ubersicht Kunze et al. (1997)).

Das Ac-Element wird sehr erfolgreich zur Insertionsmutagenese im Mais eingesetzt. Auch
in verschiedenen heterologen Systemen wie z.B. Tabak, Arabidopsis thaliana, Tomate und
Flachs findet Ac Verwendung (zur Ubersicht Kunze etal. (1997)). Eine Transposition des
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Ac-Transposons in Getreide wurde 1991 erstmals fiir Reis (Oryza sativa L.) gezeigt (Izawa
etal. 1991). Dadurch wurde die Entwicklung verschiedener Systeme zur Insertionsmutagenese
moglich (Enoki etal. 1999; Chin etal. 1999; Greco etal. 2001). Auch in der Wirtspflanze
Gerste konnte die Transposition von autonomen Ac-Elementen von Scholz etal. (2001) und

von nicht-autonomen Ds-Elementen durch Koprek etal. (2000, 2001) demonstriert werden.

Zur Insertionsmutagenese werden haufig so genannte Zwei-Komponenten Systeme eingesetzt.
Ein Zwei-Komponenten System besteht aus einer Transposase-exprimierenden und einer Trans-
posase abhingigen Komponente (nicht autonomes Element). Ziel eines solchen Systems ist die
Moéglichkeit, das nicht-autonome Element nach einer Transposition an seiner neuen genomi-
schen Position stabilisieren zu kénnen. In der Praxis enthélt eine Pflanzenlinie ein Transposon,
welches durch Entfernung der terminalen Transposase-Erkennungssequenzen nicht mehr trans-
ponieren kann, aber Transposase produziert. Die weitere Linie besitzt ein nicht-autonomes
Element, welches von der Transposase trans-aktiviert werden kann. Durch Kreuzung jeweils
einer Pflanzenlinie mit Transposase-Aktivitat und einer Linie mit einem nicht-autonomen Ele-
ment kommen Transposase und nicht-autonomes Element in den Zellen der Nachkommenlinie
zusammen. Es besteht nun die Mdoglichkeit der Transposition und somit der Entstehung von
Insertionsmutanten. In der folgenden Generation lésst sich das Transposasegen durch Segre-
gation aus dem genomischen Hintergrund entfernen, und das nicht-autonome Element und die

von ihm erzeugte Mutation sind stabil (Abbildung 2).

Zur Aufklarung von Genfunktionen ist der Einsatz von Transposon-induzierter Mutagenese
ein bewihrtes Verfahren (zur Ubersicht Gierl und Saedler (1992)). Eine Moglichkeit bietet
der Zugang iiber einen so genannten “reverse genetics” Ansatz. Dabei werden Transposon-
haltige Populationen fiir die genetische Definition der Genfunktion, ausgehend von beliebigen
DNA-Sequenzen, verwendet (zur Ubersicht Maes etal. (1999)). Dafiir wurden in den ver-
gangenen Jahren eine Reihe von Methoden entwickelt, die die effiziente Identifizierung von
Transposon-induzierten Mutanten erméoglichen. Als ein Beispiel sei hier das von Steiner-Lange
etal. (2001) fir Arabidopsis beschriebene Array-System angefiithrt. Dabei wird eine grofie
Anzahl von Transposon-flankierenden Sequenzen isoliert und auf Filter aufgebracht. Eine Hy-
bridisierung dieser Filter mit genspezifischen Sonden fiihrt nun direkt zu den Pflanzen, die eine
Transposon-Insertion in dem Ziel Gen enthalten. Einen anderen Ansatz nutzt die “forward ge-
netics” Strategie. Dabei wird eine Transposon-induzierte Mutante identifiziert, ausgehend von
der bekannten Transposonsequenz kann dann die Klonierung der Transposon-flankierenden
Gensequenzen erfolgen. Basis fiir die endgiiltige Aufklarung der Genfunktion bleibt aber nach
wie vor der Phénotyp der Mutante. Gene-Trap Systeme zeigen ihre Vorteile besonders beim
Einsatz in “forward genetics” Ansétzen, die Transposon-induzierte Mutante kann dort {iber

die Expression des Reportergens identifiziert werden.

Untersuchungen mit einem Gene-Trap System in Arabidopsis (Sundaresan etal. 1995) de-
monstrieren, welche Moglichkeiten eine solche Strategie fiir die Pflanzenforschung bietet. Das
von Sundaresan etal. (1995) eingesetzte System basiert auf dem Ac-Transposon aus Mais,

upstream vor dem GUS-Reportergen befindet sich die Sequenz des vierten Introns des GPA1
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Zwei Komponenten Gene-Trap Sy-
stems

Schematisch dargestellt sind drei Generationen, T0 bis T2 (Abbildung modifiziert nach Scholz
(2000)). In der grauen Box neben den Pflanzen sind die Chromosomen als lange Késten darge-
stellt, die kleinen Boxen stehen fiir das Transposasegen (rot) und Gene-Trap Element (blau).
Der blaue Pfeil deutet Transpositionen des Gene-Trap Elementes an. A: Die aktivierende
Komponente des Systems exprimiert die Transposase. B: Die nicht autonome-Komponente
des Systems mit einer Gene-Trap Integration, welches sich von der Transposase aus Linie
A trans-aktivieren lassen kann. C: Kreuzung von Linie A und B. Die Transposase trans-
aktiviert das Gene-Trap Element. Eine durch Transposition in ein exprimiertes Gen verursach-
te Reportergen-Expression ist durch Blaufirbung der Ahre angedeutet. Die Pflanzen werden
geselbstet und segregieren. D: Revertierung der Reportergen-Expression durch weitere Trans-
position des Gene-Trap Elementes. E: Das nicht autonome Gene-Trap Element ist stabil an
seiner genomischen Position. F: wie A. G: Beide Komponenten sind durch Segregation verloren
gegangen.
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Gens aus Arabidopsis mit einer kiinstlichen 3A-Site, deren drei Spleilakzeptorstellen jeweils
elf Basen Abstand zueinander besitzen (TGCAG/GTTATATGCAG/GTTATATGCAG/GT).

Mehrere hundert Pflanzen mit unabhéngigen Gene-Trap Integrationen wurden auf die Ex-
pression des verwendeten Reporters untersucht. Dabei hatte etwa ein Viertel der Integratio-
nen der Gene-Trap Elemente eine Expression des Reporters zur Folge. Diese Expression trat
in Bliiten oder Keimlingen auf und zeigte eine organ-, gewebe-, zelltyp- oder entwicklungs-
spezifische Expression. Diese so erhaltenen Expressionsmuster kénnen zur Identifizierung von
Genen fiihren, die eine Rolle bei der Organogenese und Zelldifferenzierung spielen (zur Uber-
sicht Springer (2000)). Aus der standig zunehmenden Zahl an Publikationen 1&8t sich ablesen,
das diese Arabidopsis Gene-Trap Linien inzwischen ausgesprochen intensiv und erfolgreich ge-
nutzt werden. Das Gen PROLIFERA war das erste mit dem von Sundaresan etal. (1995)
entwickelten Gene-Trap System identifizierte Gen in Arabidopsis (Springer et al. 1995). Dabei
handelt es sich um ein Gen, dessen Mutation einen frithen letalen Phénotyp zeigt, und so
mit konventionellen Mutagenesemethoden nicht zu identifizieren ist. Seitdem steigt die Zahl
der identifizierten Gene stetig, so wurde seit dem Jahr 2001 die Identifizierung von Seneszenz-
regulierenden Genen (He et al. 2001), einer monofunktionalen Aspartat Kinase (Yoshioka et al.
2001) und von einem RPS5-Gen (Weijers et al. 2001) beschrieben, dessen Mutation zu einer
vollstandigen Arretierung der Entwicklung in einem frithen embryonalen Stadium fiihrt. Als
weitere Beispiele zu nennen sind die Identifizierung eines RSH Gens, das fiir die normale Em-
bryoentwicklung wichtig ist (Hall und Maura 2002), eines GH3-homologen Gens, das Mitglied
einer Auxin-regulierten Genklasse ist (Tanaka et al. 2002), eines Mitglieds der RING-H2 Finger
Protein-Familie, fiir das funktionale Redundanz nachgewiesen werden konnte (Lechner et al.
2002), einer Acyl-Hydrolase, die in Seneszenzprozessen eine Rolle spielt (He und Gan 2002),
eines Gens mit Namen POLARIS, dessen Expression fiir das Wachstum von Wurzeln und die
Ausbildung des vaskuldren Blattsystems entscheidend ist (Casson etal. 2002), sowie einem

Marker fiir die frithe Entwicklung des vaskuldren Systems (Holding und Springer 2002).
Die Entwicklung weiterer Gene-Trap Systeme fiir Reis (Chin et al. 1999; Jeon et al. 2000) und

das Moos Physcomitrella patens (Hiwatashi et al. 2001) wurde ebenfalls beschrieben. Das von
Chin et al. (1999) eingesetzte System basiert auf dem Ac-Transposon aus Mais, upstream vor
dem GUS-Reportergen befindet sich die Sequenz des dritten Introns des Adh! Gens aus Mais
mit einer kiinstlichen 3A-Site nach Sundaresan et al. (1995). Das von Jeon et al. (2000) vor-
gestellte Gene-Trap System besitzt keine Transposon Sequenzen, die Mutagenese erfolgt iiber
eine zufillige Integration des T-DNA Vektors. Upstream vor dem GUS-Reportergen befindet
sich die Sequenz des dritten Introns des OsTubA1 Gens aus Reis mit einer kiinstlichen 3A-Site
nach Sundaresan etal. (1995) und am 5’ Ende der Intronsequenz drei putative Spleiidonor-
stellen. Erste Untersuchungen zur Expression des Reportergens zeigen auch hier das Potential
zur Identifizierung von interessanten und moglicherweise iiber andere Ansétze schwer zu un-

tersuchenden Genen.

Ziel der Arbeitsgruppe ist es, ein aktives Gene-Trap System in Gerste zu etablieren, um die

Vorteile eines solchen Systems fiir die Identifizierung von Genen nutzbar zu machen. Fiir Gerste
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ist bisher noch kein Gene-Trap System publiziert worden, aufgrund der Unterschiede zwischen
monokotylen und dikotylen Pflanzen scheint der Einsatz des von Sundaresan et al. (1995) fiir

dikotyle Pflanzen entwickelten Gene-Trap Elementes in Gerste nicht geeignet zu sein.

Deshalb wurde bereits im Rahmen einer Diplomarbeit (Bergmann 2000) das fiir monokotyle
Pflanzen optimierte Gene-Trap Element GTDs A entwickelt. Das Element basiert auf dem
Ac-Transposon aus Mais, als Intronsequenz upstream des GUS-Reportergens wurde ein 145
bp Fragment des ersten Introns des actinl Gens aus Reis verwendet (McElroy etal. 1990).
Der Abstand der Spleilakzeptorstellen der entwickelten 3A-Site (TGTAG/GTTTGCAG/-
GTTTGCAG/GT) zueinander betriagt acht bp. Die bei der Untersuchung von GTDs A erhal-
tenen Ergebnisse, besonders die priferentielle Nutzung der 3A-Site Spleifistelle A1 (Bergmann

2000), zeigten das Potential fiir eine weitere Optimierung des Gene-Trap Elementes.

Ziel dieser Arbeit war es daher, ein Gene-Trap Element zu entwickeln, dessen Strukturelemente
derart optimiert sind, dass sie ein effizientes Spleiflen iiber alle drei Spleilakzeptorstellen in

monokotylen Pflanzen erlauben.

Die Funktion des optimierten Elementes als nicht-autonome Teilkomponente in einem Gene-
Trap System in Gerste wurde untersucht, sowie ein Vergleich der Funktion von GTDs A und
dem optimierten Element durchgefiihrt. Dabei wurde insbesonders die Fahigkeit zur trans-
Aktivierung und somit die Einsatzmoglichkeit in einem Zwei Komponenten System, sowie die
effektive Erkennung und Benutzung aller drei Spleilakzeptorstellen der 3A-Site und daraus

resultierend die Bildung eines funktionalen GUS-Reporterenzyms analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Chemikalien, Verbrauchsmaterial und Kits

2.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, im Reinheitsgrad pro analysis von
den nachstehenden Firmen bezogen: Biometra (Gottingen), Biomol (Hamburg), Biorad (Miin-
chen), Boehringer (Mannheim), Difco (USA), Fluka (Schweiz), Hoechst (Frankfurt), Invitrogen
(Karlsruhe), Life Technologies (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Schweden), Roth
(Karlsruhe), Seakem (USA), Serva (Heidelberg) und Sigma (Miinchen). Die Herstellung der

Losungen erfolgte mit deionisiertem Wasser.

2.1.2 Kits und sonstiges Material

Goldpartikel: Biorad (Miinchen)

3 MM-Papier: Whatman (GB)

Nylon Membranen Hybond NX: Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
HyperfilmMP: Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Reaktionsgefiafie: Eppendorf (Hamburg)

TRIzol-Reagenz: Life Technologies (Eggenstein)

SuperScript One-Step RT-PCR System: Life Technologies (Eggenstein)
PolyATtract mRNA Isolation System IV: Promega (Mannheim)

TOPO TA Cloning Kit: Invitrogen (Groningen, NL)

Dig Taq DNA Sequencing Kit: Roche Diagnostic (Mannheim)

2.1.3 Gerate und Software

Gradientencycler Eppendorf Mastercycler: Eppendorf (Hamburg)

Particle Gun PDS-1000/He: Biorad (Miinchen)

Stratalinker UV Crosslinker: Stratagene (Heidelberg)

Analyse Softwarepaket DNASTAR Lasergene Vers. 4.00: DNASTAR Inc. (USA)
Spleiistellenvorhersage: Splicepredictor (Brendel und Kleffe 1998)

2.1.3.1 Splicepredictor
Die Software “Splicepredictor” (Brendel und Kleffe 1998) bewertet die Wahrscheinlichkeit der

Benutzung einer potentiellen Spleifistelle anhand von drei Parametern. Zum Einen wird der
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Grad der Ubereinstimmung mit den Konsensussequenzen (P) und zum Anderen die Sequen-
zumgebung (rho und gamma) bewertet. Je groBer die Ubereinstimmung einer Spleifstelle mit
dem Konsensus ist, desto ndher an 1 ist ihr P Wert (0 < P < 1). Der rho (R) Wert wird fiir
jede Spleifistelle aus dem eigenen P Wert und dem P Wert ihrer potentiellen, besten Partner-
Spleifstelle bestimmt. Der Wertebereich ist 0 <rho < 1. Der gamma (G) Wert schliellich gibt
Aufschluf3 dariiber, ob weitere Spleifistellen in der Sequenzumgebung in Konkurrenz zu der
beurteilten Spleifistelle stehen. Je wahrscheinlicher die Nutzung anderer, benachbarter Spleif3-
stellen ist, desto geringer ist der gamma Wert. Der Wertebereich ist 0 < gamma < 2. Zur
schnellen Beurteilung wird aus allen drei Werten der * Wert gebildet, jeder der drei Einzelwer-
te fiir P, rho und gamma kann einen * Wert (P*, R* ) G*) zwischen 1 und 5 annehmen. Somit
kann der gesamt * Wert (P*+R*+G*) zwischen 3 (zweifelhaft) und 15 (sehr wahrscheinlich)

liegen.

2.1.4 DNA-Sequenzanalysen

Die DNA-Sequenzanalysen wurden von den Firmen Seqlab (Gottingen) und “DNA Cloning
Service” (Hamburg) durchgefiihrt. Fiir die Analyse der Sequenzen wurde die "DNASTAR”

Software “Seqman” verwendet.

2.1.5 Enzyme

Alle verwendeten DNA-modifizierenden Enzyme wurden von den Firmen Invitrogen (Karlsru-
he), MBI Fermentas (St.Leon-Rot) und New England Biolabs (Frankfurt) bezogen.

2.1.6 Bakterienstamme

Zur Transformation und Amplifizierung von Plasmid-DNA wurden die folgenden Bakterien-

stdmme eingesetzt:
TOP10F’: Invitrogen (Groningen, NL) (Grant 1990)

Genotyp: F’, laclq, Tn10(TetR), merA, D(mrr-hsdRMS-merBC), £80lacZDM15, DlacX74, de-
oR, recAl, araD139, D(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL (StrR), endA1, nupG

DH5a: Invitrogen (Groningen, NL)(Hanahan 1983)

Genotyp: F-, phi80dlacZDelta M15, Delta(lacZYA-argF), U169, deoR, recAl, hadR17(rk-
;mk+), gal-, phoA, supE44, Lambda-, thi-1, gyrA96m, relA1l

2.1.7 Pflanzenmaterial

Zur Gewinnung von Embryonen wurde die Sommergerste ( Hordeum vulgare L.) kultivar “Gol-

den Promise” verwendet.
Folgende transgene Gerstenlinien wurden eingesetzt:

GTDs A TO Linien: 1, 2 , 3, 4, 5; S. Liitticke (Universitit Hamburg)
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cwAcA102 Linien: cw2, cw3 und cw4; S. Liitticke (Universitdt Hamburg)

2.1.8 Plasmide

pAcA102 (A. Hoffmann und R. Kunze, nicht veréffentlicht)

Das Plasmid pAcA102 enthélt eine modifizierte Ac Sequenz, die von kurzen Sequenzen aus der
originalen Insertionsstelle im wz-m7 Allel (Miiller-Neumann et al. 1984) flankiert wird. Eine
Deletion eines 412 bp Fragmentes (Position 988-1400 im wt Ac) resultiert in der Expression ei-
ner am N-Terminus um 102 Aminoséuren kiirzeren Transposase. Zusétzlich wurden die letzten
drei Basen der untranslatierten Leader Sequenz (Position 1405 bis 1408) zu ACC mutiert.
pCR2.1: Invitrogen (Groningen, NL)

pBluescript SK: Stratagene (Heidelberg) (Short et al. 1988)

pUbi.cas: (D. Becker, nicht veréffentlicht) pUC18 mit MCS zwischen einem Mais Ubiquitin-
promotor (Christensen et al. 1992) (PMB18:675) und dem nos-Terminator aus A. tumefaciens.
pUbiGUS (K. Oldach, nicht veroffentlicht) Enthélt das fiir eine bakterielle 3-Glucuronidase
kodierende GUS-Gen (uidA) (Jefferson 1987) in der MCS von pUbi.cas.

Cl-sense: (V. Reddy, Universitit Hamburg)

Das Plasmid enthélt das c¢1-Gen aus Mais (Paz-Ares etal. 1986, 1987), flankiert vom actin!
Promotor (McElroy etal. 1990) und dem nos-Terminator.

R1-sense: (V. Reddy, Universitdt Hamburg)

Das Plasmid enthélt das r1-Gen aus Mais (Ludwig et al. 1989), flankiert vom actin! Promotor
(McElroy etal. 1990) und dem nos-Terminator.

pGTDs A (Bergmann 2000)

pUbiGBSSI: Dieses Plasmid enthélt das Weizen gbss! Gen zwischen einen Mais Ubiqui-
tinpromotor (Christensen etal. 1992) (PMB18:675) und dem nos-Terminator von pUbi.cas.
Das gbss! Fragment einer subklonierten genomischen Weizen DNA (cv. Florida) (Kluth et al.
2002), welches 1472 bp des 5’ Endes der kodierenden Sequenz enthélt, wurde in einer PCR
mit einer “proof reading” Polymerase (Platinum Taq Pfx, Invitrogen) amplifiziert. Dieses ge-
nomische DNA Fragment enthélt sechs Exon- und fiinf Intron-Sequenzen, die in ihrer Grofie
jeweils zwischen 81 bp bis 330 bp und 75 bp bis 108 bp variieren. Der verwendete 5 Pri-
mer 11-8ATGPST (2.1.10) war dafiir ausgelegt eine Pstl Restriktionsschnittstelle vor das
Translationsstart-Codon von gbss! einzufiigen. Das PCR - Fragment wurde zuerst in einen
pCR2.1 Vektor subkloniert und dann nachfolgend in die PstI und Sstl Restriktionsschnittstel-

len von pUbi.cas.

2.1.9 Léangenstandards

Lambda 16: Fermentas (St. Leon-Rot)
50 bp Ladder, 100 bp Ladder: Invitrogen (Karlsruhe)
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Dig - markierter DNA Marker VII, Dig - markierter DNA Marker VIII: Roche (Mannheim)

2.1.10 Primer

Das Design der Primer erfolgte mit der “DNASTAR” Software PrimerSelect.

11-8ATGPST 5 TCTGCAGGTGCCATGGCGGCTCTGGTCAC 3’
GTRT2-3-dig 5 Digoxygenin-TTCACGGGTTGGGGTTTCTACAGG 3’

GTRT2-3 5 TTCACGGGTTGGGGTTTCTACAGG 3’

GTRT2-1 5 ATCTCCCCGCGCTACGACCAGT 3’

Reampl 5 CAAGGACGCCTGGGACACC 3

Reamp3 5" TGGGACACCAGCGTCATCTC 3’

Soel 5 GACTGGCTGGATCTCGCAGA 3’

SoeM-L 5 GATGCAAAACCTTGGCCGTCGCTATA 3’

Soed 5" ACATCCGAGAGCCCCATTC 3

SoeM-U 5 GCATCTATAGCGACGGCCAAGGTTT 3

GTSOE2-1 5 TGTAAAACGACGGCCAGTGAA 3

GTSOE2-2 5" CGCCATCTTGGACCTGCAACCTGCAACCTGCGTAAAAAAAA-
TTCAATTAGGAAAAGAAAAACTACCGATGAACA 3

GTSOE2-3 5 CTAATTGAATTTTTTTTACGCAGGTTGCAGGTTGCAGGTCC-
AAGATGGCGATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCA 3

GTSOE2-4 5" CCACCACCTGCCAGTCAAC ¥

cwl 5 TGCGGTAAGGATCAACAACAC ¥

cw2 5 TTCAGCTCCAAAGACAAAGACAAC ¥

GTDS1 5 TTTCTTTCTTCTTTTTGTGGGTAG 3’

GTDS2 5 CTTTGCCGTAATGAGTGACC 3

pBR1 5 TCATCGTCATCCTCGGCACCGTCA 3’

pBR2 5" AAGAGCCGCGAGCGATCCTTGAAG 3’

hvwaxyl 5 AACGCGCCGCTAGCTCACCAGAT 3

hvwaxy?2 5" CAGCATACGCCCAGACCACCATTG 3

GUS1 5" GCGTGGTGATGTGGAGTATTG 3

GUS2 5" TCACCGAAGTTCATGGCAGTC 3’

Primer Synthese:

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Invitrogen (Karlsruhe), Biometra (Gottingen)
und Sigma (Miinchen) synthetisiert. Die Digoxigenin markierten Oligonukleotide wurden von
der Firma Biometra (Gottingen) hergestellt.

pBR1 und pBR2 nach Scholz (2000).

hvwaxyl, hvwaxy2, GUS1, GUS2 nach S. Liitticke (Universitidt Hamburg).
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2.1.11 Pflanzenmedien

Mikrosalze und Makrosalze nach Murashige und Skoog (1962).

2 x PL + 2,4 D Medium:

Makrosalze 200 ml
Mikrosalze 2 ml
Na-Fe-EDTA 4 ml
Prolin 2 ml
Thiamin HCI 1 ml
Myo Inositol 1 ml

Casein Hydrolysat 2 g

Maltose 60 g
H>O auf 11
2,4 D 2 mg/1
pH 5,7

Aminoséure-Mischung (3AA):

Glutamin 750 mg/1

Prolin

150 mg/1

Asparagin 100 mg/1

2.1.12 Lo6sungen fiir die Histochemische GUS Farbung

2.2 Methoden

X-Gluc Farbepuffer

Skutella | Keimlinge
50 mM 10mM Natrium Phosphat Puffer, pH 7,0
1 mM 1mM EDTA
0,5 mM | - Ferrocyanid
0,5 mM - Ferricyanid
0,1 % 0,1% Triton X-100

170mg/!1 Chloramphenicol

Lichtgeschiitzt bei -20 °C lagern

X-Gluc Ansatz

10 mg  X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-Glucuronséure)

200 pl  Ethylenglycolmonomethylether 16sen

und auf 10 ml X-Gluc Féarbepuffer geben

steril filtrieren

2.2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

16

Molekularbiologische Standardmethoden und die Herstellung allgemeiner Puffer und Medien
wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. Bei Verwendung von Kits und DNA mo-

difizierenden Enzymen wurde, soweit es nicht anders angegeben ist, nach den Angaben der

Hersteller verfahren.
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2.2.2 Biolistischer Transfer von DNA in Gerstenzellen

(Becker etal. 1994)
Herstellung der Goldpartikel fiir die Transformation:
1. 40 mg Goldpartikel (2.1.2)(0,4-0,8 nm Durchmesser) werden in 1 ml Ethanol (abs, -20 °C)

aufgenommen und durch Ultraschall-Behandlung suspendiert. AnschlieBend wird 10 sek bei
13000 UpM zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Schritt 1 wird noch zweimal wie-
derholt, die Resuspendierung kann auch durch 1-2 min vortexen erfolgen.

2. Die Partikel werden in 1 ml Aqua bidest aufgenommen und durch 1 min vortexen resuspen-
diert. Anschliefend wird 10 sek bei 13000 UpM zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Dieser Schritt wird ebenfalls zweimal wiederholt.

3. 50 ul Aliquots des Partikelansatzes werden in Eppendorfgefiafle iiberfithrt und bis zur wei-
teren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Fillen der Plasmide auf den Goldpartikelansatz:

Alle nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte sind auf Eis durchzufiihren.

1. Zu einem 50 pl Partikelaliquot werden 50 pl CaCly (2,5 M) und 20 pl Spermidin (0,1 M)
in den Deckel des Geféfles gegeben. 10 ul (1 pg/pl) Plasmid-DNA wird bei schrig gehaltenem
Gefafl an die Gefawand pipettiert. Es wird anschlieBend sofort 1-2 min gevortext.

2. Der Ansatz wird bei 10000 UpM 10 sek zentrifugiert und der Uberstand entfernt.

3. Die Partikel werden in 250 ul Ethanol (96 %, -20 °C) resuspendiert und bei 10000 UpM
zentrifugiert.

4. Der Uberstand wird entfernt und die Partikel in 80 gl Ethanol (96 %, -20 °C) durch 1 min
vortexen resuspendiert.

5. Fiir jeden Beschuss 3,5 ul des griindlich gemischten Fallungsansatz verwenden.

2.2.3 Biolistische Transformation der Testerplasmide

Skutellumgewebe aus unreifen Gerstenembryonen cv. Golden Promise wurde aus oberflichen-
sterilisierten Kornern prapariert und mit dem Skutellum nach oben auf Kallus Induktionsmedi-
um (2.1.11) nach Scholz et al. (2001) gelegt. Dem Medium war 100 mg/1 Cefotaxime zugesetzt,
um einer bakteriellen Kontamination entgegenzuwirken. Biolistische Transformation iiber den
Beschuss mit Mikroprojektilen wurde einen Tag nach der Isolierung der unreifen Embryonen
nach Becker et al. (1994) mit den folgenden Modifikationen durchgefithrt. Auf die Goldpartikel
wurde 10 pg Plasmid gefillt und die Partikel wurden nach dem letzten Waschschritt in 80 pl
absolutem Ethanol resuspendiert (2.2.2).

3,5 pul der Goldsuspension wurden fiir die Transformation bei einem Gasdruck von 7,6 mPa
(1100 PSI) benutzt. Das beschossene Gewebe wurde fiir 36 Stunden bei 26 °C im Dunkeln

inkubiert.
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2.2.4 Southern-Blot Analyse

Nach Southern (1975). 12 pg restringierte genomische DNA wird auf einem 0,8% igen Aga-
rosegel aufgetrennt und durch Kapillarkrifte auf eine Hybond NX Nylon Membran (2.1.2)
transferiert. Nach dem Transfer fiir etwa 8 h wird die Membran getrocknet und die DNA wird
mit UV-Licht im “Stratalinker” (2.1.3) mit 2500 xJ/100 cm? fixiert. Der Nachweis von GUS
spezifischer DNA erfolgte iiber eine Hybridisierung mit der DIG-markierten GUS-Sonde 1/2
(2.2.8) in einer Konzentration von 20-25 ng/ml Hybridisierungslésung nach Becker et al. (1994).
Die Filter wurden bei Raumtemperatur auf Hyperfilm MP Réntgenfilme (2.1.2) exponiert.

2.2.5 Chemilumineszens DIG-Nachweisreaktion

Der chemilumineszens Nachweis von Digoxigenin erfolgte nach dem Handbuch “The DIG Sy-

stem User’s Guide for Filter Hybridisation” (Roche Diagnostics) mit folgenden Abweichungen:

30 min Inkubation in B2, 30 min Inkubation in B2 mit Dig-Antikorper (1:7500). 3 mal 15 min
waschen mit WB, 5 min Inkubation in B3, 5 min Inkubation in B3 mit CSPD (10ul/ml). Die
Filter wurden bei Raumtemperatur auf Hyperfilm MP Réntgenfilme (2.1.2) exponiert.

2.2.6 Histochemische GUS Farbung von Skutellumgewebe

Die Embryonen wurden in sterile Kulturschalen gegeben und mit dem GUS-Férbepuffer (2.1.12)
iiberschichtet. AnschlieSend wurde iiN bei 37 °C im Dunklen inkubiert.

Die erhaltenen Signale wurden unter dem Binokkular ausgezahlt.

2.2.7 Histochemische GUS Fiarbung von Gerstenkeimlingen

Um die Umsetzung des X-Gluc Substrates durch bakterielle S-Glucuronidase zu verhindern,
wurden alle Kérner mit 1% Natriumhypochlorid 15 min oberflichensterilisiert und unter ste-
rilen Bedingungen gekeimt. Die Keimung erfolgte in sterilen Petrischalen die mit sterilem
Whatman Papier ausgelegt waren bei 26 °C im Dunklen. Es wurde 170 mg/ml Chlorampheni-
col in den GUS Farbepuffer gegeben (2.1.12). Die Farbung erfolgte 48h bei 37 °C im Dunklen.

Zu Beginn wurde zwei mal eine Stunde eine Vakuuminkubation durchgefiihrt.

2.2.8 Herstellung einer GUS-Gen spezifischen Dig-markierten DN A-Sonde

Zur Herstellung der GUS-Gen spezifischen Digoxigenin markierten DNA Sonde GUS1/2 wurde
folgende PCR-Reaktion eingesetzt:

50 pl Reaktionsvolumen. 100 ng pGTDs A (2.1.8), 2,5 U Taq, 1mM dNTP Mix, 0,09 mM Dig-
11-dUTP, 2,5 mM MgCl,, 1 X PCR Puffer, 10 pmol der Primer GUS1 und GUS2 (2.1.10).

PCR-Programm: 96 °C 2’;[95 °C 45”; 60 °C 1’; 72 °C 2’] x 31; 72 °C 10’
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2.2.9 “Footprint” PCR

Spezifische Fragmente “leerer” Donorstellen (“Footprints”) und des Gerste eigenen wazy Gens

wurden in folgender PCR amplifiziert:

50 ul Reaktionsvolumen, 1ul genomische DNA (300ng), 2,5 U Taq DNA Polymerase (MBI
Fermentas), 1 X PCR Puffer mit (NH4)2SO4 1 mM dNTP Mix, 2,5 mM MgCly, 16 pmol der
Primer pBR1 und pBR2, 4 pmol der Primer hvwaxyl und hvwaxy2 (2.1.10).

PCR-Programm: 95°C 2’; [ 95°C 45”; 63°C 45”; 72°C 507 | x 34; 72°C 10’

2.2.10 Multiplex-PCR Nachweis von GTDs und cwAcA102

Spezifische Fragmente fiir das GTDs Element, das cwAcA 102 Konstrukt und das Gerste-eigene

wazy Gen wurden in folgender PCR amplifiziert:

50 ul Reaktionsvolumen. 1ul genomische DNA (300ng), 2,5 U Taq DNA Polymerase (MBI
Fermentas), 1 X PCR Puffer mit (NH4)2SOy4, 1 mM dNTP Mix, 2,5 mM MgCl,, 30 pmol der

Primer cwl und cw2, 10 pmol der Primer hvwaxyl und hvwaxy2, 15 pmol der Primer GTDS1
und GTDS2 (2.1.10).

PCR-Programm: 96°C 2’; [ 95°C 45”; 58,5°C 457, 72°C 50” | x 34; 72°C 10’

2.2.11 Sequenzreaktion

Die Herstellung der Dig-markierten Sequenzreaktion mit dem “Dig Taq DNA Sequencing Kit”
(2.1.2) erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Es wurde 1pmol DNA mit dem Primer
GTRT2-3-dig (2.1.10) eingesetzt.

PCR-Programm: | 95°C 307; 64°C 30”; 70°C 1’ | x 29

2.2.12 Reamplifizierung membrangebundener DN A

Ein nach der Detektion entwickelter Rontgenfilm wurde als Schablone benutzt um die ge-
wiinschten Banden aus der Membran auszuschneiden, da die Banden auf der Membran selbst
nicht sichtbar sind. Es wurden drei PCR Reaktionen durchgefiihrt.

PCR 1: 75 pl Reaktionsvolumen mit dem einer spezifischen Bande entsprechenden Membran-
stiick, 3.5 U Taq DNA Polymerase (MBI Fermentas), 35,7 pmol Reamp1 (2.1.10), 1 mM dNTP
Mix, 2,5 mM MgCly, 2,5 % Formamid und 1 X PCR Puffer mit (NH,4)2SOy,.
PCR-Programm: 95°C 2’;[ 95°C 45”; 60,5°C 45”; 72°C 507] x 34; 72°C 10’

PCR 2: 75 pl Reaktionsvolumen, 15 pul aus der ersten PCR-Reaktion, 37,5 pmol der Primer
Reampl und GTRT2-3 (2.1.10). Rest wie PCR1.

PCR~Programm: wie PCR 1

PCR 3: 50 ul Reaktionsvolumen, 1ul Produkt PCR 2, 2,5 U Taq DNA Polymerase, 1,6 %
Formamid, 25 pmol der Primer GTRT2-3 und Reamp3 (2.1.10).

PCR-Programm: 95°C 2’;[ 95°C 457; 63°C 457; 72°C 507] x 34; 72°C 10’
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2.2.13 SOE PCR Strategie fiir die GTDs B Klonierung

Zur Klonierung von GTDs B wurde GTDs A durch einen partiellen Verdau mit BssHII aus
den pBR322 Vektor (2.1.8) ausgeschnitten und mit Hilfe des Klenow Fragmentes wurden die 5’
iiberhéngenden Enden des Fragmentes aufgefiillt. Das Element wurde dann in einen mit EcoRV
geschnittenen pBluescript Vektor (2.1.8) kloniert. Mit der PCR basierten SOE Methode (Hor-
ton etal. 1989) wurde die neue GTDs B Sequenz eingefiigt (5° CTAATTGAATTTTTTT-

TACGCAGGTTGCAGGTTGCAGGTCCAAGATGGCG 3’). Die PCR Strategie ist in Ab-
bildung 3 schematisch dargestellt.

Im ersten Schritt wurden zwei Segmente zwischen dem actin! Intron und dem GUS-Gen
mit den Primern GTSOE2-1 und GTSOE2-2 (Reaktion 1, PCR 1) sowie GTSOE2-3 und
GTSOE2-4 (Reaktion 1, PCR 2) amplifiziert. GTSOE2-2 und 2-3 enthielten dabei an ihrem
3’ Ende jeweils die iiberlappenden, neuen Sequenzen. Die in der ersten Reaktion erhaltenen
PCR-Fragmente wurden in der zweiten Reaktion fiir eine PCR mit den Primern GTSOE2-1
und 2-4 verwendet. Ein BglII/ Munl Fragment der so erhaltenen rekombinanten DNA wurde
dazu benutzt, das entsprechende Stiick in GTDsA zu ersetzen.

Reaktion 1: 50 ul Reaktionsvolumen. 200 ng GTDs A pBluescript DNA, 1 mM dNTPs, 1
X PCR Puffer (Invitrogen), 2,5 U Taq (Invitrogen), 2,5 mM MgCly, 50 pmol der Primer
GTSOE2-1 und GTSOE 2-2 (PCR 1) bzw. GTSOE2-3 und GTSOE2-4 (PCR 2) (2.1.10).
PCR-Programm fiir PCR 1 und PCR 2: 96°C 27; [96°C 457; 55 °C 17; 72°C 1’] x 24; 72°C 10’
Reaktion 2: 50 ul Reaktionsvolumen. 200 ng PCR 1 und PCR 2 Amplifikat, 1 mM dNTPs,
1 X PCR Puffer (Invitrogen), 2,5 U Taq (Invitrogen), 2,5 mM MgCly, 50 pmol der Primer
GTSOE2-1 und GTSOE2-4 (2.1.10).

PCR-Programm fiir PCR 3: 96°C 2’; [96°C 45”; 55 °C 17; 72°C 90”] x 24; 72°C 10’

2.2.14 Klonierung der Exontester

GTDs A bzw. GTDs B wurden in das dritte Exon des Weizen gbss! Gens (Kluth et al. 2002)
in das Basisplasmid pUbiGBSSI (2.1.8) kloniert. GTDs A und B wurden jeweils mit Clal
und FcoRI (2.1.5) aus dem pBluescript Vektor ausgeschnitten. Die durch die Restriktion 5’
iberhédngenden Enden mit Hilfe des Klenow Fragmentes (2.1.5) aufgefiillt. pUbiGBSSI wurde
mit Sall (2.1.5), restringiert, danach wurden mit dem Klenow Fragment (2.1.5) die Enden
aufgefiillt und mit CIP (2.1.5) die Phosphatreste entfernt. Das jeweilige GTDs Fragment
wurde in pUbiGBSSI ligiert.

2.2.15 RT-PCR Analyse von mRNA aus mit Exontester Konstrukten transfor-

mierten Skutella

Fiir die RT-PCR wurden 175 bis 769 ng mRNA eingesetzt. Das SuperScript One-Step RT-PCR
System (2.1.2) wurde mit 20 pmol der Primer GTRT2-3-dig und GTRT2-1 (2.1.10) eingesetzt.

Die reverse Transkription erfolgte eine Stunde bei 50 °C.
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PCR 1

GTSOE2-1 CTTTACGCAG gy GTSOE2-3

[ TGTTCATCGGTAGITTTTCTTTT
~+—— ACAAGTAGCCATCAAAAAGAAAAG iC

GTSOE2-2

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Klonierung von GTDs B
Dargestellt sind die SOE PCR Reaktionen 1 (oben) und 2 (unten). Reaktion 1 findet in zwei
Teilschritten statt, PCR 1 (links) und PCR 2 (rechts). Schwarz dargestellte Sequenzen sind mit
den GTDs A Sequenzen identisch, rot dargestellte Sequenzen symbolisieren die entwickelten
Anderungen. In das Produkt von Reaktion 2 sind die zur Klonierung verwendeten Restrikti-
onsenzyme eingezeichnet.

PCR-Programm: 50°C 60’; 94°C 2’; [94°C 557; 65 °C 407; 72°C 1] x 19; 72°C 5’

2.2.16 Klonierung der Introntester Konstrukte

Leserahmenverschiebung +1 iiber eine SOE PCR Strategie:

Reaktion 1: 50 ul Reaktionsvolumen. 2,5 mM MgSOy4, 1 mM dNTPs, 2,5 mM MgCl,, 25 pmol
der Primern Soel und SoeM-L (PCR 1) bzw. Soe4 und SoeM-U (PCR 2) (2.1.10), 2,5 U
Pfu Polymerase (MBI Fermentas), 1 x PCR Puffer und 1 ng der Plasmide GTDsA-Int bzw.
GTDsB-Int.

PCR-Programm fiir PCR 1 und PCR 2: 96°C 2’; [95°C 45 “; 58°C 1’; 72°C 80 “] x 31; 72°C
107

Reaktion 2: 50 ul Reaktionsvolumen. 200 ng Amplifikat aus PCR 1 und PCR 2, 2,5 mM
MgSOy, 1 mM dNTPs, 25 pmol Primer Soel und Soe4 (2.1.10), 2,5 U Pfu Polymerase (MBI
Fermentas), 1 x PCR Puffer.

PCR-Programm: 96°C 2’; [95°C 45 “; 58°C 17; 72°C 80 “] x 31; 72°C 10’

Ein Pacl/ Sall Restriktionsfragment des rekombinanten PCR Produktes wurde in das ent-
sprechende Plasmid, GTDs A-Int bzw. GTDs B-Int, kloniert und ersetzte die unveréanderte
Sequenz. Die resultierenden Plasmide wurden mit GTDsA-Int+1 und GTDsB-Int+1 bezeich-

net.

Leserahmenverschiebung +2 iiber partielles Auffiillen der Sall Restriktionsschnitt-

stelle:
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Um den Leserahmen fiir die GUS Synthese um zwei Nukleotide zu verschieben, wurde die Sall
Restriktionsschnittstelle (2.1.5) von GTDs A-Int und GTDs B-Int partiell, unter Verwendung
der Nukleotide C, G und T, mit Hilfe des Klenow Fragments (2.1.5) aufgefiillt und der restliche
5" T-Uberhang vor der Religation mit Hilfe von “MungBean” Nuklease (2.1.5) entfernt. Die
erhaltenen Plasmide wurden GTDsA-Int+2 und GTDsB-Int+2 genannt.

2.2.17 PCR der Exon Referenzprodukte

50 pl Reaktionsvolumen. 10 pg Template DNA (D1A1 und D3A1 ¢DNA Klone von GTDs A
und GTDs B), 1 U Platinum Taq (Invitrogen), ImM dNTP Mix, 2,5 mM MgCly, 1 X PCR
Puffer, 25 pmol der Primer GTRT2-3-dig und GTRT2-1 (2.1.10).

PCR-Programm: 95 °C 2’;[94 °C 45”; 65 °C 45”7; 72 °C 50”] x 34; 72 °C 10’
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3 Ergebnisse

Der Vorteil beim Einsatz eines Gene-Trap Systems liegt darin, dass eine Expression des Gene-
Trap markierten Wirtsgens iiber eine Expression des Reportergens des Gene-Trap Elementes
feststellbar ist. Somit entsteht ein zellspezifischer Marker fiir die Genexpression. Dariiber hin-
aus sind weiterhin die Verwendung von so genannten “forward genetics” und “reverse genetics”
Strategien moglich (zur Ubersicht Maes et al. (1999)). Ziel dieser Arbeit war es, ein fiir mono-
kotyle Pflanzen optimiertes Gene-Trap Element zu entwickeln, das nach Insertion in ein Gen
mit hoher Frequenz zur Expression des Reporters fiihrt, unabhéngig davon, ob die Insertion

in ein Exon oder Intron des Gen stattgefunden hat.

Zur Expression des Reporters mufl eine Fusion zwischen dem Transkript des Wirtsgens und
dem Transkript des Reportergens des Gene-Trap Elementes stattfinden. Durch den Spleifivor-
gang mufl der Leserahmen zur Synthese des Reporters in dem gleichen Leserahmen gebracht
werden, der zur Synthese des pflanzlichen Wirtsgenproduktes verwendet wird. Nur so kann eine
C-terminale GUS Fusion an das Wirtsgenprodukt entstehen. Im Gene-Trap Element vorhan-
dene cis-Elemente beeinflussen den Spleifivorgang. Dies sind zum einen vier Spleiidonorstellen
(4D-Site) am 5 Ende des Gene-Trap Elementes, sowie der 3’ Bereich eines Introns, und ups-
tream des Reportergens drei kiinstliche Spleilakzeptorstellen (3A-Site). Die Sequenzen der
Spleifistellen sollen so optimiert sein, dass eine moglichst gute Erkennung und Nutzung durch
das Spleifleosom erfolgt. Um das Produkt des Reportergens nachweisen zu kénnen, muss sei-
ne Menge einen Schwellenwert iiberschreiten. Die Menge des gebildeten GUS Produktes ist
von verschiedenen Faktoren abhéngig, etwa von dem Expressionslevel des Wirtsgens und der
Stabilitdt des Fusionstranskripts. Diese Faktoren kénnen jedoch nicht beeinflusst werden. Da-
her soll durch die Bereitstellung einer mdoglichst grolen Menge an korrekt gespleifiter Wirts-
gen:Reporter mRNA die Wahrscheinlichkeit erh6ht werden, dass der zum Nachweis notwendige

Schwellenwert iiberschritten wird.

Um eine Insertion in ein Gen zu erhalten, muss das Gene-Trap Element seine Position im
Genom verdndern konnen. Dafiir muss es von einer Transposase erkannt und trans-aktiviert
werden. Dabei sollte die Transpositionsfrequenz bekannt sein, um die Gréfie der fiir eine Unter-
suchung benotigten Population berechnen zu kénnen. Bei einer hoheren Transpositionsfrequenz
kann die Population entsprechend kleiner gewéhlt werden.

Der experimentelle Teil dieser Arbeit gliedert sich somit in die Entwicklung des Gene-Trap
Elementes, Untersuchungen zur Funktion der Spleifistellen und ihrem Umfeld, Untersuchungen
zur Transposition des Elementes in Gerste und zur Expression des Gene-Trap Reporters nach

einer Transposition.

3.1 Klonierung des Gene Trap Elementes GTDs B

Das hier klonierte Gene-Trap Element GTDs B (Gene-Trap Ds) basiert auf dem von Berg-
mann (2000) entwickelten Gene-Trap Element GTDs A (2.1.8). Es enthélt die cis-wirksamen



3 ERGEBNISSE 24

Sequenzen des Ac-Transposons aus Mais, die fiir eine trans-Aktivierung durch die Ac-Transposase
notig sind (zur Ubersicht Kunze et al. (1997)). Als Reportergen bictet sich das GUS-Gen (ui-
dA) an, das fiir eine bakterielle S-Glucuronidase kodiert (Jefferson 1987). Das GUS-Enzym
toleriert lange aminoterminale Extensionen, was besonders in diesem Ansatz von Vorteil sein
kann. Es hat eine relativ lange Halbwertszeit (Jefferson 1987), und ermoglicht so durch sei-
ne Anreicherung in den Zellen eine hohe Sensitivitéit. Aulerdem stehen etablierte Verfahren
zum histochemischen Nachweis der Enzymaktivitat zur Verfiigung. In GTDs A werden die
strukturellen Elemente einer 3’ Spleifistelle von einem 145 bp Fragment des ersten Introns des
actinl Gens aus Reis verwendet (McElroy etal. 1990). Zwei zusétzliche Spleiakzeptorstel-
len wurden 3’ dieser natiirlichen Akzeptorstelle eingefiigt, um die verbleibenden Leserahmen
fiir die GUS Synthese abzudecken. Die Sequenzen dieser kiinstlichen Spleifistellen entspre-
chen dem Konsensus fiir monokotyle Pflanzen (-5)TGCAG/GT(+2) (Simpson und Filipowicz
1996) (Abbildung 5). Anders als die kiinstlichen Akzeptorstellen besitzt die Spleifistelle Al
ein T statt einem C an Position -3 am Intron/Exon Ubergang, ist also nicht konform mit
dem oben genannten Konsensus fiir 3’ Spleiflakzeptorstellen. In GTDs A liegen zwei putative
Verzweigungsstellen an Position -11 (CGGAG) und -27 (CAAAT) upstream der Al Spleifi-
stelle der 3A-Site, beide entsprechen nicht dem Konsensus (Simpson und Filipowicz 1996).
Downstream der Akzeptorstellen befindet sich das bakterielle GUS-Gen. Eine mégliche Effizi-
enz der Spleifistellenerkennung in Transkripten monokotyler Pflanzen wurde mit der Internet
Version des Programmes “Splicepredictor” (Brendel und Kleffe 1998) berechnet. Erlduterungen
zur Software und der Spleifistellenbewertung finden sich unter 2.1.3.1. Wie erwartet, werden
die kiinstlichen Akzeptorstellen A2 und A3 als wahrscheinliche (*13 und *11) Spleifistellen
eingestuft, wihrend Al als zweifelhaft (*4) eingestuft wird (Abbildung 4).

Erste transiente Untersuchungen zur Spleifistellenbenutzung iiber die Sequenzierung von Spleif3-
produkten in GTDs A (Bergmann 2000) gaben Hinweise auf eine nicht optimale Erkennung
der SpleiBakzeptorstellen.

3.1.1 Theoretische Uberlegungen zur Entwicklung von GTDs B

Eine gleichméflige Benutzung von Al, A2 und A3 hat den Vorteil, dass bei der Integration in
Intron- oder Exonsequenzen des Wirtsgens in jedem Leserahmen funktionales GUS entsteht.
In GTDs B wurden mehrere am Spleifiprozefl beteiligte strukturelle Elemente modifiziert, mit
dem Ziel, eine moglichst effektive Fusion des GUS-Gens mit dem Wirtsgen durch die Nutzung
der Spleifistellen der 3A-Site zu erreichen, und damit auch eine Verbesserung gegeniiber dem
GTDs A Element zu erzielen.

Da sich die Verwendung der Spleifistelle A1 bei Tests mit GTDs A (Bergmann 2000) als pre-
dominant herausgestellt hat, sollte durch Veréinderungen der 3A-Site eine effektivere Nutzung
der Spleifistellen A2 und A3 erreicht werden. Alle Spleifistellen der 3A-Site sind hier kiinstlich,
dabei weicht die Sequenz der ersten Spleifistelle Al leicht vom Konsensus ab (Simpson und

Filipowicz 1996). Nach dem fiir das Spleilen in Pflanzen postulierten “scanning” Mechanis-
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GTDs A
Typ Sequenz P rho gamma * P*R*G*
D1 D acgGTcggt 0.372 0.000 0.000 5 (3 11)
D2 D tcgGTaacg 0.164 0.000 0.000 4 (2 11)
D3 D acgGTcggt 0.334 0.000 0.000 5 (3 1 1)
D4 D tcgGTaa 0.456 0.000 0.000 5 (3 11)
D6 D acgGTaatc 0.069 0.000 0.000 3 (111
D7 D ccgGTattt 0.817 0.269 0.361 14 (5 5 4)
D8 D tcgGTaaaa 0.151 0.009 0.000 5 (2 2 1)
A cttaattaaacatAGat 0.057 0.001 0.000 3 (11 1)
A atctggagcacacAGat 0.422 0.056 0.000 7 (3 3 1)
A ttgtgacaaatgcAGcc 0.048 0.000 0.000 3 (1 11)
Al A  ggagcttttttgtAGgt 0.124 0.000 0.000 4 (2 11)
A2 A tttgtaggtttgcAGgt 0.951 0.284 0.110 13 (5 5 3)
D cagGTttge 0.039 0.002 0.082 4 (11 2)
A3 A tttgcaggtttgcAGgt 0.904 0.256 0.000 11 (55 1)
GTDs B
Typ Sequenz P rho gamma * P*R*G*
D1 D acgGTcggt 0.421 0.000 0.000 5 (3 11)
D2 D tcgGTaacg 0.193 0.000 0.000 4 (2 1 1)
D3 D acgGTcggt 0.421 0.000 0.000 5 (3 11)
D4 D tcgGTaaaa 0.456 0.000 0.000 5] (& 1 4)
D6 D acgGTaatc 0.069 0.000 0.000 3 (111
D7 D ccgGTattt 0.817 0.264 0.361 14 (5 5 4)
D8 D tcgGTaaaa 0.151 0.009 0.000 B (2 2 1)
A cttaattaaacatAGat 0.057 0.001 0.000 3 (111
A atctggagcacacAGat 0.422 0.041 0.000 s T 31
Al A attttttttacgcAGgt 1.000 0.231 0.003 12 (5 5 2)
A2 A ttacgcaggttgcAGgt 0.997 0.229 0.000 11 (5 5 1)
A3 A ggttgcaggttgcAGgt 0.993 0.227 0.000 11 (5 5 1)
Zusammenfassung:
P rho gamma %
A B A B A B A B

0.124 1.000 0.000 0.231 0.000 0.003 4 12 a1
0.951 0.997 0.284 0.229 0.110 0.000 13 11 a2
0.904 0.993 0.256 0.227 0.000 0.000 11 11 a3

Abbildung 4: Spleif3stellenvorhersage fiir GTDs A und B mit Hilfe des Programmes
“Splicepredictor”

Im oberen Teil der Abbildung sind die berechneten Werte fiir GTDs A zusammengestellt, in
der Mitte die Werte fiir GTDs B, und im unteren Teil findet sich eine Zusammenfassung der
Werte beider Elemente fiir die drei Spleilakzeptorstellen A1, A2 und A3. Die putativen Do-
norstellen sind mit Dx bezeichnet, wobei x eine fortlaufende Nummerierung der Donorstellen
nach ihrem Auftreten in Richtung 3’ des Elementes, beginnend mit 1, darstellt (siche auch
Abbildung 6, Seite 28). Die von Sundaresan et al. (1995) postulierte Spleifistelle D5 wird von
“Splicepredictor” nicht vorhergesagt. Zu jeder Spleifistelle wird die Sequenz angegeben, sowie
die Wahrscheinlichkeit ihrer Benutzung, aufgegliedert in die drei Einzelbewertungen von “Spli-
cepredictor” (P, rho und gamma) und die Zusammenfassung der Bewertung (* und P*R*G*
Wert) (2.1.3.1).
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GTDs A 3a-site
actin-1 Intron : T-Stretch Al A2 A3 GUS

CATCGGTAGTTTTTCTTTTEATGATTTGTGACAAATGCAGCCTCGTGCGGAGCTTTTTTGTAG : GTTTGCAG: GTTTGCAG : GTTTATGT

Verzweigungsstelle
Verzweigungsstelle

GTDs B 3a-Site

actin-1 Intron g T-Stretch Al A2 A3 GcuUs
CATCGGTAGTTTTTCTTTTECTAATTGAATTTTTTTTACGCAG : GTTGCAG: GTTGCAG : GTCCAAGATGGCGATGTTG

Verzweigungsstelle Konsensus—
Translationsinitiation

Abbildung 5: Schematische Darstellung der strukturell wichtigen Elemente von
GTDs

Die Abbildung zeigt fir GTDs A (oben) und GTDs B (unten) die strukturell wichtigen Ele-
mente im Intron und der 3A-Site upstream des GUS-Gens der Elemente. In GTDs A gibt es
zwei mogliche Verzweigungsstellen, die beim Spleiflien aktiviert werden kénnen, bei GTDs B
sind diese durch nur eine, dem Konsensus entsprechende, ersetzt (Simpson et al. 1996). Ebenso
ist der T-Stretch bei GTDs B verlangert, und der Abstand der Spleifistellen der 3A-Site, A1,
A2 und A3 wurde von 8 bp auf 7 bp verringert. Die Umgebung der Translationsinitiation
wurde bei GTDs B dem Konsensus angepasst (Joshi et al. 1997).

mus (Simpson und Filipowicz 1996) erfolgt die Selektion der Spleilakzeptorstelle, nachdem
das Spleileosom die Verzweigungsstelle selektiert hat. Es werden nur Akzeptorstellen benutzt,
die in einer definierten Entfernung dieser Verzweigungsstelle liegen (20-40 bp) (Lorkovic et al.
2000), und es wird préferentiell die der Verzweigungsstelle downstream am néchsten gelegene
Akzeptorstelle selektiert. Alle drei Akzeptorstellen der 3A-Site miissen damit in der fiir Pflan-
zen ermittelten Entfernung von der Verzweigungsstelle liegen. Eine schematische Ubersicht
zeigt Abbildung 5. Bei GTDs B wird eine dem Konsensus entsprechende Verzweigungsstelle
(CTRAY) verwendet (Simpson und Filipowicz 1996), und der Abstand der drei Spleifistellen
zueinander auf sieben Basen verringert. Eine weitere Annéherung ist unter Verwendung der
weiteren Konsensussequenzen (Simpson und Filipowicz 1996) und der zueinander versetzten
Lage der drei Spleifistellen nicht méglich. Die Verwendung der weiteren Konsensussequenz,
welche die Basen -3 bis -5 upstream des AG/ der Spleifistelle umfasst, ist notwendig, da diese
einen Einflul auf die Spleifistellenselektion hat (Simpson und Filipowicz 1996) und hier eine

moglichst optimale Erkennung der Spleifistellen erreicht werden soll.

Um einen dem Konsensus fiir monokotyle Pflanzen entsprechenden Verzweigungsstelle (CTRAY)
20 bis 40 bp upstream des Akzeptor AG/ (Lorkovic et al. 2000) aller drei Spleifistellen zur Ver-
fiigung zu stellen, wurde eine kiinstliche Sequenz an die Position -42 des Reis actinl Introns
mit einer speziellen PCR Technik eingefiigt (2.2.13 und Abbildung 3). Dadurch wurden die
zwei putativen Verzweigungsstellen an Position -11 und -27 durch eine der Konsensussequenz
fiir pflanzliche Verzweigungsstellen entsprechenden Sequenz (CTAAT) in 20 bp, 27 bp and 34
bp Entfernung von A1, A2 und A3 ersetzt. Auch hier liegt die Translationsinitiationsstelle des
GUS hinter drei kiinstlichen Akzeptorstellen, die resultierenden transkriptionalen Fusionen
liegen so in drei verschiedenen Leserahmen. A2 und A3 entsprechen genau dem Konsensus

monokotyler Pflanzen(Simpson und Filipowicz 1996), bei A1 wurde der Akzeptor Konsensus
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von TTGCAG/ durch die Verwendung von AC an Position -5 und -6 marginal verdndert.
Durch Schwichung der Akzeptor Konsensussequenz sollte die préferentielle Nutzung von Al

verringert und eine verstirkte Nutzung von A2 und A3 erreicht werden.

Eine Priifung der 3A-Site von GTDs B mit dem “Splicepredictor” Programm (2.1.3.1) ergab
eine Einstufung von A1, A2 und A3 als wahrscheinliche (*12,11,11) 3" Spleifistellen. Die Spleif3-
stellenvorhersage zeigte auch, dass bei GTDs A eine Akzeptorstelle in Konkurrenz zu 3A-Site
steht, diese liegt 23 bp upstream von Al. Fiir eine moglichst haufige Nutzung der 3A-Site soll-
ten keine Akzeptorstellen in Konkurrenz zu ihr stehen. Daher wurde diese Spleifistelle in GTDs
B entfernt. Das genaue Ergebnis der Uberpriifung ist in Abbildung 4 dargestellt. Die ersetzte
Sequenz wurde auch dazu genutzt, um ein weiteres wichtiges Strukturmerkmal zu optimieren.
Nach Daten von Baynton etal. (1996), Lorkovic et al. (2000) und Brown et al. (2002) spielen
U-reiche Sequenzen eine Rolle bei der Erkennung von 3’ Spleifistellen und nach Simpson et al.
(2002) verbessert ein T-Stretch die Spleifistellenerkennung. Daher wurde die “Stérke” des in
GTDs A bereits vorhandenen Uridin Traktes erhoht, indem ein T-Stretch 6 bp upstream des
37 AG/ von 6 bp auf 8 bp verlangert wurde. Zusétzlich dazu wurde im Vergleich zu GTDs A
die AUG Kontextsequenz des GUS-Gens optimiert, um der Konsensussequenz fiir die Trans-
lationsinitiation von monokotylen Pflanzen zu entsprechen (Joshi etal. 1997). Dadurch wird
eine effektive Translationsinitiation erreicht, wenn das Element in die untranslatierte Leader

Region eines Gens transponiert.

Mit den Verdnderungen in GTDs B gelang es, die * Werte von 4, 13 und 11 (A1, A2, A3) auf
12, 11 und 11 zu verdndern (Abbildung 4). Dabei bekamen alle drei Spleiistellen nun die ma-
ximale * Bewertung fiir den Konsensus und die Nutzung zusammen mit anderen Spleifistellen
(P und rho). Ein minimaler Wert (Al: 2 oder A2, A3: 1) bei der Bewertung konkurrierender
Spleifistellen (gamma) zeigte, dass keine der drei Spleifistellen gegeniiber den anderen bei-
den Spleiistellen bei der Selektion stark bevorzugt werden sollte. Trotz der Abweichung vom
weiteren Konsensus erhielt Al die hochste * Bewertung, dies 148t sich iiber die praferentielle
Selektion dieser Spleifistelle durch den “scanning” Mechanismus erkléren (Simpson und Fili-
powicz 1996). Zumindest nach der theoretischen Vorhersage sollte so eine effektive Nutzung
aller drei Spleifistellen der 3A-Site in GTDs B erfolgen.

3.1.2 Klonierung des Gene Trap Elementes GTDs B

Zur Klonierung von GTDs B wurde GTDs A zunéchst in den Vektor pBluescript (2.1.8) umklo-
niert. Mit der PCR basierten SOE Methode (Horton et al. 1989) wurde die in-silico entwickelte
Sequenz in GTDs A eingefiigt, welche die unter 3.1.1 entwickelten Anderungen enthielt. Im
ersten Schritt wurden in zwei getrennten PCR Reaktionen zwei Bereiche des GTDs A Ele-
mentes amplifiziert (2.2.13). Die Primer der ersten PCR (2.2.13) binden im Bluescriptvektor
von GTDs A 114 bp upstream des 5 Endes des GTDs A Elementes und upstream vor der
3A-Site. Es entsteht ein 603 bp grofies Amplifikat. Die Primer der zweiten PCR, (2.2.13) binden

downstream der 3A-Site und an Position +609 vom Translationsstart des GUS Reportergens,
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GTDs B

[ —

%AEGGATGAAAACG:GTCG:GTAACG:GTCG:GTAAAATACCTCTACCGTTTTCATT
D1 D2 D3 D4
TTCATATTTAACTTGCGGGACGGAAACGAAAACGGGATATACCﬁngAACGAAAACG
AACGGGATAAATACGSgTAATCGAAAACCGATACGATCCGGTCGGGTTAAAGTCGAA
ATCGGACGGGAACCGszATTTTTGTTCﬁ;gTAAAATCACACATGAAAACATATATT
CAAAACTTAAAAACAAATATAAAAAATTGTAAACACAAGTCTTAATTAAACATAGAT
AAAATCCATATAAATCTGGAGCACACAGATCCGGCCCGGATCTCGCGGGGAATGGGG
CTCTCGGATGTAGATCTTTCTTTCTTCTTTTTGTGGGTAGAATTTGAATCCCTCAGC
ATTGTTCATCGGTAGTTTTTCTTTTCCtaattgaattttttttacgcag&ﬁttgcag

:gttgcag:gtccaagATGgcyg
A2 A3

Abbildung 6: Schematische Darstellung von GTDs B
Der obere Teil der Abbildung zeigt schematisch die Struktur von GTDs B. Das GTDs Element
enthélt die kodierende Region von uidA (GUS), upstream davon die 3’ Sequenzen des ersten
actinl Intron (I) und eine kiinstliche dreifache Spleiflakzeptorstelle (A). Die Ac-Sequenzen an
den 3’ und 5’ Enden sind als graue Pfeile abgebildet. Darunter ist die Sequenz beginnend mit
dem 5 Ende von GTDs B bis zum ATG des GUS-Gens dargestellt, sowie die Position der
SpleiBdonor- (D1-D8), der Akzeptorstellen (A1-A3) und des actin! Introns (unterstrichen).

die Amplifikation ergibt ein 700 bp grofles Produkt. Jeweils einer der verwendeten Primer
(GTSOE2-2 und GTSOE2-3) in jeder Reaktion enthielt die in-silico entwickelte Sequenz, da-
her haben die Produkte der PCR diese in-silico entwickelte Sequenz an einem Ende. Das
Amplifikat aus den beiden PCR Reaktionen wurde in einer weiteren PCR als Matrize ein-
gesetzt. Die beiden Amplifikate fusionierten dabei {iber die in-silico entwickelte Sequenz und

wurden in der PCR weiter amplifiziert.

Das Produkt der SOE-PCR Strategie hatte eine Linge von 1303 bp. Es enthielt 114 bp des
Klonierungsvektors, 304 bp des 3" Ac Endes, 113 bp der actinl Intron Sequenz, und 72 bp mit
der modifizierten Verzweigungsstelle, dem T-Stretch und der modifizierten 3A-Site sowie 628
bp des GUS-Gens. Die so erhaltene rekombinante DNA wurde dazu benutzt, das entsprechende
Stiick in GTDs A zu ersetzen. Das resultierende Plasmid wurde als GTDs B bezeichnet. Die
korrekte Klonierung an den Ubergingen zwischen Intron-Sequenz, den kiinstlichen Sequenzen
und dem GUS-Gen wurde per Sequenzierung iiberpriift. Das GTDs B Element ist in Abbildung
6 schematisch dargestellt.

3.2 Untersuchung zur Funktion der Spleifistellen der GTDs Ele-

mente

Die Spleilaktivitéit der beiden GTDs Elemente wurde im Detail analysiert. Bei einem Trans-

positionsereignis kann es zu einer Integration von GTDs in ein Exon oder ein Intron kommen.
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Im Verhéltnis zum Wirtsgen kann das GUS Reportergen dabei in drei Leserahmen liegen,
daher sollten alle drei Spleiffakzeptorstellen der 3A-Site benutzt werden, so dass in einem der
Transkripte das GUS im Leserahmen des Wirtsgens liegt. Bei der Integration in ein Exon soll-
te die Nutzung der Spleildonorstellen der 4D-Site und der Spleilakzeptorstellen der 3A-Site
erfolgen (Abbildung 1), welche dieser Spleifistellen tatséchlich aktiviert werden, war Gegen-
stand der Untersuchung. Bei Integration in ein Intron sollte untersucht werden, ob es nach der
Optimierung von GTDs B (3.1.1) Unterschiede in der Erkennung und Nutzung der Element
eigenen Spleifistellen zwischen GTDs A und GTDs B gibt, und wie die Héaufigkeit der Nut-
zung der einzelnen 3A-Site Spleifistellen zueinander ist. Fiir die Untersuchung der Spleifistel-
lennutzung wurde ein transienter Testansatz verwendet. Es wurden Testkonstrukte kloniert,
welche die Integration von GTDs A und GTDs B in ein Exon und in ein Intron simulieren.
Die Testkonstrukte wurden mittels biolistischer Transformation (Sanford 1988) in die Ger-
stenzellen gebracht. Dabei wurde die DNA an Goldpartikel gebunden, und diese wurden mit
Druck in die Zellen geschossen (2.2.2). Als Zielgewebe wurden Skutella frisch isolierter unreifer
Gerstenembryonen cv. Golden Promise verwendet. Durch die Nutzung von Skutellumgewebe
unreifer Embryonen der Zielpflanze sollte der eingesetzte transiente in vitro Testansatz den
Gegebenheiten in der Pflanze moglichst nahe kommen. Auflerdem bietet ein transienter Test
eine schnelle und einfache Moglichkeit der experimentellen Uberpriifung der GTDs Elemente.
Solche transienten Tests wurden bereits von Hensgens et al. (1993) und McElroy et al. (1997)

erfolgreich eingesetzt.

Im folgenden wurde die Benutzung der Spleifistellen von GTDs A und B bei Integration der

Elemente in ein Exon untersucht.

3.2.1 Untersuchung der Spleifistellenbenutzung bei Integration in ein Exon

Ziel dieses Ansatzes war es, Informationen iiber die Benutzung der in den Elementen GTDs
A und B enthaltenen Donor- und Akzeptorspleifistellen zu gewinnen, wenn die Integration
des Elementes in ein Exon des Wirtsgenoms erfolgt ist (siehe Abbildung 1B). Betrachtet
man die sich ergebenden Spleiimdoglichkeiten, so entsteht in einem solchen Fall eine komplexe
Situation, da mindestens vier Donor- (D1 -D4) und drei Akzeptorspleifistellen (A1, A2 und A3)
im Element benutzt werden konnen. Dabei konnen maximal 12 verschiedene Spleiiprodukte
entstehen. Die Translation eines Drittels dieser Spleifiprodukte wiirde zu einer C-terminalen

Fusion von GUS an das Genprodukt fiithren.

Um ein solches Integrationsereignis zu simulieren, wurde GTDs A bzw. B in das dritte Exon
des Weizen gbss! Gens (Kluth et al. 2002) in das Basisplasmid pUbiGBSSI (2.1.8 und Abbil-
dung 7) kloniert. Das gbss! Gen représentiert mit seiner Intron/Exon Struktur ein typisches
pflanzliches Gen. Die Gene-Trap Elemente GTDs A und B wurden jeweils mit Clal und EcoRI
(2.1.5) aus dem pBluescript Vektor ausgeschnitten und die durch die Restriktion 5 iiberhén-
genden Enden mit Hilfe des Klenow Fragmentes (2.1.5) aufgefiillt (2.2.14). pUbiGBSSI wurde

mit Sall (2.1.5), welches nur im dritten Exon von gbss! schneidet, restringiert, danach wurden
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[« Promotor -« gbss1 =l

pUbiGBSSI — Ubi-1 | m;m]j:[:]j

|« Promotor —ltgbsstil« GTDsA/B -l gbss1 4

PGTDSAB-Ex  —— w1 | [{[emrl] cus ([ T 1] oo

Abbildung 7: Schematische Darstellung von pUbiGBSSI und der Exon Testerplas-
mide

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung von pUbiGBSSI (oben) und der Exon
Testerplasmide fiir GTDs A und B (unten). Kleine ungefiillte Boxen stehen fiir Intronsequen-
zen, grofle graue Boxen fiir Exonsequenzen. Die dunklen Pfeile deuten die Ac-Sequenzen an,
die diinne schwarze Linie die pBluescript Vektorsequenzen. Weitere Abkiirzungen: Ubi-1 =
Ubiquitin Promotor, I = actinl Intron in GTDs, A = 3A-Site, Nos = Nos-Terminator im
pUbiGBBSSI.

mit dem Klenow Fragment (2.1.5) die Enden aufgefiillt und mit CIP (2.1.5) die Phosphatreste
entfernt, um eine Selbstligation des Vektors zu verhindern. Dann wurde das jeweilige GTDs
Fragment in pUbiGBSSI ligiert (2.2.14). Die korrekte Klonierung der Ubergangsstellen wur-
de durch eine Sequenzierung iiberpriift (2.1.4). Die resultierenden Exon Tester Konstrukte
wurden mit GTDs A-Ex und GTDs B-Ex bezeichnet (Abbildung 7).

Die beiden Plasmide wurden zur biolistischen Transformation von Skutellumgewebe (2.2.3)
verwendet. 24 Stunden nach der Transformation wurde gesamt RNA aus dem beschossenen
Skutellumgewebe mit dem TriZOL Reagenz (2.1.1) isoliert, die anschlieBende Aufreinigung
der mRNA wurde mit dem PolyATract System (2.1.2) nach den Empfehlungen des Herstellers
durchgefiihrt. Die prozessierten GBSS1:GUS Transkripte wurden mittels revers transkribierter
PCR (RT-PCR) analysiert.

Fiir die Erststrangsynthese und nachfolgende PCR Amplifikation wurde das Superscript One-
Step RT-PCR System (2.1.2) benutzt. Fiir die RT-PCR (2.2.15) wurden 769 ng und 249 ng
mRNA aus GTDs A-Ex transformiertem Gewebe und 376 ng und 175 ng aus GTDs B-Ex

transformiertem Gewebe eingesetzt.

Die Amplifikate wurden auf einem Gel aufgetrennt. Ziel dabei war es, die einzelnen Spleifler-
eignisse anhand ihrer Grofle zu identifizieren. Der Abstand zwischen dem grofiten und dem
kleinsten moglichen cDNA Fragment betragt fiir GTDs A 32 bp und GTDs B 28 bp. Der klein-
ste Abstand zwischen den cDNA Fragmenten ist bei GTDs A 2 bp und bei GTDs B 1 bp. Um
die notige Auftrennung zu erreichen, wurde ein denaturierendes 5% Acrylamid-Sequenziergel
eingesetzt. Zur eindeutigen Identifizierung der moglichen Spleifiprodukte wurden Kontrollfrag-
mente bekannter Gréfle als Referenz benutzt. Diese Kontrollfragmente entsprechen bekannten
D1A1 und D3A1 Spleiprodukten fiir GTDs A und B, und wurden in fritheren Experimenten
kloniert und per PCR amplifiziert (2.2.17). Als Groflenstandard, der die GroBenunterscheidung
in der Dimension einzelner Basen ermoglicht, wurde eine Sequenzreaktion iiber Kettenabbrii-

che nach Sanger etal. (1977) benutzt. Diese Sequenzreaktion (2.2.11) wurde mit dem “Dig
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Taq DNA Sequencing Kit” (2.1.2) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Template
dienten dabei in fritheren Versuchen isolierte, iiber D1A1 gespleifite, PCR-Fragmente. Damit
148t sich jedes DNA-Fragment im Gel einer genauen Grofie zuordnen, und anhand der Grofie

einem definierten Spleifiprodukt.

Das hier verwendete nicht radioaktive Dig System ist sehr sensitiv, DNA Mengen ab 10 pg
lassen sich nachweisen (“The DIG System User’s Guide for Filter Hybridisation” (Roche Dia~
gnostics)). Alle PCR Reaktionen wurden mit dem gleichen 5’ Digoxigenin markierten Primer
durchgefiihrt.

Etwa 100 ng der RT-PCR Produkte und eine experimentell ermittelte Menge der Kontroll-
fragmente wurden auf einem 5%igen denaturierenden Acrylamid-Sequenziergel aufgetrennt.
Danach wurde die aufgetrennte DNA auf eine Nylon Membran transferiert (Nach “Dig Taq
DNA Sequencing Kit for Standard and Cycle Sequencing” (Roche Diagnostics)). Der DIG

Nachweis wurde wie in 2.2.5 angegeben durchgefiihrt.

Nach der Auftrennung wurden die Sequenzen der einzelnen Produkte bestimmt, um so die
iiber die Grofle erfolgte Zuordnung zu verifizieren. Dafiir wurden die kovalent an die Nylon
Membran gebundenen Amplifikationsprodukte als Template fiir eine Reamplifikation benutzt.
Membranfragmente, welche Dig-markierte Amplifikate gebunden haben, wurden aus der Mem-
bran ausgeschnitten. Eine Reamplifikation der Membran gebundenen RT-PCR Produkte er-
folgte modifiziert nach Sheikh und Lazarus (1997). Bei der Reamplifikation ergibt sich hier
die Schwierigkeit, dass sich verschiedene einzelstréingige DNA Fragmente an der gleichen Po-
sition im Gel und somit auch im isolierten Membranstiick befinden kénnen. Dies resultiert
daraus, dass in dem verwendeten denaturierenden Gel beide DNA Strénge getrennt werden,
von denen nur einer mit Digoxigenin markiert ist. Durch die Markierung wird der Strang von
der Gelmatrix stéarker zuriickgehalten als der nicht markierte, die beiden Stringe trennen sich
trotz gleicher Grofle auf. Um ausschliellich solche Fragmente zu reamplifizieren, die einem
auf Grund der Dig-Markierung detektierten Fragment entsprechen, wurden diese Fragmente
in einer linearen PCR Reaktion (2.2.12) mit nur einem Primer, welcher an den markierten
Strang bindet, amplifiziert (Reampl (2.1.10)). In dieser Reaktion findet keine exponentielle,

sondern nur eine lineare Amplifikation statt.

15ul des Amplifikates aus der ersten Reaktion wurden als Template in einer zweiten Reaktion
eingesetzt. In dieser war das Membranstiick mit den moglichen alternativen DNA Fragmen-
ten nicht mehr enthalten, und es wurden zwei Primer eingesetzt (Reampl und GTRT2-3,
2.2.12). Eine dritte PCR mit einem im Vergleich zu Reampl weiter downstream liegenden
Primer (Reamp3) wurde mit 1ul Produkt der zweiten PCR Reaktion als Template durchge-
fithrt. (2.2.12). Die erhaltenen PCR Fragmente wurden in pCR2.1 (TOPO TA Cloning Kit,
Invitrogen) subkloniert und sequenziert (2.1.4). Die Technik ist schematisch in Abbildung 8
dargestellt.

Die Benennung der PCR Produkte erfolgte iiber die Kombination der benutzten Donorstelle
(Dx, x entspricht der Position der Donorstelle in Abbildung 6) und der Akzeptorstelle (Ax).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Reamplifizierung von membrangebun-
dener DNA

Links: Schematische Darstellung der Amplifikate nach der Auftrennung in einem Polyacrylamid
Gel und Transfer auf eine Nylon Membran. Die Boxen mit jeweils der selben Fiillung sym-
bolisieren die beiden Stringe der Amplifikate, mit “Dig” ist der Digoxigenin-markierte Strang
gekennzeichnet. Das durch eine gepunktete Linie gebildete Rechteck deutet das aus der Mem-
bran geschnittene Stiick an. Rechts: Schematische Darstellung der PCR Strategie. Im linken
Teil der Abbildung kann der Primer 1 (Pfeil) an das durch eine schraffierte Box dargestellte,
Dig-markierte DNA Fragment binden und eine lineare Amplifikation (PCR 1), gefolgt von
einer zweiten exponentiellen Amplifikation (PCR 2) durchgefiihrt werden. Im rechten Teil der
Abbildung kann der Primer nicht an das DNA Fragment (ungefiillte Box) binden, es findet
keine Amplifikation statt.

Abbildung 9 zeigt auf der rechten Seite das Autoradiogramm der RT-PCR Analyse und auf
der linken Seite die Groflenbestimmung der Fragmente und ihre Zuordnung zu definierten
Spleiflereignissen. Zusétzlich wurde der Leserahmen der putativen GUS Synthese fiir jedes
identifizierte Spleiflereignis bestimmt, wobei der Leserahmen des Spleilproduktes D1A1 als

Leserahmen Nr. 1 definiert wurde.

Insgesamt wurden neun bzw. sieben Varianten des prozessierten GTDs A und GTDs B Tran-
skripts identifiziert. Die Donor/Akzeptor Kombination D4A3 wurde nur in pGTDs A-Ex ge-
funden. Bei pGTDs B-Ex hitte ein Fragment dieser Kombination dieselbe Grofie wie das
Produkt D1A1, und wiirde daher mit diesem im Gel auf der gleichen Position liegen, und
so eine Unterscheidung unmoglich machen. Auch bei einer Reamplifizierung der entsprechen-
den Bande wurde nur das D1A1 Transkript gefunden. Hochstwahrscheinlich, weil dieses die
iiberwiegende Mehrheit der RT-PCR Produkte darstellt, und die zur Reamplifikation einge-
setzte PCR dieses Ungleichgewicht noch weiter verstérkt. Somit kann nicht mit Sicherheit
ausgeschlossen werden, dass auch bei GTDs B die Spleilkombination D4A3 benutzt wird.
Fiir beide Elemente 1&8t sich anhand der Bandenstérke eine Priferenz der Donorstellen D1
und D3 in Kombination mit der Akzeptorstelle Al feststellen. Eine genaue Aussage dariiber
ist aus der Intensitdt der Bande jedoch nicht zu ziehen, da durch die Amplifikation in der
RT-PCR das urspriingliche Mengenverhaltnis der DNA Fragmente zueinander wahrscheinlich

nicht mehr vorliegt, sondern h&ufige Produkte stérker amplifiziert werden als seltene. Die-
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Abbildung 9: Ergebnisse der RT-PCR Analyse

Im rechten Teil der Abbildung ist die Autoradiographie der durch die RT-PCR von ¢cDNA
aus transient transformierten Gerstenskutella erhaltenen Produkte gezeigt. Die Produkte des
mit GTDsA-Ex und GTDsB-Ex transformierten Gewebes sind in den Spuren R1 und R2
dargestellt. Per PCR amplifizierte Spleiiprodukte der Kombination D1A1 und D3A1 sind
fiir beide Elemente in den Spuren K1 und K2 abgebildet. Eine Sequenzreaktion wurde als
Groflenstandard benutzt und befindet sich in den vier ganz rechten Spuren. Im linken Teil der
Abbildung sind die Ergebnisse der Analyse zusammengestellt. Die Namen der PCR Produkte
wurden DxAy abgekiirzt, wobei x und y die Reihenfolge der Spleifistellen nach Abbildung
6 darstellt. Subklonierte und sequenzierte Produkte sind unterstrichen, erwartete, aber nicht
gefundene, in Klammern in den Spuren SP jeweils fiir GTDs A und GTDs B abgebildet.
Die nur iiber ihre Grofle identifizierten Spleiiprodukte sind normal dargestellt. Zusétzlich
symbolisieren die Nummern eins bis drei in der Spur LR den Leserahmen der GUS Synthese
dieses spezifischen Spleiflereignisses. Die Kombination D1A1 wurde dabei als Leserahmen eins
definiert. Die ganz rechts abgebildete Leiter zeigt Details der Sequenz (Seq) eines subklonierten
D1A1 Spleifiereignisses und die Grofle des DNA Fragmentes in Nukleotiden (N).
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se Tatsache und das héufige Subklonieren der Spleiflereignisse D1A1 und D3A1 in fritheren

Experimenten stiitzt diese Interpretation.

Die Nutzung der Spleifistellen D1, D3 und D4 sowie A1, A2 und A3 wurde in verschiedenen
Kombinationen beobachtet (Abbildung 9). Die Kombination D1A3 und die Benutzung von D2,
mit Ausnahme eines D2A1 Spleiflereignisses in pGTDs A-Ex transformierten Gewebe, konnte

nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die in GTDs A/B enthaltenen
Donorstellen (D1, D3 und D4) in Kombination mit allen Akzeptorstellen (A1, A2 und A3)
beim Spleiflien benutzt werden, wobei eine Praferenz fiir die Kombinationen D1A1 und D3A1
zu bestehen scheint. Auf den Nachweis des GUS Reporters bei Integration von GTDs A/B in
ein Exon des Wirtsgenoms bezogen, wiirde dies fiir jeden moglichen Leserahmen mindestens
zwei unterschiedliche Transkripte bedeuten, deren Translation zu einer C-terminalen GUS-
Fusion fiihrt. Die mogliche Préferenz fiir D1A1 und D3A1 wiirde dabei bereits zwei der drei

moglichen Leserahmen abdecken.

Der wichtigste Unterschied zwischen den RT-PCR Produkten von GTDs A und GTDs B liegt
aber darin, dass bei GTDs A diverse RT-PCR Fragmente einer unerwarteten Grofie zwischen
266 und 314 bp auftreten (siehe Abbildung 9). Dies deutet auf die Benutzung kryptischer
Donor- und Akzeptorstellen in GTDs A hin. Diese Donorstellen liegen downstream von D4,
die Akzeptorstellen upstream von Al. In GTDs A findet sich eine Akzeptorstelle, die in GTDs
B nicht vorhanden ist (siehe Abbildung 4). Die Benutzung dieser Spleifistelle in Kombination
mit der 4D-Site kann drei der auftretenden Banden erkléaren. “Splicepredictor” ordnet ihr einen
P Wert von 3 zu (GTDs A Al = 4), da sie aber upstream von Al liegt, wiirde sie bei einem
“scanning” Mechanismus (Simpson und Filipowicz 1996) des Spleieosoms in Konkurrenz mit
den Spleifistellen der 3A-Site treten.

Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass alle Spleifistellen der 3A-Site in beiden Elementen
erkannt werden. Ebenso werden drei der vier Spleildonorstellen benutzt. In GTDs A kommt
es zu einer Nutzung alternativer Spleifistellen. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass die Spleif3-
stellenerkennung der 3A-Site in GTDs B im Vergleich zu GTDs A stringenter ist. Dadurch
sollte es in GTDs B zu einer hoheren Menge an iiber die 3A-Site Akzeptorstellen gespleifiten

Transkripts kommen. Dies wird in den nachfolgenden Experimenten iiberpriift.

3.2.2 Untersuchung der 3A Spleifistellenbenutzung

Erfolgt die Integration von GTDs in ein Intron, so werden die Spleifidonorstelle am Exon/Intron
Ubergang des unterbrochenen Wirtsgens und die SpleiBakzeptorstellen in der 3A-Site des
GTDs benutzt. Daraus resultieren drei Transkripte, von denen eines im Leserahmen des Wirts-
gens liegt und somit zu einem funktionalem Wirtsgen:GUS Fusionsenzym fiihrt. Ziel des hier
verfolgten Ansatzes war es, die Spleifistellen der 3A-Site unabhéngig von den Spleifistellen der
4D-Site zu testen. Dabei wurden drei Fragestellungen untersucht. Zum ersten die Frage, ob die

Spleiistellen der 3A-Site iiberhaupt genutzt werden. Zum zweiten, ob es dabei Unterschiede
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in der Nutzungsfrequenz der einzelnen Spleifistellen untereinander gibt. Und als drittes einen
Vergleich zwischen der Spleifistellennutzung zwischen GTDs A und GTDs B, insbesondere in
Hinblick darauf, ob GTDs B nach den theoretischen Uberlegungen in 3.1.1 gegeniiber GTDs
A verbessert werden konnte. Zur Beantwortung dieser Fragen mufl das verwendete Testsystem
die Integration von G'TDs in ein Intron moglichst realitdtsnah simulieren, und die Ergebnisse
fiir die Nutzung der einzelnen Spleifistellen miissen quantifizierbar sein, um eine Berechnung
der proportionalen Aktivierung der Spleifistellen zueinander innerhalb eines Elementes und

den Vergleich der Spleifistellen zwischen den beiden Elementen zu erméglichen.

3.2.2.1 Erstellung eines Intron Testsystems

Fiir eine Quantifizierung der Nutzung einzelner 3A-Site Spleifistellen wurde ein indirekter
Nachweis des Spleifiens iiber den Nachweis der GUS-Expression in mit entsprechenden Test-
plasmiden transformierten Gerstenskutella eingesetzt. Als Basis fiir die Klonierung der Intron
Testerkonstrukte diente das Plasmid pUbiGBSSI (2.1.8 und Abbildung 7). Jedes der drei Te-
sterkonstrukte fiir GTDs A und B (Abbildung 11) ist so angelegt, dass die Benutzung der
5" Spleifidonorstelle im fiinften Intron von gbss! in Kombination mit jeweils einer der drei
Spleiflakzeptorstellen (A1,A2 oder A3) im GTDs zu einer GBSS1:GUS Fusion fiihrt. Fiir alle
Konstrukte wurde das GTDs A und B Element in die aufgefiillte PIM1 Restriktionsschnitt-
stelle (2.1.5) im fiinften Intron des gbss! Gens in pUbiGBSSI integriert. Die GTDs Elemente
wurden mit einem HindIII/FEcoRI Schnitt (2.1.5) aus pGTDs A und pGTDs B herausge-
schnitten, die 5’ iiberhéngenden Enden der Fragmente wurden mit Hilfe des Klenow Fragments
(2.1.5) aufgefiillt. Die daraus resultierenden Plasmide wurden pGTDs A-Int und pGTDs B-Int

genannt.

Um den Leserahmen fiir die GUS Synthese um ein Nukleotid zu verschieben, wurde eine einzel-
ne Base in das 3’ Ende des fiinften Exons von gbss! eingefiigt. Wieder wurde der von Horton
etal. (1989) beschriebene SOE PCR Ansatz eingesetzt (Abbildung 10A). Mit den Plasmiden
GTDs A-Int bzw. GTDs B-Int als Template DNA wurde je eine PCR mit den Primern Soel
und SoeM-L (2.1.10) und je eine PCR mit den Primern Soe4 und SoeM-U (2.1.10) durch-
gefiihrt (2.2.16). 200 ng des jeweiligen PCR Produktes wurden, nach einer Groflenkontrolle
in einem Agarosegel, gemischt und mit den Primern Soel und Soe4 in einer zweiten PCR
Reaktion mit den selben Parametern wie in der ersten Reaktion eingesetzt. Dadurch wurde
ein zusétzlich zur Originalsequenz in den Primern SoeM-L und Soe-M-U (2.1.10) enthaltenes
Nukleotid in die Sequenz eingebaut. Das PCR Produkt wurde mit Pacl und Sall restringiert
(2.1.5), ebenso pGTDs A-Int und pGTDs B-Int, und nachfolgend wurde das rekombinante
PCR Produkt in pGTDs A-Int und pGTDs B-Int ligiert, und somit die urspriingliche Sequenz
durch die neue Sequenz ersetzt. Die erhaltenen Plasmide wurden GTDs A-Int+1 bzw. GTDs
B-Int+1 genannt.

Um den Leserahmen fiir die GUS Synthese um zwei Nukleotide zu verschieben, wurde die Sall
Restriktionsschnittstelle (2.1.5) von GTDs A-Int und GTDs B-Int partiell, unter Verwendung
der Nukleotide C, G und T, mit Hilfe des Klenow Fragments (2.1.5) aufgefiillt und der restliche
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Leserahmenverschiebung

A +1 B +2
1. Schritt
PCR 1 Schnitt mit Sall
5’Soe 4 37
2= . GTTCG | TCGACCAC 13 pp
C—————"" CGTAGATATCCTGCCGGTTCCAAAA CAAGCAGCT | GOTG
37 —~— GCATCTATAGCGACGGCCAAGGTTTT
SOE-M-U 5 Auffiillen mit C G T
PCR 2 GTTCGTCG TCGACCAC
CAAGCAGCT GCTGGTG
SOE-M-L , )
ATATQ5CTGCCGGTTCCAAAACGTAG > 3 T mit Mung Bean entfernt
GCATCTATAGGACGGCCAAGGTTTTGCATE——— 41 Religation
——
3 soel , GTTCGICGCGACCAC 15 1y _ 4p

CAAGCAGCGCTGGTG
2. Schritt
PCR 3

57 Fragment aus PCR 1
————————JGCATCTATAG.GACGGCCAAGGTTTT

CGTAGATATQCTGCCGGTTCCAAAA———————————
5
Fragment aus PCR 2

57 Soe 4
=

C——————— GCATCTATAGGACGGCCAAGGTTTT — >
—~——— CGTAGATATGCTGCCGGTTCCARAAL

Soel
5

Sall PacI
GTDs A/B-Int+1l GTDs A/B-Int+2

Abbildung 10: Klonierungsstrategie der Introntester GTDs A /B-Int+1 und GTDs
A /B-Int+2

In Teil A der Abbildung ist die zur Verschiebung des Leserahmens um ein Nukleotid verwendete
Strategie schematisch abgebildet, in Teil B die Verschiebung um zwei Nukleotide. Die rot
dargestellten Basen stellen die eingefiihrte Verédnderung dar.

5" T-Uberhang vor der Religation mit Hilfe von “MungBean” Nuklease (2.1.5) entfernt (Abbil-
dung 10B). Die erhaltenen Plasmide wurden GTDsA-Int+2 und GTDsB-Int+2 genannt. Die
korrekte Klonierung an den Ubergéingen zwischen dem GTDs Element und dem g¢bss! Gen,
sowie die Verdnderungen, die zur Verschiebung des Leserahmens fithren, wurde fiir alle Tester
Konstrukte durch eine Sequenzierung tiberpriift (2.1.4). Die Verschiebung des Leserahmens er-
folgte bei allen Konstrukten derart, dass in dem zur GUS Synthese verwendeten Leserahmen

durch die Verschiebung keine Stop Codons eingefiihrt worden sind.

Damit standen je GTDs Element drei Introntester Konstrukte zur Verfiigung, bei denen die
Benutzung der Spleilidonorstelle im fiinften Intron von gbss! in Kombination mit jeweils einer
der drei Akzeptorstellen im GTDs zu einer GBSS1:GUS Fusion fiihrt. Beispielsweise fithrt die
Benutzung von Al (GTDs A-Int) bzw. A2 (GTDs B-Int) in Kombination mit der 5’ Spleido-
norstelle im gbss! Gen zur Synthese einer C-Terminalen GUS Fusion in mit pGTDsA-Int und
pGTDs B-Int transformiertem Gewebe. Werden die anderen Akzeptorstellen in der 3A-Site
benutzt, liegt das GUS nicht im Leserahmen von GBSS1 und ist somit nicht funktional, noch
dazu resultiert ein Abbruch der Proteinsynthese durch ein Stop Codon. Falls ein Spleifien iiber
die Spleildonorstellen im Element erfolgt, so kann nur bei GTDs A-Int+1 und GTDs B-Int
ein alternatives Spleiflereignis iiber D1 und D2 im 5 Ende des GTDs Elementes zu einem
GUS Protein fithren. Ein UAA Stop Codon verhindert eine Translation, wenn D3 und wei-
ter downstream gelegene Spleifistellen aktiviert werden. In allen anderen Testerkonstrukten,
GTDs A-Int, GTDs B-Int+1 und GTDs A/B-Int+2, fiithrt eine Benutzung der Donorstellen im
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<~ Promotor -« gbss1 -« GTDsA/B

i
PGTDsAB-Int  — i | HH T Pémmrd GUS [ Jivod—
PGTDSA/B-Int+1 =l Ubi-1 \| Lﬂ:ﬂﬂ:&(}:@ﬂ GUS ) Jred—
+1
PGTDSA/B-Int+2  ——| Ubi-1 \| tﬂ:uﬂ:ﬂ]{:m/q GUS ) | Jros—
+2

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Intron Testerplasmide pGTDs A /B Int
Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der drei Intron Testerplasmide fiir GTDs
A und B, beginnend mit pGTDs A/B Int (oben) iiber pGTDs A/B Int+1 (mitte) zu pGTDs
A/B Int+2 (unten). Kleine ungefiillte Boxen stehen fiir Intronsequenzen, grofie graue Boxen
fiir Exonsequenzen. Die dunklen Pfeile deuten die Ac-Sequenzen an, die diinne schwarze Linie
die pBluescript Vektorsequenzen. Weitere Abkiirzungen: Ubi-1 = Ubiquitin Promotor, I =
actin-1 Intron in GTDs, A = 3A-Site, Nos = Nos-Terminator im pUbiGBBSSI. +1, +2 = an
dieser Stelle eingefiigte Basen.

Element zur einem Abbruch der Proteinsynthese. In dem Fall, dass kein Spleiflen stattfindet,
fungiert das TAA reiche 3’ Ac Ende als ein UAA Stop Codon, wenn die transkribierte mRNA
translatiert wird. Zusétzlich wurden mittels “Splicepredictor” (Brendel und Kleffe 1998) drei
mogliche alternative Spleifistellen in der gbss! Gensequenz entdeckt. Die Benutzung einer die-
ser Spleifistellen kann generell die Haufigkeit der detektierten GUS Aktivitéat beeinflussen, da
die Aktivierung dieser Spleifistelle zu einem Abbruch der Proteinsynthese durch ein Stop Codon
fithrt. Der Grad der Beeinflussung sollte aber fiir alle Testkonstrukte gleich sein. Die Aktivie-
rung der anderen beiden alternativen Spleifistellen hat keinen Einflufl auf den experimentellen
Ansatz, da die Proteinsynthese weder abbricht, noch der Leserahmen des GBSS1 verschoben
wird. Zusammenfassend erlaubt dieser experimentelle Ansatz einen indirekten Nachweis von

Spleifiereignissen in den kiinstlichen Spleilakzeptorstellen A1, A2 und A3.

3.2.2.2 Nachweis der Nutzung von Spleif3akzeptorstellen der 3A-Site

Zur Durchfiihrung des Nachweises wurde Skutellumgewebe aus unreifen Gerstenembryonen
cv. Golden Promise fiir die biolistische Transformation mit Mikroprojektilen einen Tag nach

der Isolierung der unreifen Embryonen nach Becker et al. (1994) eingesetzt (2.2.3).

Zwei Konstrukte zur Expression von Transkriptionsfaktoren des Mais Anthocyan Synthese-
weges (pAct::Cl, pAct::R (2.1.8)) wurden bei allen Experimenten kotransformiert und als
interner Standard fiir die Normalisierung der Versuche benutzt. Damit kénnen technische Ab-
weichungen bei der Durchfiihrung der Transformation und der jeweilige physiologische Status
des Zielgewebes ausgeglichen werden. Des weiteren wurde Skutellumgewebe mit einem un-
ter Kontrolle des konstitutiven Ubiquitin Promotors stehenden GUS-Gens (pUbiGUS (2.1.8))
transformiert, um einen Referenzwert fiir die GUS-Expression zu erhalten, der unabhéngig von
Spleiflereignissen in der gbss! Sequenz oder in den Spleifistellen der GTDs Elemente ist. Dabei
wird die GUS-Expression von dem selben Promotor kontrolliert, wie die GBSS1:GUS Fusionen
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in den Introntester Konstrukten. Als negative Kontrolle wurden die Plasmide pGTDs A und
pGTDs B verwendet, um eine von ihnen verursachte GUS-Expression auszuschlieen. Die Syn-
these von GUS wurde durch eine histochemische Farbung des Skutellumgewebes von unreifen
Embryonen, die mit den Testkonstrukten transformiert wurden, gezeigt. Dabei wurde jeder
blaue Punkt auf der Skutellumoberflache als ein unabhéngiges Spleiflereignis gewertet und eine
Normalisierung durch eine Berechnung der GUS Signale pro Anthocyan-Signal durchgefiihrt,
um experimentelle Schwankungen auszugleichen. Die proportionale Rate der A1, A2 und A3
Aktivierung ist als Prozentsatz des pUbiGUS Referenzwertes (100%) angegeben. Jeder transi-
ente Expressions Assay wurde fiir jedes Testerkonstrukt mindestens zweimal durchgefiihrt. In
jedem Assay fanden drei bis sieben unabhéngige Transformationen mit jeweils durchschnittlich
40 unreifen Embryonen statt. Die Plasmide (pGTDsA /B, je drei Plasmide der GT'Ds A und B
Introntester und der interne Standard pAct::C1, pAct::R) wurden in den Transformationsex-
perimenten in einem molaren Verhé&ltnis von etwa 65:1:1 eingesetzt. Das beschossene Gewebe
wurde fiir 36 Stunden bei 26 °C im Dunklen inkubiert. Nachfolgend wurden die Anthocyan-
Signale unter dem Binokkular gezdhlt und im Anschlufy die histochemische GUS Farbung fiir
16 Stunden bei 37 °C im Dunklen nach Jefferson (1987) durchgefiihrt (2.2.6). Die Ergebnisse

dieser Experimente sind in den Abbildungen 12 und 13 zusammengefasst.

Bei allen Testkonstrukten, bis auf pGTDs A-Int+2, bei dem die Aktivierung von A3 fiir die
Synthese von GUS erforderlich ist, wurden GUS Signale nachgewiesen (Abbildung 12). Bei
den als Kontrolle verwendeten Plasmiden pGTDs A und B konnten, wie erwartet, keine Si-
gnale detektiert werden. Jedoch zeigten sich deutliche Unterschiede in der GUS Signalzahl und
somit indirekt in der Nutzung von Al, A2 und A3 zwischen den beiden Elementen GTDs A
und GTDs B. Beide Elemente zeigen eine préferentielle Nutzung der Spleifistelle A1. Dabei
zeigt GTDs A nur 1,9% relative Aktivitdt im Bezug auf die Expressionssignale von pUbiGUS,
GTDs B hingegen 53%. GTDs B A2 und A3 zeigen immerhin noch 4,7% bzw. 4,3% relati-
ve Aktivitit, wahrend GTDs A A2 mit 0,005% eine verschwindend geringe Aktivitit zeigt
und bei A3 {iberhaupt keine Aktivitdt nachweisbar ist. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13
zusammengefasst. In 13A sind die Ergebnisse in einem Balkendiagramm graphisch, in 13B
tabellarisch dargestellt. Hier erkennt man, dass die Spleifistelle A1 in GTDs B transformier-
tem Gewebe etwa 27 mal hiufiger benutzt wurde als in entsprechenden mit dem GTDs A
Konstrukt (GTDs A-Int +1) transformiertem Gewebe. Ein Vergleich der Frequenzen fiir A2
in GTDs A und B zeigt eine etwa 850 mal haufigere Benutzung in GTDs B. Ein Vergleich
der Frequenzen von A3 zwischen den Elementen war nicht moglich, da in dem mit dem ent-
sprechenden GTDs A Testkonstrukt (GTDs A-Int+42) transformierten Gewebe keine Signale
detektiert werden konnten. Im Vergleich GTDs A zu GTDs B zeigt sich, dass in GTDs B
schon die Spleifistelle mit der niedrigsten Nutzungsfrequenz, A3, eine immerhin noch doppelt
so hohe Frequenz zeigt wie die am stérksten benutzte Spleifistelle in GTDs A (Al). Zusétzlich
zeigen diese Experimente, dass die Akzeptorstelle Al deutlich bevorzugt wird, in GTDs A
wird sie 344 mal haufiger verwendet als A2, in GTDs B 11 mal haufiger als A2. A2 in GTDs
B ist wiederum mit geringfiigig aktiver als A3 (1,09 mal) .
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-

pGTDsB-Int pGTDsB-Int+1 pGTDsB-Int+2 pUbiGUS
Spleil- Konstrukt Exp. Transformierte Anthocyan GUS GUS/ Relative
akzeptor Skutella Signale Signale Anthocyan Aktivitat (%)
i 3 118 87 14 0.160
A1 GTDsA-Int+1 5 240 415 70 0.169 1.9
7 222 1867 2 1.07x10°
A2 GTDsA-Int 4 156 2234 0 nd 0.005
5 185 1206 0 nd
A3 GTDsA-Int+2 6 279 516 0 rid nd
7 271 904 4446 4.918
L S TEsH-Im 6 219 245 912 3.722 89
3 118 168 73 0.434
A2 GTDsB-Int+1 5 262 332 134 0406 4.7
6 320 1197 455 0.380
A3 GTDsB-Int+2 6 254 636 241 0.378 4.3
2 75 126 1443 11.452
pUbiGUS 2 89 313 2263 7.230 100
1 34 73 758 10.383

Abbildung 12: Ergebnisse der 3A-Site Spleif3stellenuntersuchung

Im oberen Teil der Abbildung sind exemplarisch mit den GTDs B Testerplamiden und pUbi-
GUS transformierte Skutella nach dem histochemischen GUS Assay dargestellt.

Im Tabellenteil der Abbildung sind die Ergebnisse der Versuche zusammengefasst. In der linken
Spalte aufgefiihrt ist die Spleilakzeptorstelle, die fiir die GUS Synthese aktiviert werden muss,
in der néchsten Spalte das entsprechende Testerplasmid. Zu jedem dieser Testerplasmide sind
die Anzahl der Experimente (Exp.), der transformierten Skutella, die erhaltenen GUS Signale,
deren Verhéltnis zu den als internen Standard verwendeten Anthocyan-Signalen sowie die
daraus ermittelte relative Aktivitdt zu pUbiGUS dargestellt.
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A

\J

Al
BA2

B | Al A2 A3

[GTDsA 001927] 000008 0

GTDsB 053485]  004768]  0,04355

GTDsA/B 003603] 000117 0

B aktiver: 27 75793| 852,32450 nd

A2/A1 A3/A2 A3/ A2/A3
0,00250 nd nd nd
008974 091349] 008143[ 109471

Abbildung 13: Ergebnisse der Introntester

Teil A der Abbildung zeigt die graphische Darstellung der relativen Akivitédt der Introntest-
konstrukte. Blau dargestellt ist die Aktivitat bei Benutzung der Spleifistelle A1, rot A2 und
gelb A3. Die Pfeile mit den Zahlen zwischen den einzelnen Balken zeigen die relative Aktivitéit
der einzelnen Balken zueinander.

In Teil B zu sehen ist eine Tabelle mit Vergleichen zwischen der Aktivitit der GTDs A und B
Introntester. Dabei sind ganz oben die relativen Aktivitdten angegeben, in der Mitte ein Ver-
gleich zwischen GTDs A und B. Ganz unten werden die relativen Aktivitéiten der Spleifistellen
der einzelnen Elemente zueinander gezeigt.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Nutzung der 3A-Site von GTDs B in der gewéahlten Testum-
gebung effizienter ist als die Nutzung der 3A-Site von GTDs A. Fiir beide Elemente gilt, dass
innerhalb der 3A-Site A1 am héufigsten, dann A2 und A3 benutzt wird.

Die erzielten Ergebnisse bestétigen die Erwartung, dass GTDs B in Vergleich zu GTDs A
verbessert werden konnte, sowohl in Hinsicht auf eine haufigere Nutzung der 3A Spleifistellen

insgesamt, als auch auf eine deutliche Verbesserung in der Nutzung der Spleifistellen A2 und
A3.

3.3 Untersuchungen zur Transposition von GTDs in Gerste

Eine Voraussetzung zum Einsatz von GTDs in einem Zwei Komponenten Tagging System ist,
dass das Element von der Ac-Transposase trans-aktiviert wird und eine Transposition in eine
neue genomische Position stattfindet. Die Moglichkeit, durch Segregation die Transposase in
Nachkommenlinien zu entfernen, bietet den Vorteil, das GT'Ds Element an seiner genomischen
Position stabilisieren zu kénnen. Damit kann eine durch die Transposition des Elementes an
eine bestimmte genomische Position hervorgerufene Expression des Reportergens stabilisiert
werden, eine Korellation zwischen der genomischen Position des Elementes und der Expres-
sion wird dadurch moglich. Die Transposition findet in zwei Teilschritten statt, die Exzission
des Elementes aus seiner genomischen Position, und die Integration an einer neuen Positi-
on. Beide Vorgéinge konnen experimentell iiberpriift werden. In Abschnitt 3.3.2 wurden mit
Hilfe einer PCR Methode durch eine Exzission verursachte “leere” Donorstellen nachgewie-
sen, und unter 3.3.3 mit Hilfe von Southern-Blot Analysen Hinweise auf Transposition an
neue genomische Positionen. Da GTDs ein Transposase abhéngiges Element ist, mufl die Ac-
Transposase (Ac-TPase) zur Verfiigung gestellt werden. In der Sequenz des hier eingesetzten
Ac-TPase-Genkonstruktes AcA102 sind im 5’ Bereich 412 bp deletiert. Dies bewirkt in Pe-
tunienprotoplasten (Houba-Herin et al. 1990) und transgenem Tabak (Kunze et al. 1995) eine
erhohte Transpositionsfrequenz. Dabei wird fiir das Ac-Transposon eine inhérente Préferenz
fiir die Transposition in Gensequenzen und in die Nihe seines urspriinglichen Integrationsortes
beschrieben (zur Ubersicht Kunze et al. (1997)). In diesem System wurde die Ac-TPase durch

Kreuzen von Ac-TPase exprimierenden Linien mit GTDs Linien bereitgestellt.

3.3.1 Identifizierung von Pflanzen mit GTDs und Ac-TPase Konstrukten

Nach einer Kreuzung von GTDs Linien mit Transposase exprimierenden Linien (cwAcA102)
(2.1.7) kann eine Transposition von GTDs in den Nachkommen erfolgen, die beide Konstrukte
geerbt haben. Zur Etablierung von F1 Linien, die das GTDs Element und das cwAcA102
Konstrukt enthalten, wurden finf GTDs Linien (2.1.7) mit drei Ac-TPase exprimierenden
Linien (2.1.7) gekreuzt. Die entstandenen F1 Linien wurden zunéchst auf das Vorhandensein

beider Konstrukte untersucht.

Dafiir wurde genomische DNA der F1 Linien mit Hilfe einer Multiplex PCR Testmethode auf
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die erfolgreichen Kreuzungen

’ GTDs A \ cw \ Anzahl der F1 Pflanzen ‘

1 3 1
2 2 16
2 4 3
3 2 4
4 2 4
4 4 1
) 4 1

diese beiden Konstrukte hin analysiert (2.2.10). Dabei wurden spezifisch Sequenzen der GTDs
und cwAcA102 Konstrukte amplifiziert, sowie eine Sequenz aus dem Gersten-eigenen wazy
Gen. Drei Primerpaare wurden in der PCR verwendet, jeweils ein Paar (cwl und cw2 bzw.
GTDsl und GTDs2 (2.1.10)) amplifizierten dabei spezifisch einen Bereich des Transposase-
exprimierenden Konstruktes bzw. des GTDs Elementes. Das dritte Primerpaar (hvwaxyl und
hvwaxy?2 (2.1.10)) wurde zur Amplifikation eines internen Standards genutzt. Eine gleichzeiti-
ge Amplifizierung einer wazy spezifischen Sequenz und der Konstrukt spezifischen Sequenzen
erlaubt die eindeutige Identifizierung von Pflanzen, die weder cwAcA 102 noch GTDs enthal-
ten. Eine Nicht-Amplifizierung aufgrund technischer Probleme kann so ausgeschlossen werden,
wenn das wazry Amplifikat nachweisbar ist. Die entstandenen Amplifikate sind exemplarisch
in Abbildung 14 dargestellt. Dabei sind die Amplifikate von wazy (600bp) GTDs (419bp)
und cwAcA102 (320bp) anhand ihrer unterschiedlichen GroBe deutlich zu unterscheiden. Um
die Identitat der spezifischen Amplifikate zu priifen, wurden alle drei resultierenden Banden
mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kits (2.1.2) kloniert und sequenziert (2.1.4). Die fiir jedes
Amplifikat erhaltenen Sequenzen stimmten mit den jeweiligen Sequenzen der Konstrukte bzw.
des wazry Gens iiberein. Damit wurde gezeigt, dass die erhaltenen Amplifikate spezifisch sind
und die Methode somit zur Analyse der Linien angewendet werden kann. Mit dieser Methode
wurden aus den Kreuzungen erhaltene F1 Pflanzen untersucht. In Tabelle 1 sind die Pflanzen,
welche beide Konstrukte enthalten, zusammengestellt. Dabei wurden fiir die Linien GTDs 1
bis GTDs 5 Kreuzungen mit den cwAcA102 Linien 2,3 und 4 erhalten.

3.3.2 Exzission von GTDs

Ein Teilschritt bei der Transposition des GTDs Elementes ist die Exzission aus der urspriingli-
chen genomischen Position. Bei der Exzission kann es zu Deletionen oder Basenverédnderungen
in den Sequenzen 5’ und 3’ des Exzissionsortes kommen (Sutton etal. 1984; Fedoroff 1989;
Baran et al. 1992; Scott et al. 1996). Diese “Footprint” genannte Verdnderung ist ein Charak-
teristikum der Exzission. Der Nachweis der Exzission gibt einen experimentellen Hinweis auf
Transposition eines Elementes, dieser kann iiber die Amplifikation “leerer” Donorstellen erfol-

gen. Hier wird ein Nachweis von Exzission aus der urspriinglichen Position dadurch erméglicht,
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Abbildung 14: Ergebnisse einer cwAcA102/GTDs Multiplex PCR
Die Auftrennung der Amplifikate erfolgte auf einem 2% Agarosegel. In allen Proben (1-13) ist
das als interne Kontrolle amplifizierte Fragment des wazy Gens mit einer GroBle von 600bp
zu erkennen (roter Pfeil “wazxy”). Zusitzlich findet sich bei einigen Proben das GTDs spezifi-
sche Fragment bei 419bp und das cwAcA 102 spezifische bei 320bp (rote Pfeile “GTDs” und
“cwAcA1027).

dass das GTDs Element an seinem priméren Integrationsort von Sequenzen des Transforma-
tionsvektors flankiert ist. Da diese Sequenzen bekannt sind, lassen sich Primer ableiten, mit
denen sich spezifische Fragmente amplifizieren lassen, wenn G7TDs sich nicht mehr an diesem
Integrationsort des Transformationskonstruktes befindet (Abbildung 15). Dabei werden die
Primer moglichst nahe an die 5" und 3’ Grenze des GTDs Elementes gesetzt, da die Lénge
der Integration des Transformationsvektors nicht bekannt ist und bei jeder unabhéngig trans-
formierten Linie variiert. Mit Hilfe dieser so genannten “Footprint” PCR (2.2.9) kénnen die
“leeren” Donorstellen amplifiziert und nachgewiesen werden. Als interner Standard wurde wie-
derum ein Fragment des endogenen wazy-Gens amplifiziert. Um die Spezifitat der “Footprint”
PCR zu priifen, wurde eine “Footprint” PCR mit DNA aus Blattmaterial einer cw4 x GTDs A
5 Pflanze durchgefiihrt. Das PCR Produkt wurde subkloniert und sequenziert (2.1.4), um die
Identitit des Amplifikates eindeutig zu kldren und die Methode so zu validieren. Es wurden

zwei unterschiedliche “Footprints” gefunden, die in Abbildung 15 dargestellt sind.

Die sequenzierten PCR-Produkte zeigen die Vektorsequenzen nach einer Exzission von GTDs.
In den beiden Sequenzen sind typische Basenverinderungen zu sehen (Zur Ubersicht: Fedoroff
(1989)). Dabei wird in der Footprint Sequenz 1 (siche Abbildung 15) ein GC-GG zu GG-CG,
es werden somit zwei Basen invertiert. In Sequenz 2 wird das GC-GG zu GC-CG, hier also
nur eine invertierte Base. Eine Exzission von GTDs A ist damit eindeutig nachgewiesen, und

gibt erste Hinweise auf eine Transposition in Gerste.

3.3.3 Transposition von GTDs

F2 Pflanzen, bei denen sich das GTDs Element nach einer Transposition in der F1 Genera-
tion an einer neuen genomischen Position befindet, wurden identifiziert. Die Identifizierung
neuer Integrationsorte erfolgt iiber eine Southern-Blot Analyse mit einer GTDs spezifischen

Sonde (2.2.4). Neue Hybridisierungsmuster deuten dabei auf eine neue genomische Position
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e ” Exzission GTDs

Footprint Primer >« . Vektorsequenz

genomische Sequenz  Vektorsequenz

genomische Sequenz

- . .
Footprint Primer

Original Sequenz ohne GTDs CGGCCGGGTCACGC-GGTCACGCAACGC
Footprint 1 CGGCCGGGTCACGG-CGTCACGCAACGC

Footprint 2 CGGCCGGGTCACGC-CGTCACGCAACGC

Abbildung 15: Schematische Darstellung der GTDs Exzission und der identifizierten
Footprint Sequenzen

Im oberen Teil der Abbildung ist die Sequenzumgebung eines Exzissionsorts von GTDs (schraf-
fierte Box) schematisch dargestellt. Die Exzissionsstelle ist von der Sequenz des Transformati-
onsvektors (ungefiillte Boxen) flankiert, diese wiederum von unbekannten genomischen Sequen-
zen (eng schraffierte Boxen). Hier wurden fiir die Vektorsequenzen spezifische Primer (Pfeile)
fiir eine PCR eingesetzt. Im unteren Teil der Abbildung sind die identifizierten “Footprint”
Sequenzen dargestellt. Unter der unverdnderten Originalsequenz sind die beiden Footprint
Sequenzen 1 und 2 abgebildet. Die Abweichungen sind unterstrichen, “-” symbolisiert den
Exzissionsort.

und damit auf ein Transpositionsereignis hin. Transpositionsereignisse von Ac in Gerste in der
F1 Generation sind bisher mit einer Frequenz von 1 bis 2 % beschrieben (Koprek et al. 2000;
Scholz et al. 2001), daher ist eine Untersuchung grofierer Populationen erforderlich. Da eine
Southern-Blot Analyse von mehr als 100 Pflanzen sehr aufwendig ist, ist eine Vorselektion sol-
cher Pflanzen, bei denen eine Transposition wahrscheinlich stattgefunden hat, von Vorteil. Bei
F2 Pflanzen, die durch Segregation ihr Transposase exprimierendes Konstrukt verloren haben
und ein Exzissionsereignis zeigen, muss ein Transpositionsereignis in einer fritheren Generation

stattgefunden haben.

In der F2-Generation steht auch eine groflere Anzahl von Pflanzen zur Untersuchung zur
Verfiigung, dies erhoht die Wahrscheinlichkeit, Transpositionsereignisse zu detektieren. Das
Vorkommen des GTDs Elementes und des Ac-TPase-exprimierenden Konstruktes wurde mit
Hilfe der Multiplex-PCR Technik gepriift (2.2.10). Insgesamt wurden dabei 166 F2 Pflanzen
getestet, davon enthielten 88 Pflanzen (53,0%) beide Elemente, 38 (22,9%) nur GTDs, 27
(16,3%) nur cwAcA102 und 13 (7,8%) keines der Elemente mehr. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 2 zusammengestellt.

Da eine Exzission ein Hinweis auf eine Transposition ist, wurde mit DNA dieser F2 Pflanzen
eine “Footprint” PCR durchgefiihrt (3.3.2), um Exzissionen von GTDs aus dem priméren Inte-
grationsort nachzuweisen. Von den 38 Pflanzen, welche nur noch GTDs enthalten, wurden in
der “Footprint” PCR 28 identifiziert, die eine Exzission zeigen. Diese Pflanzen sind Kandidaten

fiir eine Analyse per Southern-Blot (2.2.4), die Zahl der zu untersuchenden Pflanzen konnte
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Tabelle 2: Ubersicht F2 Pflanzen

’ GTDs A ‘ cwAcA102 H gesamt ‘ GTDs und cwAcA102 ‘ nur GTDs ‘ nur cwAcA102 ‘ kein Element ‘

2 2 65 23 22 12 8
2 4 5 5 0 0 0
3 2 52 35 7 7 3
4 2 21 8 8 5 0
5 4 23 17 1 3 2
| gesamt | | 166 | 88 | 38 | 27 | 13 |

mit dieser Strategie von 166 auf 28 reduziert werden.

Um neue Hybridisierungsmuster zu identifizieren, wurde genomische DNA der 28 Pflanzen
mit dem Restriktionsenzym BamH]I (2.1.5), welches eine Erkennungsstelle im GTDs Element
besitzt, geschnitten. Der zweite BamH]1 Schnitt liegt an einer zuféalligen Stelle im Genom. Die
restringierte DNA wurde in einer Southern-Blot Analyse mit einer GTDs Element spezifi-
schen Digoxigenin markierten Sonde eingesetzt (2.2.4). Um neue G'TDs spezifische Fragmente
identifizieren zu konnen, wurde als Referenz DNA der GTDs und cwAcA102 Elternpflan-
zen verwendet. Neue DNA Fragmente entsprechen Integrationen von G'T'Ds an einer neuen

genomischen Position.

Zwei der 28 untersuchten Pflanzen, 20C2 und 22B3, zeigten bei der Restriktion mit BamH1
neue Element-spezifische Hybridisierungssignale. Zwei weitere Pflanzen zeigten ein dem Muster
der Pflanze 22B3 entsprechendes neues Muster (22B2, 22B7) und stammen von der gleichen

F1 Pflanze. Die 24 anderen untersuchten Pflanzen zeigten kein neues Hybridisierungsmuster.

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde die genomische DNA der Pflanzen 20C2 und 22B3
mit weiteren Restriktionsenzymen analysiert. In Analysen zur Expression des Reportergens
(3.3.4) zeigten fast alle Nachkommen der Pflanze 20C6 GUS Expression, dies war ein Hinweis
auf eine Transposition in der Pflanze 20C6. Daher wurde auch diese Pflanze fiir die Untersu-
chung mit weiteren Restriktionsenzymen herangezogen. Da die Pflanze 20C6 bei Verwendung
des Enzyms BamHT kein neues Hybridisierungsmuster zeigte, kann es sich um eine Integration
von GTDs nahe am Donorlokus des Elementes handeln. Denn dabei dndert sich der Abstand
zwischen dem Element und der Position der verwendeten Restriktionsschnittstelle im Genom
nur minimal, die Groflendnderung des resultierenden Restriktionsfragmentes kann dann un-
terhalb der Nachweisgrenze liegen. Eine Transposition von GTDs in unmittelbare Ndhe der
Donorposition ist durchaus moglich, da eine entsprechende Préferenz fiir Ac festgestellt wurde.
Viele Reintegrationen wurden in nur 6 bp bis 15 kb Entfernung des Donorlokus nachgewiesen
(Dowe et al. 1990; Peterson 1990; Grotewold et al. 1991; Athma et al. 1992; Chen et al. 1992;
Moreno et al. 1992; Weil et al. 1992), in Arabidopsis finden nach Parinov etal. (1999) 15% der

Reintegrationen in den T-DNA Transformationsvektor statt.

Reintegrationen, die nahe am Donorlokus liegen, lassen sich mit Restriktionsenzymen nach-

weisen, deren Schnittstelle zwischen dem Donorlokus und dem Lokus der Reintegration liegt.
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So entsteht auch bei einer Transposition in einem dem Donorlokus benachbarten Bereich ein
Restriktionsfragment, dessen Grofle sich deutlich von der urspriinglichen Fragmentgrofie unter-
scheidet, und somit einen Nachweis iiber eine Southern-Blot Analyse ermdoglicht. Clal (2.1.5)
liegt in der Sequenz des Transformationsvektors nahe des GTDs Elementes und erfiillt damit

diese Anforderungen.

Die Southern-Blot Analysen mit jeweils vier Restriktionsenzymen sind in den Abbildungen 16

(20C6), 17 (20C2) und 18 (22B3) zu schen.
Die Pflanzen 20C2 und 20C6 gehen auf die gleiche F1 Pflanze zuriick, eine Kreuzung einer
cw?2 mit einer GTDs 3 Linie. Die Pflanzen 22B2, 22B3 und 22B7 stammen ebenfalls von einer

F1 Pflanze ab, diese entstand aus der Kreuzung einer cw2 Linie mit einer GTDs 4 Linie.

Die Analyse der Pflanze 20C6 (Abbildung 16) zeigt bei den verwendeten Enzymen nur bei
Clal ein neues Element-spezifisches Hybridisierungssignal. Dies konnte, wie bereits vermutet,

auf eine Transposition in die nichste Umgebung des Donorlokus hinweisen.

Bei der Pflanze 20C2 scheint sich die Zahl der Elemente um mindestens eins zu erhéhen (Abbil-
dung 17). Hier sind bei der Restriktion mit Aval, Bglll und BamH]1 neue Element-spezifische
Hybridisierungssignale zu erkennen, wihrend die Signale der GTDs Elternpflanze noch vor-
handen sind. Zu einer Erhchung der Elementzahl kann es kommen, wenn die Transposition
wéhrend der Replikation in noch nicht replizierte Bereiche stattfindet (Greenblatt 1984; Chen
etal. 1987).

Die in Abbildung 18 dargestellte Southern-Blot Analyse der Pflanze 22B3 zeigt bei zwei der vier
verwendeten Enzyme, Aval und BamH]I, neue Element-spezifische Hybridisierungssignale. Bei
der Restriktion mit Aval wird ein zusétzliches, neues Signal sichtbar, damit sind sechs Signale
zu sehen. Bei Restriktion mit BamHT1 zeigt die GTDs 4 Elternpflanze fiinf Element-spezifische
Hybridisierungssignale, 22B3 zeigt sieben Element-spezifische Hybridisierungssignale. Davon
sind drei Signale neu, und vier sind an der gleichen Position wie in der Elternpflanze. Eines der
Hybridisierungssignale aus der Elternpflanze ist in 22B3 nicht mehr zu sehen. Dies kann be-
deuten, dass das fiir diese Signal verantwortliche Element seine genomische Position verlassen
hat, wihrend die anderen beiden Signale durch eine Erhchung der Elementzahl zu erkliaren

sind.

In der Southern-Blot Analyse gab es in drei Linien (2,4%) neue Integrationsmuster des GTDs
Elementes, die moglicherweise durch ein Transpositionsereignis entstanden sind. Diese neuen
Integrationsmuster geben Hinweise auf eine Transposition von GTDs in Gerste. Die gewonne-
nen Daten sind jedoch nicht eindeutig, daher sind weitere Analysen nétig, um die erhaltenen

Hinweise auf eine Transposition abzusichern.

3.3.4 Transpositionsnachweis mittels GUS-Expressions-Analysen

Der Vorteil der Verwendung von G'T'Ds besteht unter anderem darin, dass eine Transposition
von GTDs in ein exprimiertes Gen durch den Nachweis von GUS-Expression identifiziert

werden kann. Bisher konnte in transienten Testsystemen die Funktion der Element-spezifischen
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Abbildung 16: Southern-Blot Analyse der Pflanze 20C6
Pro Spur wurden 12 ug genomische DNA aus Blattmaterial der Linien cw 2, GTDs 3 und
20C6 nach Restriktion mit den Endonukleasen Aval, Clal, BglIl und Bgll auf einem 0,8 %igem
Agarosegel aufgetragen. Die Hybridisierung nach Southern-Blot-Transfer erfolgte mit einem
durch PCR Dig-markierten GUS-Fragment. Neue Hybridisierungsmuster werden durch einen

roten Pfeil angezeigt.
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Abbildung 17: Southern-Blot Analyse von Pflanze 20C2
Pro Spur wurden 12 ug genomische DNA aus Blattmaterial der Linien cw 2, GTDs 3 und
20C2 nach Restriktion mit den Endonukleasen Awval, Bglll, SstI und BamH]I auf einem 0,8
%igem Agarosegel aufgetragen. Die Hybridisierung nach Southern-Blot-Transfer erfolgte mit
einem durch PCR Dig-markierten GUS-Fragment. Neue Hybridisierungsmuster werden durch

einen roten Pfeil angezeigt.
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Abbildung 18: Southern-Blot Analyse von Pflanze 22B3
Pro Spur wurden 12 ug genomische DNA aus Blattmaterial der Linien cw 2, GTDs 4 und
22B3 nach Restriktion mit den Endonukleasen Awval, Sstl, Bglll und BamHI auf einem 0,8
%igem Agarosegel aufgetragen. Die Hybridisierung nach Southern-Blot-Transfer erfolgte mit
einem durch PCR Dig-markierten GUS-Fragment. Neue Hybridisierungsmuster werden durch
einen roten Pfeil angezeigt.

Konstruktionsmerkmale (3A-Site, 4D-Site und cis-Elemente fiir die Spleiistellenerkennung)
nachgewiesen (3.2) und per Southern-Blot (3.3.3) und “Footprint” Analysen (3.3.2) Hinweise
auf die Transposition von GTDs in Gerste gefunden werden. Fiir den Einsatz von GTDs
miissen nun noch die Fragen gekldrt werden, ob sich in Gerste Transpositionsereignisse, in
denen die Transposition von GTDs zur Expression des Reportergens fiithrt, nachweisen lassen,
und wie grof§ die dafiir zu untersuchende Population sein muf. Ziel dieser Experimente ist es,

erste Hinweise zu Klarung dieser Fragen zu erlangen.

Die Expression von GUS Fusionsprotein ist von verschiedenen Faktoren abhéngig. Dies sind
besonders die Stiarke des Promotors des Wirtsgens, in das GTDs integriert ist, und die Sta-
bilitit der mRNA. Auch der Leserahmen im Bezug auf das Wirtsgen und somit die GTDs
Spleifistellen, deren Benutzung zu einem funktionalen Fusionsprotein fithren, hat einen star-
ken Einflu, da nach den Ergebnissen der unter 3.2 gezeigten Versuche nicht alle Spleifistellen

mit gleicher Héufigkeit verwendet werden.

Im folgenden wurde, unter Verwendung verschiedener Annahmen, zunéchst die fiir eine Un-

tersuchung notige Populationsgréfle berechnet.

3.3.4.1 Theoretische Voriiberlegungen zum Transpositionsnachweis mittels GUS-

Expressionsanalysen

Die Untersuchung hat zum Ziel, die Moglichkeit des Transpositionsnachweises iiber eine GUS-
Expressionsanalyse zu ermitteln. Fiir die Untersuchung erscheint es sinnvoll, ein Entwicklungs-
stadium der Pflanze zu verwenden, in dem viele Gene exprimiert werden. Bei einer hohen Zahl

von exprimierten Genen steigt die Wahrscheinlichkeit, dass sich darunter ein Gen befindet, in
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das eine Transposition von GTDs stattgefunden hat. Frithe Stadien der Keimlings-Entwicklung
entsprechen diesen Anforderungen und wurden daher eingesetzt. Weitere Vorteile bei der Ver-
wendung von Keimlingen sind, dass aufgrund der geringen Grofle der komplette Keimling in
einem GUS Assay untersucht werden kann, und eine grofie Zahl von Keimlingen angezogen
und getestet werden konnen. Das Gewebe wurde 48h nach der Keimung fiir den GUS Assay
verwendet, die Keimlinge befinden sich dann in der Phase III der Keimung (Bewley 1997).
Dieses Keimlingsstadium wurde ausgewéhlt, weil in diesem Stadium die Proteinsynthese seit
mindestens 24h stattfindet. Dadurch konnte sich GUS anreichern, das nach Jefferson (1987)

eine Halbwertszeit von etwa 50h besitzt.

Vor Durchfithrung der Analysen ist es hilfreich zu wissen, wie grof3 die zu untersuchende
Population mindestens sein muss, um eine GUS-Expression nachzuweisen. Hierauf haben ei-
ne Anzahl verschiedener Parameter Einflufl, deren Groflien aber nur ndherungsweise bekannt
sind. Die wichtigsten dieser Faktoren sind die Anzahl der Nachkommenpflanzen, die ein Trans-
positionsereignis zeigen kénnen, die Transpositionsrate und die Anzahl der Pflanzen, welche
eine GUS-Expression zeigen. Hinweise zu einigen dieser Parameter finden sich bei Sundaresan
etal. (1995) fiir Arabidopsis, Chin etal. (1999) und Greco etal. (2001) fiir Reis und Koprek
etal. (2000) fiir Gerste. Die Zahlen wurden verwendet, um einen Bezug fiir einen Vergleich zu

haben.

Eine mogliche Populationsgrofle wurde unter Verwendung von verschiedenen Annahmen er-
rechnet. Dabei wurden in einer Rechnung die hochsten Werte aus der Literatur zugrunde gelegt

und in einer zweiten die niedrigsten Werte mit einer zusétzlichen Sicherheitsmarge verwendet.

Als erstes wurde errechnet, wie viele Pflanzen der Population iiberhaupt Transpositionsereig-
nisse haben koénnen, da ein bestimmter Teil der Nachkommen durch Segregation das GTDs
Element verliert. Fiir die Berechnung mufl zuerst bestimmt werden, ob eine unabhiingige Ver-
erbung des GTDs Elementes und des Tranposasegens vorliegt. Wenn dies der Fall ist, 1a83t
sich fiir die Folgegeneration bestimmen, wie viele Pflanzen durch Segregation GTDs oder
cwAcA 102 verlieren. Dies ist ein wichtiger Faktor fiir die Berechnung der benétigten Popu-
lationsgrofle. Da fiir die Untersuchung F3 Nachkommen der in Tabelle 2 zusammengestellten
F2 Pflanzen Verwendung finden, konnen die Daten der 166 F2 Pflanzen fiir die Untersuchung
der Vererbung herangezogen werden. Es wird fiir die Pflanzen eine unabhéingige Vererbung
der beiden Komponenten angenommen, es wiirde sich demnach nach der dritten Mendelschen
Regel eine Aufspaltung von 9:3:3:1 (cwAcA102/GTDs : GTDs/- : cwAcA102/- : -/-) ergeben.
Um diese Hypothese zu priifen, wurde ein y?Test durchgefiihrt.

2 E(B—E)2 _ (Bbeide— Ebeide)? 4 (BGTDs—EGT Ds)? + (BewAcA102— EcwAcA102)? 4 (Bkein—FEkein)?
X = E Ebeide EGTDs EcwAcA102 Ekein =
(88—93,4)2 | (38—31,1)> (27—31,1)2 (13—10,4)2 3.03

- )

i e R s B T P
Dabei ist E der erwartete Wert fiir das Merkmal (Vorkommen von GTDs und cwAcA102 im
Genom) und B der tatséchlich beobachtete. Die einzelnen Werte fiir die Berechnung sind in der
Formel dargestellt, die Summe der y? Werte ergibt 3,03. Bei drei Freiheitsgraden entspricht ein
x? von 3,03 einer Wahrscheinlichkeit P zwischen 0,5 und 0,3. Damit ist der Wert als statistisch



3 ERGEBNISSE 50

signifikant anzusehen und eine unabhéngige Aufspaltung anzunehmen. Bei heterozygoten El-
tern wiirde damit folgendes gelten: 18,75% der F3 Pflanzen besitzen kein GTDs mehr, 18,75%
kein cwAcA102. Das bedeutet, 56,25% der untersuchten Pflanzen enthalten noch beide Kom-
ponenten des Systems, eine Transposition kann stattfinden. In 6,25% findet sich keines der
beiden Elemente mehr. In den 18,75% der Pflanzen, die nur noch GTDs enthalten, ist somit
nur ein Ereignis zu detektieren, das sich aus einer fritheren Generation vererbt hat. Damit
besteht in 75% der Nachkommen die Moglichkeit, Transpositionsereignisse und damit gekop-
pelt moglicherweise die Expression des GUS Markers zu detektieren, 25% der Nachkommen

konnen keine Transpositionsereignisse enthalten.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Transpositionsrate der Elemente. Diese liegt nach Sun-
daresan et al. (1995) bei 80% in Arabidopsis, fiir Reis F2 Linien bei 15-50% (Greco et al. 2001)
und in Gerste F2 Linien bei 0-47% (Koprek et al. 2000). Hier werden die in den monokoty-
len Pflanzen ermittelten Werte fiir die Transpositionsrate verwendet, als Maximum 50%, als
Minimum 15%.

Der letzte Faktor fiir die Abschétzung ist der Prozentsatz der Pflanzen, die nach einer Trans-
position GUS-Expression zeigen. Dafiir geben Sundaresan et al. (1995) 26% fiir Arabidopsis
und Chin etal. (1999) 8% fiir Reis an. Es findet hier jedoch keine Selektion auf entfernte
Transpositionen statt, wie bei dem von Sundaresan etal. (1995) und Chin etal. (1999) be-
nutzten System, daher ist mit einer geringeren Rate zu rechnen. Aus diesem Grund wird fiir
die Maximalrechnung der Wert aus dem monokotylen System mit 8% benutzt und fiir die

Minimalrechnung 4% angenommen.
Die Berechnung kann damit nach der Formel:

1 % 100 1 % 100

NachSegregation %Transpositionsrate

Maximalrechnung: 7—15* %* % * 1003 = 33,4 (Transpositionsrate 50% (Maximum nach Koprek et al. (2001)), 8 %

der Pflanzen zeigen GUS (Reis nach Chin et al. (1999))

Minimalrechnung: %* %* % * 1003 = 222,2 (Transpositionsrate 15% (Minimum nach Greco et al. (2001)), 4%

der Pflanzen zeigen GUS (Schétzung)

1 .
TderGUSEreignisse * 100 durchgefiihrt werden.

Somit variiert die Zahl der Pflanzen, die man untersuchen muss, um ein Transpositionsereignis
nachweisen zu kénnen. Je nachdem welche Werte man fiir die verschiedenen Faktoren zugrun-
delegt, von 34 (Maximalrechnung) bis 223 (Minimalrechnung). Der Wert fiir die ungiinstigsten

Annahmen wurde zur Abschéitzung der folgenden Untersuchung von F3 Keimlingen verwendet.

3.3.4.2 GUS-Expressionsanalysen in “F3 Keimlingen”

Insgesamt wurden 1592 Keimlinge, die auf 90 F1 Linien zuriickgefiihrt werden konnen, auf
GUS-Expression untersucht. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Tabelle 3 zusammenge-
fasst. Als besonders interessant erwies sich dabei die Linie 20C6, eine GTDs 3 x cw 2 Linie. Dort
zeigten 24 von 25 F3 Keimlingen eine starke GUS-Expression, Bilder dazu sind in Abbildung
19 (20C6) zu sehen. Da die Expression in fast allen Keimlingen auftritt und ein einheitliches
Muster zeigt, muss das Transpositionsereignis schon in der F1 oder F2 Generation stattge-

funden haben. Ein mogliches Transpositionsereignis, ein “Footprint” nach einer Exzission und
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die untersuchten F3 Linien

GTDs cwAcA102| GTDs Ko- | F2- Linien F3-- F3mit GUS- | GUS /| % GUS-
pienzahl Keimlinge | Expression Keimling Expression
2 2 3 29 588 9 0,0153 1,53
2 4 3 5 76 1 0,0132 1,32
3 2 6 33 498 4 0,008 0,8
4 2 5 9 189 3 0,0159 1,59
5 4 2 13 216 1 0,0046 0,46
89 1567 18 0,0114
3 (20C6) | 2 6 1 25 24
GTDs cwAcA102| GTDs Ko- F1- F1 mit GUS-
pienzahl Keimlinge | Expression
2 - 3 32
3 - 6 22
4 - 5 24
5 - 2 33

ein neues Hybridisierungssignal in einer Southern-Blot Analyse, konnte fiir diese Linie bei der

Untersuchung der Transposition von GTDs festgestellt werden (3.3.3).

Bei 18 weiteren F3 - Keimlingen zeigte sich eine GUS-Expression. Eine Auswahl von Expres-
sionsmustern von fiinf dieser Keimlinge ist in Abbildung 19 zusammengestellt. Die Stérke der
Expression und das Gewebe, in dem die Expression sichtbar ist, variieren je nach Linie, dies
spricht fiir eine Transposition in unterschiedliche Gene. Bei der Linie 20C6 zeigt sich zum
Beispiel die Expression vornehmlich im Leitgewebe, bei 15A1 ist die Expression dagegen in
fast allen Teilen des Keimlings sichtbar, und bei 21J7 ist eine deutlich schwéchere Expression
nachweisbar, die sich auf das Skutellum des Keimlings beschrankt. Bei der Interpretation der
Expression ist zu beachten, dass der verwendete Farbepuffer (2.2.7) auf maximale Sensitivitét
ausgelegt ist, dadurch ist die GUS Farbung jedoch weniger scharf lokalisiert (Sundaresan et al.
1995).

Als Kontrolle ebenfalls auf GUS-Expression untersuchte F1 Keimlinge der GTDs Elternpflan-
zen zeigten keinerlei GUS-Expression. Es wurde damit ein GUS exprimierender auf 87 unter-

suchte Keimlinge gefunden, dieser Wert liegt innerhalb des in der Abschétzung berechneten

Wertebereiches (34 - 223).

In der Anzahl der F3 Pflanzen pro Linie, die eine GUS-Expression zeigen, sind deutliche
Unterschiede festzustellen (Tabelle 3). In der Linie GTDs 5 x cw 4 zeigte nur eine der F3
Pflanzen eine GUS-Expression (0,0046), die Linien GTDs 2 x cw 2, GTDs 2 x cw 4 sowie
GTDs 4 x cw 2 zeigen alle ein dhnliches Auftreten von GUS-Expression (zwischen 0,013 und
0,016), in der Linie GTDs 3 x cw 2 dagegen treten nur etwas mehr als halb soviele Signale auf
(0,008).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass bei der Untersuchung von 1592 F3 Pflanzen,
die auf 90 F2 Linien zuriickgefiihrt werden kénnen, 19 unabhéngige GUS-Expressionsereignisse
nachgewiesen werden konnten (1,19%), die auf eine Transposition von GTDs A in ein expri-

miertes Gen hindeuten.
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Abbildung 19: GUS-Expression in F3 Keimlingen
Auswahl der erhaltenen GUS-Expressionsmuster in den untersuchten Keimlingen. Bilder der
gleichen Pflanze sind mit einer Box gleicher Schattierung unterlegt. Darstellung Aufsicht
und/oder Querschnitt der Keimlinge.
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4 Diskussion

Gene-Trap Elemente haben sich in Pflanzen als niitzliche Hilfsmittel erwiesen, bis heute konn-
ten mit ihrer Hilfe bereits eine Anzahl von Genen kloniert und charakterisiert werden, diese
Zahl diirfte sich in Zukunft noch erhéhen. Besonders Gene, die Funktionen in mehreren Orga-
nen und Entwicklungsstufen haben, deren Mutation im homozygoten Zustand letal ist, oder
redundante Gene lassen sich identifizieren (zur Ubersicht Springer (2000)). Gene-Trap Ele-
mente ermoglichen iiber die Expressionsmuster der Wirtsgene die Moglichkeit, eine Briicke
zwischen Gensequenz auf der einen Seite und Genfunktion und Regulation auf der anderen

Seite zu schlagen.

Das Ac-Transposon eignet sich auch in heterologen Systemen, wie von Sundaresan et al. (1995)
fiir Arabidopsis und Chin et al. (1999) fiir Reis festgestellt wurde, als Basis fiir ein Gene-Trap
System. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass das ebenfalls auf Ac basierende GTDs

von den Transpositionseigenschaften her in Gerste einsetzbar ist.

GTDs B wurde fiir den Einsatz in monokotylen Pflanzen optimiert, indem die cis-wirksamen
Spleilsignale im Intron und den Spleiakzeptorstellen von GTDs B zuerst nach theoretischen
Erkenntnissen verdndert und in-silico mit dem Programm “Splicepredictor” (Brendel und Klef-
fe 1998) gepriift worden sind. Nach der Priifung wurde die Optimierungsstrategie umgesetzt

und die Optimierungen in Gerste getestet.

Fiir den Einsatz in einem Gene-Trap System sind die Transposition und die Nutzung der
kiinstlichen Spleifistellen in GT'Ds notwendig. Da die Optimierung von GTDs besonders im
Hinblick auf eine Nutzung der Spleifistellen erfolgte, lag der Schwerpunkt der Untersuchung auf
dem Nachweis von Spleiflvorgéngen. Fiir diese Untersuchungen wurden moglichst realitdtsnahe

Testsysteme entwickelt.

4.1 Optimierung der cis-aktiven Spleifisignale in GTDs B

Gene-Trap Elemente enthalten ein Reportergen, dessen Transkription von der Expression des
chromosomalen Wirtsgens abhéngt, in welches das Gene-Trap Element inseriert ist. Dadurch
148t sich die Aktivitdt des Wirtsgens in der einzelnen Zelle untersuchen. Eine Voraussetzung
dafiir ist die Synthese eines Reportergenproduktes, dessen Menge den Schwellenwert fiir eine
Detektion erreicht. Verschiedene Konstruktionsmerkmale des Gene-Trap Elementes sollen dies
ermoglichen, dabei spielt die Verwendung einer Intronsequenz, die in cis wirkende Struktur-
merkmale zur Erkennung von Spleiflakzeptorstellen bereitstellt, mit mehreren Spleiffakzeptor-

stellen vor dem Reportergen eine besondere Rolle.

Das Reportergen eines Gene-Trap Elementes kann in drei unterschiedlichen Leserahmen im
Verhéaltnis zum Wirtsgen integrieren. Befindet sich nur eine Spleilakzeptorstelle vor dem Re-
portergen, so fithren nur die Integrationen in einem der drei Leserahmen zu einem funktionalen
Reporterenzym. Dieser Ansatz wird zum Beispiel von Hiwatashi et al. (2001) in Physcomitrella

patens und Bechtold et al. (1993) in Arabidopsis verwendet. Durch die Benutzung nur einer
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Spleiflakzeptorstelle findet dort ein effektives Spleiflen statt, ein deutlicher Nachteil dieser
Strategie ist dabei, dass statistisch gesehen bei nur 1/3 der Insertionen das Reportergen des
Elementes im dem Leserahmen liegt, der zu einer Expression fiihrt. Daraus resultiert eine

hohere Anzahl an Pflanzen, die erzeugt und untersucht werden miissen.

Die hier verfolgte Strategie setzt eine Intronsequenz mit einer dreifachen Spleilakzeptorstelle
(3A-Site) vor das GUS Reportergen. Die Aktivierung jeder dieser drei Spleifistellen fiihrt zu
einer transkriptionalen Wirtsgen:GUS Fusion in einem anderen Leserahmen, die Wahrschein-
lichkeit fiir die Synthese von GUS steigt damit (Abbildung 1, Seite 4).

Experimente mit Gene-Trap Systemen in Maus (Gossler et al. 1989; Skarnes et al. 1992) zeig-
ten, dass eine oder mehrere Spleiflakzeptorstellen vor dem Reportergen die Frequenz der In-
sertionen, die in einem Nachweis des Reportergens resultieren, 10 bis 100 fach erhéhen. Eine
neuere Studie in Reis (Jeon etal. 2000) hatte zum Ergebnis, dass die Effizienz der GUS-
Expression bei transgenen Linien, welche ein Konstrukt mit dem dritten Intron des OsTubA1
a-Tubulin Gens aus Reis mit drei putativen Spleildonor- und Akzeptorstellen gefolgt von dem
GUS Reportergen trugen, im Vergleich zu Linien ohne die Spleifistellen und das Intron vor
dem GUS-Gen, verdoppelt wurde. Eine weitere Untersuchung von Nussaume et al. (1995) in
Arabidopsis kommt sogar zu dem Schlufl; dass bei Verwendung einer Intronsequenz mit drei
Spleiakzeptorstellen die Anzahl der nachgewiesenen Insertionen von 4 % bei einem Gene-Trap
System ohne Intron, wie bei Bechtold et al. (1993) eingesetzt, auf 20% bei einem System mit
Intron gesteigert wird, dies entspricht einer Verfiinffachung. Es kann somit festgestellt wer-
den, dass die Verwendung einer Intronsequenz zu einer deutlichen Verbesserung fiihrt, die sich
in einer etwa zwei- bis fiinffach gesteigerten Anzahl nachweisbarer GUS-Expressionsereignisse

manifestiert.

Da es leichte Unterschiede im Prozessieren von Introns zwischen monokotylen und dikotylen
Pflanzen gibt (Simpson und Filipowicz 1996), ist es sinnvoll, die fiir das Gene-Trap System
verwendete Intronsequenz mit den cis-Elementen dem Zielorganismus anzupassen. So nutzten
bereits Sundaresan et al. (1995) und Nussaume etal. (1995) in Arabidopsis Intronsequenzen
eines dikotylen Gens, Chin etal. (1999) und Jeon etal. (2000) in Reis Intronsequenzen eines

monokotylen Gens.

Verschiedene zusammenwirkende cis-Elemente beeinflussen die Erkennung des Introns und der
Spleifistellen. Bei der Entwicklung des Elementes GTDs B wurden Sequenzen des Intronl des
actinl Gens aus Reis (McElroy et al. 1990) verwendet. Zusitzlich dazu wurden die im Intron
lokalisierten cis-Elemente fiir die Spleifistellenerkennung in monokotylen Pflanzen nach den
heutigen Erkenntnissen iiber die Spleiivorgénge in Pflanzen weiter optimiert. Bisher identi-
fizierte cis-Elemente sind ein T-Stretch, die Verzweigungsstelle und der Akzeptorkonsensus
der Spleifistellen. Die Rolle von AU reichen Elementen beim Spleifien in Pflanzen ist noch
nicht vollstandig geklart, unstrittig ist jedoch eine wichtige Rolle bei der Introndefinition. Von
einigen Autoren wird eine positionsunabhéngige Wirkung U-reicher Elemente (Baynton et al.
1996; Lorkovic et al. 2000; Brown etal. 2002) postuliert. Simpson et al. (2002) konnten dazu
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jedoch deutliche Hinweise auf einen der Funktion in Vertebraten entsprechenden T-Stretch in
Pflanzen finden, dieser muss fiir eine effiziente Funktion ein Minimum an zwei Gruppen von
drei oder vier T besitzen, deren Abstand bis zu 6bp betragen kann und 2-5 bp downstream
von der Verzweigungsstelle entfernt liegt. Nach Simpson et al. (2000) hat das Vorkommen ei-
ner AU reichen Sequenz vor der Verzweigungsstelle eine verbesserte Erkennung des Introns
zur Folge. In jedem Fall besitzen pflanzliche Introns einen hoheren AT Gehalt als Exons (zur
Ubersicht Simpson und Filipowicz (1996)). Der AT Gehalt von GTDs A in dem Bereich, der
bei Integration in eine Intronsequenz als Intron erkannt werden muss (5" Elementgrenze bis
A1), betrdagt 60,3% , bei GTDs B 61,4%. LaBt man dabei die Ac-Sequenzen, die in beiden
Elementen identisch sind, auler acht, so ist in GTDs B mit 56,6% AT zu 53,9% AT in GTDs
A eine noch stéirkere Erhohung vorgenommen worden. In beiden Elementen finden sich drei
T-reiche Sequenzabschnitte, dabei sind diese in GTDs B im Gegensatz zu GTDs A in enger
raumlicher Ndhe, und der dritte T-reiche Bereich, welcher als T-Stretch fungieren soll, wurde
von 6 nt in GTDs A auf 8 nt verldngert (Abbildung 5).

Mit den Optimierungen wurde versucht, eine moglichst stringente Erkennung der 3A-Site

Spleifistellen zu erreichen.

4.1.1 Die Spleiflakzeptorstelle “A1” wird in GTDs priferentiell aktiviert

Damit moglichst bei jeder Insertion von GTDs in ein Gen eine zum Nachweis ausreichende
Menge an GUS Enzym entsteht, sollte die Aktivierung aller Spleifistellen der 3A-Site optimaler
Weise im gleichen Verhéltnis erfolgen. Zum Entwurf einer 3A-Site, die diesen Kriterien geniigt,

miissen die Vorgénge bei der 3’ Spleifistellenerkennung in Pflanzen beachtet werden.

Bei der 3’ Spleiistellenerkennung wird in Vertebraten und Pflanzen ein “scanning” Mechanis-
mus postuliert (Simpson und Filipowicz 1996). Dabei erkennt das Spleieosom eine spezifische
DNA Sequenz im Intron, die als Verzweigungsstelle bei der Bildung der Lariatstruktur ver-
wendet wird. Downstream von dieser Verzweigungsstelle erfolgt eine Selektion des ersten AG
Dinukleotids als Spleilakzeptorstelle. Damit spielt die Verzweigungsstelle eine grofle Rolle bei
der Definition der 3’ Spleilakzeptorstelle (Simpson et al. 2002). Durch den “scanning” Mecha-
nismus ist eine gleichméfBige Aktivierung aller Spleifistellen der 3A-Site wahrscheinlich nicht
zu erreichen. Die Auswahl der Spleilakzeptorstelle ist jedoch nicht immer prézise, mit einer
gewissen Frequenz werden auch weiter downstream gelegene Spleiflakzeptorstellen verwendet
(Hummel et al. 2000). Ziel war es hier, die 3A-Site so zu gestalten, dass A2 und A3 moglichst

héufig benutzt werden.

Dabei unterscheiden sich GTDs A und B im Grad der Optimierung im Vergleich zu der von
Sundaresan et al. (1995) vorgestellten 3A-Site. Unterschiede bestehen in der Sequenz der 3A-
Site und der Sequenz der Verzweigungsstelle. Die Intronsequenz von GTDs A enthilt zwei
mogliche Verzweigungsstellen, diese weichen in einer bzw. zwei Basen vom Konsensus ab.
Bei der Selektion der Spleiflakzeptorstellen kann es so zu einer Konkurrenz zwischen beiden

putativen Verzweigungsstellen kommen, wird die erste Verzweigungsstelle selektiert, liegt die
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Spleiakzeptorstelle A3 mit 45 bp Abstand auflerhalb der normalen Entfernung von 20 bis
40 bp (Lorkovic et al. 2000) zwischen Verzweigungsstelle und Akzeptorstelle. Dadurch wird
die Nutzung von A3 unwahrscheinlicher. In GTDs B wurde eine Verzweigungsstelle mit dem
pflanzlichen Konsensus (CTAAT) (Simpson und Filipowicz 1996; Simpson et al. 2002) einge-
fiigt. Nach Simpson et al. (2002) hat der Grad der Ubereinstimmung mit dem Konsensus fiir
Verzweigungsstellen einen starken Einflufl auf die Spleifistellenaktivierung. Damit alle Spleif3-
stellen der 3A-Site im fiir Pflanzen ermittelten Abstand von 20 bis 40 bp (Lorkovic et al.
2000) von der gleichen Verzweigungsstelle liegen, wurden im Vergleich zu der von Sundaresan
etal. (1995) vorgestellten 3A-Site die Abstédnde zwischen den einzelnen Spleifistellen von elf
Basen auf nur acht (GTDs A) bzw. sieben (GTDs B) verringert. Bei GTDs B ist mit sieben
Basen der Minimalabstand erreicht, der bei Erhaltung des weiteren Konsensus fiir die Spleif3-
akzeptorstellen (Simpson und Filipowicz 1996) erzielt werden kann. Damit soll eine haufigere
Aktivierung der Spleifistellen A2 und A3 in GTDs B erreicht werden.

Fiir die Effizienz der Erkennung der einzelnen Spleifistellen ist ihre Ubereinstimmung mit der
Konsensussequenz (Simpson und Filipowicz 1996) von grofer Bedeutung. Die Sequenzen fiir
monokotyle und dikotyle Pflanzen unterscheiden sich dabei nur minimal in der dritten Base
(4+3) upstream der Spleifistelle. Diese ist bei Dikotylen entweder T oder C, bei Monokotylen
jedoch fast stets C (Simpson und Filipowicz 1996). Die erste 3’ Spleifistelle der 3A-Site (A1)
der hier konstruierten G7TDs-Elemente weicht bei GTDs A in der +3 Base von der idealen
Konsensussequenz ab, TGTAG/ statt TGCAG/. Die Spleifistellensequenz entspricht dabei
der urspriinglichen Sequenz des actinl Intron, diese wird bei Spleiffen in Reis effizient genutzt
(McElroy etal. 1991). In GTDs B wurde die +5 Base von T nach C veréandert (CGCAG/).
Die zweite (A2) und dritte (A3) Spleiflakzeptorstelle entsprechen bei beiden Elementen voll-
standig dem weiteren Konsensus (TGTAG/GT). Damit existiert eine leichte Schwichung der
Spleiistelle A1l in den GTDs-Elementen, um eine stéarkere Aktivierung der Spleifistellen A2

und A3 zu erreichen.

Verschiedene bei der Untersuchung der Spleifistellen erzielte Ergebnisse (3.2.1 und 3.2.2) sind
konsistent mit der postulierten 3’ Spleifistellenerkennung iiber einen “scanning” Mechanismus.
Bei GTDs A und B liegt eine Préferenz fiir die Bildung der Spleiiprodukte D1A1 und D3A1
(3.2.1, Abbildung 9, Seite 33) vor. Die zur Untersuchung verwendete PCR Methode fiihrt
zu einer Verschiebung der Mengenverhéltnisse, mengenmaéflig stark vertretene DNA Produkte
werden im Verhéltnis zu anderen Produkten stéirker amplifiziert. Die starken D1A1 und D3A1
Signale sind somit auf eine schon in der Ausgangsprobe mengenméfig héufiges Vorkommen
dieser Spleifivarianten zuriickzufithren. Fiir das Gene-Trap System bedeutet dies, dass mit
diesen beiden Spleifiprodukten schon zwei unterschiedliche Leserahmen produziert werden in
denen GUS-Expression aufgrund einer Wirtsgen:GUS Fusion zu erwarten ist.

Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen Unterschiede zu anderen untersuchten Spleilereignissen
in Gene-Trap Systemen in Arabidopsis und Tabak. Nach Daten von Nussaume et al. (1995)
werden dort die Kombinationen D1A2, D3A1, D4A1, D4A2 (Tabak) und D4A1, D4A2 (Ara-

bidopsis) priferentiell genutzt.



4 DISKUSSION 57

Bei der Untersuchung zur Erkennung und Aktivierung der 3A-Site, wurde fiir beide GTDs
Elemente eine Nutzung von A1, A2 und A3 in abnehmender Stérke festgestellt (GTDs A A1 1,9
%; A2 0,005%; A3 0%, GTDs B A1 53%; A2 4,7% ; A3 4,3% relative Aktivitit (3.2.2)). Diese
Ergebnisse erklidren sich fiir beide Elemente aus dem postulierten “scanning” Mechanismus.
Die fiir diese Untersuchung eingesetzte Methode erméglicht eine Quantifizierung der Nutzung
einzelner Spleifistellen. Experimentelle Schwankungen und Unterschiede des physiologischen
Zustandes des Testgewebes wurden durch Verwendung eines internen Standards ausgeglichen.
In Gerste wurden die Transkriptionsfaktoren C1 und R (2.1.8) bereits von McElroy et al. (1997)
als interner Standard in transienten Untersuchungen genutzt. So wird eine Standardisierung
der einzelnen Transformationsexperimente und damit ein genauer Vergleich zwischen ihnen
moglich.

Es zeigt sich bei beiden Elementen eine deutliche Préferenz in der Aktivierung von Al. In-
wieweit die Einfiihrung nur einer Konsensus-Verzweigungstelle und die Verringerung des Ab-
standes der Spleifistellen zueinander zu einer stidrkeren Nutzung von A2 und A3 in GTDs
B gefithrt hat, 148t sich anhand der Ergebnisse schwer beurteilen. Zwar werden A2 und A3
in GTDs B signifikant haufiger benutzt als in GTDs A, wo nur fiir A2 eine minimale Akti-
vierung nachgewiesen werden konnte, aber in GTDs B wird die gesamte 3A-Site stringenter
erkannt und damit auch A2 und A3. Indiz fiir eine Verbesserung in GTDs B ist jedoch das
Verhéltnis der Aktivierung der A1 zur A2 Spleifistelle, bei GTDs A wird A1 344x mal héufiger
benutzt, bei GTDs B nur 11x mal. Dies zeigt eine Verschiebung der Nutzungsfrequenzen zu

einer haufigeren Nutzung von A2.

Nussaume et al. (1995) stellt fiir Arabidopsis und Tabak eine gleichméBige Nutzung von Al
und A2 fest. Dies kann durch die Unterschiede in den Konstruktionsmerkmalen des Gene-
Trap liegen (3A-Site und Intronsequenz mit den cis-Elementen fiir die Erkennung durch das
Spleileosom), auf einen Unterschied in den Spleiimechanismen zwischen monokotylen und di-
kotylen Pflanzen hinweisen, oder aber durch die eingesetzte Untersuchungsmethode verursacht

werden, da sich diese nur sehr eingeschréinkt zur Quantifizierung der Ergebnisse eignet.

Die von “Splicepredictor” (2.1.3.1, Brendel und Kleffe (1998)) ermittelte zusammenfassende *
Bewertung fiir A1, A2 und A3 von GTDs A von 4, 13, 11 und GTDs B mit 12,11,11 stimmt in
der Einschétzung der Nutzung von A1l mit den beobachteten Werten iiberein, A1 von GTDs
A wird signifikant weniger benutzt als A1 von GTDs B. Die Bewertung von A2 und A3 hin-
gegen stimmt fiir GTDs A jedoch nicht mit den beobachteten Ergebnissen iiberein, fiir GTDs
B wird eine 7% weniger haufige Aktivierung berechnet, bei den Versuchen wurde jedoch eine
zur Aktivitdt von Al um 91,2% (A2) und 91,9 %(A3) geringere Aktivierung festgestellt. Die
Abweichung der Beurteilung von A2 und A3 zeigen, dass das in-silico Modell fiir diesen Spe-
zialfall unzureichend ist. Dies entspricht aber den Erwartungen, da drei Spleiflakzeptorstellen
in enger Folge in einem natiirlichen System nur sehr selten vorkommen diirften. Der Einflufl

des “scanning” Mechanismus wird hier zu wenig in Betracht gezogen.
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4.1.2 Die 3A-Site von GTDs B wird stringenter erkannt als die 3A-Site von
GTDs A

Die Haufigkeit der Erkennung der 3A-Site Spleifistellen durch das Spleileosom beeinflufit
die Menge des gebildeten Wirtsgen:GUS Fusionstranskripts und damit die Expression des
GUS Reporters. Eine nicht effektive Erkennung der 3A-Site kann zur Aktivierung alternativer
Spleiistellen fithren. Dies kann die Menge des Wirtsgen:GUS Fusionsproteins reduzieren. Fiir
eine moglichst starke GUS-Expression sollte also die 3A-Site stringent erkannt werden. Da
die Sequenz der Spleifistellen selber, sowie die Sequenz der in cis-wirksamen Elemente in den
Intronsequenzen von GTDs, wie etwa der Polypyrimidintrakt (T-Stretch) und die Verzwei-
gungsstelle, Einflufl auf die Spleiistellenselektion haben, sind Unterschiede in GTDs A und
GTDs B zu erwarten. Die optimierten Strukturelemente in GTDs B sollen zu einer besseren

Erkennung der synthetischen 3A-Site Spleiflakzeptorstellen fiihren.

Hinweise auf die Stringenz der Erkennung lieferten die durchgefiihrten Versuche zur Spleifistel-
lenbenutzung in GTDs. Sowohl bei GTDs A als auch bei GTDs B werden alle drei Spleifistellen
der 3A-Site verwendet (3.2.1 und 3.2.2). Bei GTDs A zeigen sich jedoch im Unterschied zu
GTDs B DNA Fragmente, die durch die Nutzung alternativer Spleifistellen entstehen kon-
nen (3.2.1, Abbildung 9, Seite 33). Diese Spleifiprodukte sind um 15 bis 60 bp grofler als die
bekannten Spleiiprodukte. Diese alternativen Produkte konnen durch die Aktivierung kryp-
tischer Donorstellen downstream von D4 oder kryptischer Akzeptorstellen upstream von Al
in Kombination mit den bekannten Spleifistellen entstehen. Die Aktivierung von kryptischen
Donorstellen im Element downstream von D4 hat negative Auswirkungen auf die Expressi-
on des Reportergens. Es kommt dabei zu einem Abbruch der Translation, da die Sequenz
dann in jedem Leserahmen mindestens ein Stop Codon enthélt, dies vermindert die Starke der
GUS-Expression. Nussaume et al. (1995) haben in Arabidopsis und Tabak die Verwendung von
alternativen Spleifistellen, D5 bis D8, beschrieben. Die Spleifistelle D5 liegt 69 bp downstream
von D4, ihre Aktivierung kann einige der auftretenden Banden erkldren. Die Nutzung einer
kryptische Spleilakzeptorstelle in GTDs A 23 bp upstream von Al erkldrt Banden der Grofien
281,277,271 und 267 bp, wenn ein Spleiffen in Kombination mit D1 bis D4 stattfindet. Eine
zweite kryptische Akzeptorstelle, die sowohl in GTDs A als auch das GTDs B existiert, wiirde
zu Produkten einer Grofle von 309 bis 323 bp fithren. Im dem als Testsystem verwendeten
gbssl Gen befinden sich ebenfalls kryptische Spleifistellen, diese kénnen in GTDs A durch
ein schlechte Erkennung der 3A-Site Spleiistellen durch eine Interaktion zwischen den Exons
aktiviert werden (Lorkovic etal. 2000). Drei putative Donorstellen liegen 55, 65 und 85 bp
upstream des 5° GTDs Elementes und wiirden mit den kryptischen Akzeptorstellen zu Spleif3-
produkten der gefunden Groflen fithren. Auch kann es nach Parinov et al. (1999) bei schwachen
SpleiBistellen zu einer Beinflussung des Spleifliens von up- oder downstream gelegenen anderen
Introns kommen, dies hat moglicherweise auch eine Auswirkung auf die Spleifistellenselektion
in gbss! und konnte dadurch zu einigen der kryptischen Spleifistellennutzungen in GTDs A

fithren. Damit kénnen die meisten der aufgetretenen unerwarteten Produkte durch die Nut-
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zung alternativer Spleifstellen erklédrt werden.

Zu einer weiteren negativen Beeinflussung der GUS-Expression kann es durch die Entstehung
von Stop Codons im Leserahmen von GUS kommen. Ein TAG (+1-43) und TGA (47-49)
liegen im gleichen Leserahmen upstream vor der 4D-Site. Dadurch befindet sich ein Stop
Codon in 1/3 der moglichen Exon Integrationen. Downstream von D2 liegt ein TAA (+20-
+22), das resultierende Stop Codon deckt den zweiten der drei moglichen Leserahmen ab. In
Kombination mit der Spleilakzeptorstelle A1 (GTDs A) und A2 (GTDs B) entsteht jedoch ein
funktionales Produkt. Da die Bildung des entsprechenden Spleiiproduktes D1A1 und D1A2
fiir GTDs A bzw B nachgewiesen wurde, verhindert dieses Stop Codon eine GUS-Expression
nicht vollstdndig. Fiir eine moglichst optimale Funktion im Hinblick auf das Spleilen und
die GUS-Expression wére die Entfernung der Stop-Codons, der kryptischen Spleifistellen und
Anpassung der 4D-Site an die Konsensussequenzen fiir Donorstellen in monokotylen Planzen
wiinschenswert. Die 209bp umfassende Sequenz aus dem 3’ Ac Ende, welches nun das 5" Ende
der Elemente darstellt und fiir die trans-Aktivierung durch die Ac-TPase notwendig ist, kann
jedoch nicht ohne Auswirkungen auf die Transposition verindert werden (zur Ubersicht Kunze
etal. (1997)).

Zur Untersuchung des Spleiiens bei Integration in einem Intron wurde ein indirekter Nachweis
der Spleifiprodukte iiber den Nachweis von GUS-Expression gewéhlt (3.2.2). Dieser Ansatz er-
moglicht eine Quantifizierung der Nutzung einzelner Spleifistellen und somit einen Vergleich
der Spleifistellen innerhalb eines Elementes untereinander, der Elemente zueinander und im
Vergleich zu pUbiGUS. Nur die iiber jeweils eine bestimmte Spleiflakzeptorstelle erfolgten
SpleiBlereignisse fithren zu einem Signal durch GUS-Expression. Dadurch ist sowohl eine Zu-
ordnung der Signale zu einer definierten Spleiistelle der 3A-Site als auch eine Quantifizierung
moglich. Dies eroffnet die Moglichkeit, die 3A-Sites der beiden Elemente in der Héufigkeit der
Nutzung zu vergleichen. Das Plasmid pUbiGUS wird zur Standardisierung des Tests verwen-
det, die Zahl der damit erhaltenen GUS-Expressionssignale wird als 100% gesetzt, und die
Signale der Testerplamide werden darauf bezogen. In den Introns von gbssi finden sich in
allen Leserahmen Stop-Codons, daher kann es nur zu einem aktiven GUS kommen, wenn diese

durch Spleiflen entfernt wurden.

Bei der Untersuchung zeigte sich, dass die GUS-Expression der GTDs A Intron Testerplamide
und damit die Nutzung der Spleiistellen der 3A-Site in GTDs A im Vergleich zu GTDs B si-
gnifikant niedriger war (Abbildung 12, Seite 39). GTDs B A1 zeigt mit 53% relativer Aktivitét
die 27 fache Aktivitat (Signalzahl) im Vergleich zu GTDs A Al mit 1,9%.

GTDs B A2 und A3 zeigen ebenfalls eine deutliche Nutzung mit 4,7% und 4,3% relativer Akti-
vitét. Dies ist elf mal schwécher als GTDs B Al. GTDs B zeigt in allen untersuchten Aspekten
eine deutliche Verbesserung gegeniiber GTDs A, die Expressionssignale sind haufiger, und bei
allen Spleistellen nachzuweisen (Abbildung 12). Selbst die in GTDs B am wenigsten benutzte

Spleifistelle A3 zeigt immer noch eine doppelt so starke Nutzung wie die haufigste GTDs A
Spleiistelle Al.
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Um die gesamte Aktivierung beider 3A-Sites zu vergleichen, kann durch die Addition der
relativen Aktivitdten der drei Spleifistellen die relative Aktivitéit der gesamten 3A-Site erhalten
werden. Diese betriagt bei GTDs A 1,905% und bei GTDs B 62% relative Aktivitéit. Die 3A-Site
von GTDs A zeigt damit 3,1% der Aktivitéit der 3A-Site von GTDs B. Die 3A-Site von GTDs
B fiihrt zu einer deutlich hdufigeren GUS-Expression, daraus 148t sich auf eine grofiere Menge
an GBSS1:GUS Fusionstranskript und damit auf eine stringentere Erkennung im Vergleich zu
der 3A-Site von GTDs A schliefen.

Mehrere Vorgénge machen ein Erreichen einer relativen Aktivitéit der 3A-Site von 100% un-
wahrscheinlich. Beim Kontrollplasmid pUbiGUS, das als Referenz fiir 100% Aktivitit verwen-
det wird, ist kein Spleifien von kodierenden Exons nétig. Zur Synthese von GUS nach der
Transformation der Introntester miissen der untranslatierte Leader des Ubiquitin Promotors,
sowie vier Introns des GBSS1 Gens durch Spleiflen entfernt werden. Es gibt Hinweise, dass bei
der Prozessierung von GBSS Transkripten alternative Spleifistellen benutzt werden, wie von
Larkin und Park (1999) in Reis beschrieben. Auflerdem berechnet “Splicepredictor” (2.1.3.1)
in der gbss1 Sequenz drei mogliche alternative Spleiistellen. Deren Aktivierung fiihrt in zwei
Féllen zu einer Verkiirzung des Transkriptes, diese hat allerdings keine Verschiebung des Le-
serahmens zur Folge und damit keinen Einflufl auf die GUS-Expression. Durch die Aktivierung
der dritten Spleiistelle entsteht jedoch ein Stop Codon. Die relative Aktivitdt kann dennoch
zum Vergleich der Spleifistellen der Elemente herangezogen werden, da mogliche Einfliisse der
gbss1 Sequenzumgebung auf das Spleilen beide Elemente gleichermafien betreffen. Die Nut-
zung alternativer Spleifistellen, die zu einem Stop Codon fithren, wiirde zwar die Haufigkeit
der Signale beeinflussen, jedoch wére der Effekt fiir GTDs A und B gleich. Nur wenn die
Unterschiede im Spleiflen in den GTDs Elementen begriindet liegen, werden Verdnderungen
sichtbar.

Eine Verringerung der relativen Aktivitdt kann auch dadurch verursacht werden, dass GTDs
durch Spleifien komplett aus dem Transkript entfernt wird. GTDs verfiigt am 5 Ende iiber
Spleiidonor- und am 3’ Ende iiber Spleilakzeptorsequenzen des Ac-Transposons (Wessler
1989, 1991). Die Aktivierung dieser Spleifistellen ist nach Lal und Hannah (1999) von der
Sequenzumgebung abhingig, zu der auch die Anderungen im Intronbereich des GTDs Ele-
mentes zahlen. Eine weitere Moglichkeit fiir die geringere relative Aktivitat von GTDs kann
das von Parinov et al. (1999) fiir schwache Spleifistellen beschriebene “ezon skipping” sein, da-
bei wird das Exon (hier die GT'Ds Sequenz) mit den beiden angrenzenden Introns (im gbss!)

durch Spleifien entfernt.

Neben der wesentlich besseren Benutzung der Spleiistelle A1 in GTDs B, besteht ein weiterer
wichtiger Unterschied darin, dass die Spleilakzeptorstelle A3 in GTDs im Gegensatz zu der
von Sundaresan etal. (1995) eingesetzten 3A-Site benutzt wird. Bei der Untersuchung der
Spleifistellen bei Integration in eine Exonsequenz (3.2.1) zeigen sich bei GTDs A zwei Spleif3-
produkte, die durch eine Nutzung von A3 entstanden sind (D3A3, D4A3) und ein Produkt
bei GTDs B. Die bei GTDs A sichtbare zweite Kombination D4A3 kann in GTDs B von der
sehr stark vertretenen Kombination D1A1 iiberdeckt werden (Abbildung 9, Seite 33). Eine
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Aktivierung von A3 resultiert weniger wahrscheinlich durch den Einsatz in einer monokotylen
Pflanze, da Chin etal. (1999) in Reis eine Aktivierung von A3 nicht nachweisen konnte, son-
dern daraus, dass die hier konstruierte 3A-Site (3.1.1) den bisher vorgestellten (Sundaresan
etal. 1995; Bergmann 2000) in dieser Hinsicht iiberlegen ist. Bei der von Chin etal. (1999)
verwendeten Methode 148t sich die Moglichkeit, dass ein A3 Spleiiprodukt iibersehen wurde,
jedoch nicht komplett ausschlieflen.

Ohne eine Moglichkeit der Quantifizierung ist der Nachweis von Spleiiprodukten wenig aussa-
gekréftig, da eine sensitive PCR Methode auch Mengen an Transkript sichtbar machen kann,
die nicht dazu fiithren eine fiir einen Nachweis notige Proteinmenge zu bilden. Die hier ange-
wendete quantitative Untersuchung der Spleifistellen wurde bisher fiir kein Gene-Trap Element
eingesetzt. Der indirekte Nachweis der Aktivierung von A3 iiber die Quantifizierung der GUS-
Expressionssignale zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen GTDs A und GTDs B, nur

in GTDs B wurde eine deutliche Menge an GUS-Expressionssignalen erhalten.

Die deutlich nachweisbare Aktivierung alle drei Spleifistellen der 3A-Site von GTDs B in

monokotylen Pflanzen zeigt, dass die entwickelte Optimierungsstrategie (3.1.1) erfolgreich war.

4.1.3 GTDs B fiihrt zur effizienteren Identifizierung von “GUS Phénotypen” in

Getreiden

Ziel des entwickelten Gene-Trap Elementes GTDs B ist eine effiziente Identifizierung von
GUS-Expressions Phéanotypen. Der experimentelle Vergleich mit dem in Hinblick auf die 3A-
Site und die in cis-wirkenden Sequenzen in der Intronsequenz nicht optimierten GT7Ds A und,
soweit moglich, mit einem fiir dikotyle Pflanzen verwendeten Gene-Trap nach Sundaresan et al.

(1995), zeigt die Bereiche, in denen die Optimierung erfolgreich war.

Bei GTDs B konnte die Aktivierung kryptischer Spleiistellen vermindert werden (3.2.1). In
allen Leserahmen sind mindestens zwei Produkte zu erwarten, die zur GUS-Expression fithren
(Abbildung 9, Seite 33). Insgesamt entspricht die Spleidonorstellenbenutzung, bis auf D2A1
bei GTDs A, den von Nussaume etal. (1995) und Chin etal. (1999) angegebenen und in Ta-
belle 4 zusammengefassten Ergebnissen. Es wurden in Tabak sechs (Nussaume et al. 1995), in
Arabidopsis sieben (Nussaume et al. 1995), in Reis fiinf (Chin et al. 1999), in Gerste fiir GTDs
A neun Spleiflkombinationen und in GTDs B sieben verschiedene Spleilkombinationen gefun-
den. Das Spleiflien von GTDs fithrt somit zu mehr unterschiedlichen Spleiiprodukten als fiir
das von Sundaresan et al. (1995) vorgestellte Element bei den Untersuchungen in Arabidopsis,
Tabak und Reis festgestellt wurden. Damit steigt die Wahrscheinlichkeit, in allen Leserahmen
ein Wirtsgen:GUS Fusionstranskript zu erhalten. Ebenso wurde von Nussaume et al. (1995)
auch eine deutliche Nutzung der Spleildonorstellen downstream von D4 festgestellt. Die dar-
aus resultierenden Transkripte enthalten ein Stop-Codon im Leserahmen des GUS-Gens. Die
von Chin et al. (1999) angewandte Untersuchungsmethode birgt die Gefahr, seltene Spleifipro-
dukte nicht zu detektieren. Es wurde eine RT-PCR und noch eine weitere PCR durchgefiihrt,

erst dann wurden die Produkte subkloniert und sequenziert, dabei wurden insgesamt nur 42
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Tabelle 4: Vergleich der Spleifistellenaktivierung verschiedener Gene-Trap Elemen-
te

’ Spleilkombination ‘ GTDs A ‘ GTDs B ‘ Arabidopsis (Nussaume et al. 1995) ‘ Tabak (Nussaume et al. 1995) ‘ Reis (Chin etal. 1999)

DIA1 + + - + +

DIA2 + + - + +

D1A3 _ _ - _ _

D2A1 + - - - -

D2A2 - -

_I_

D2A3 - - - - -

D3A1

+|+

D3A2

D3A3

D4A1

4]
+|+|

D4A2

_|_

|+ [+

D4A3

Klone untersucht. Daher ist fiir Reis die Benutzung noch weiterer Spleilkombinationen nicht
auszuschlieBen. Diese Annahme wird durch die von Nussaume etal. (1995) fiir Tabak und
Arabidopsis erzielten Ergebnisse gestiitzt. Der Ansatz iiber eine Klonierung und die Auftren-
nung auf einem Gel zeigt, dass ein kloniertes Produkt nicht im Gel zu sehen ist (Arabidopsis:
D2A2), und einige Produkte, die im Gel sichtbar sind, nicht kloniert wurden (Arabidopsis:
D1A1, Tabak: D3A2, D4A1). Ebenso wurde bei den eigenen Experimenten ein Produkt klo-
niert, das nicht im Gel zu sehen ist (GTDs A D1A2) und es treten Produkte im Gel auf,
die nicht kloniert werden konnten (z.B. D4A2,D4A3 fiir GTDs A und B) (Abbildung 9). Alle
Untersuchungen bergen somit die Moglichkeit, seltene Spleiivarianten nicht identifizieren zu

konnen.

Soweit die Daten aus der Literatur einen Vergleich von GTDs A und GTDs B mit dem von
Sundaresan et al. (1995) vorgestellten Gene-Trap ermoglichen, wird bei GTDs B die Nutzung
von Donorspleifistellen downstream von D4 stark reduziert. Im Vergleich zu GTDs A zeigt die

haufige Aktivierung von A3 einen Vorteil von GTDs B.

Eine weitere theoretische Verbesserung von GTDs B stellt die Optimierung der Translationsi-
nitiationsstelle in GTDs B dar, die dem Konsensus fiir pflanzliche Translationsinitiationsstel-
len entspricht (Joshi etal. 1997). Bei Transposition in das bei monokotylen Pflanzen haufig
grofle Leader Intron wird das ATG des Reportergens zum Startpunkt der Translation. Da es
nach Parinov et al. (1999) héufig zu Transposition in diesen Bereich kommt, soll durch diese

Optimierung eine effektive Initiation der Translation erreicht werden.

Zusammenfassend betrachtet zeigen GTDs A und B folgende Eigenschaften in Hinblick auf die
Identifizierung von GUS-Expressions Phéanotypen. Die Aktivierung aller drei Akzeptorstellen
der 3A-Site (3.2.1 und 3.2.2) sowie drei der vier Donorstellen in der 4D-Site (3.2.1) konnte in
beiden Elementen gezeigt werden. Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass unabhéngig von der
Transposition in Exon- oder Intronsequenzen GTDs B iiberall zu mindestens einem funktio-

nalen Wirtsgen:GUS Fusionstranskript fithrt und damit den Nachweis einer GUS-Expression
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wahrscheinlich macht. Die drei Spleifistellen der 3A-Site von GTDs B werden sehr effizient
erkannt und benutzt. In GTDs A ist nur bei der Transposition in eine Exonsequenz und bei
einer Transposition in eine Intronsequenz, bei der eine Aktivierung von A1l zu funktionalem
GUS fiihrt, mit einer Expression zu rechnen. Die Expression ist nach den hier gewonnenen

Erkenntnissen sehr wahrscheinlich schwéacher als bei GTDs B.

4.2 Transposition von GTDs

Fiir den Einsatz von G7TDs in einem Gene-Trap System mufl sich das Element von einer
Transposase trans-aktivieren lassen. Um eine trans-Aktivierung zu ermoglichen, verfiigen die
GTDs Elemente iiber die notwendigen cis wirksamen Sequenzen, diese umfassen mindestens
238 bp der subterminalen Bereiche des 5” Ac Endes und 209 bp der subterminalen Bereiche des
3" Ac Endes sowie die Terminal Inverted Repeats (TIR) (zur Ubersicht Kunze et al. (1997)).

Diese werden von der der Ac-Transposase (Ac-TPase) erkannt.

Bei der Transposition eines Elementes kénnen zwei Teilschritte nachgewiesen werden, die Ex-
zission aus dem urspriinglichen Donorlokus und die Reintegration an einer neuen Position
im Genom. Zuséatzlich kann bei GTDs eine Transposition in ein exprimiertes Gen iiber den

Nachweis von GUS-Expression detektiert werden.

Fiir Ac-Transposons aus Mais ist keine bevorzugte Integration in Introns oder Exons bekannt,
die Transposition findet jedoch priferentiell in Gene (Chen et al. 1987; Enoki et al. 1999; Greco
etal. 2001) und dort in den 5’ Bereich statt (Parinov et al. 1999). Diese Priferenz macht den
Einsatz des Ac-Transposons fiir Tagging- und Gene-Trap Ansétze in groBen Genomen interes-
sant, da ein grofleres Genom bei Getreiden nicht auf einer hoheren Anzahl von Genen, sondern
auf einer VergréBerung nicht kodierender Bereiche beruht (zur Ubersicht Feuillet und Keller
(2002)). Somit muss bei einer nicht fiir Gene préferentiellen Methode, wie die Transformation
mit T-DNA, eine wesentlich hohere Zahl an Pflanzen hergestellt werden, um eine Kopie des
Gene-Trap Elements in samtliche Gene des Genoms zu integrieren. Gréflere Genome, wie zum
Beispiel das von Gerste (5000Mb), bestehen aus vielen repetetiven Bereichen und weisen so-
mit statistisch eine geringe Gendichte auf als kleinere Genome, etwa von Arabidopsis (125Mb)
oder Reis (400Mb). Der Gene enthaltende Anteil des Genoms betrégt bei Arabidopsis 0,85,
bei Reis 0,28 und bei Gerste 0,025 von der GesamtgenomgréBe (zur Ubersicht Sandhu und
Gill (2002)).

4.2.1 GTDs kann in Gerste von Ac-TPase trans-aktiviert werden

Die mit dem cwAcA102 Konstrukt transformierten Linien (2.1.7) zeigen eine Expression der
Ac-TPase in Gerste (Friedrich 2001) und die Ac-TPase kann Transposase abhéngige Elemente
in Gerste aktivieren (S. Liitticke, personliche Mitteilung). Somit sind die Ac-TPase Linien
ausreichend fiir einen Einsatz in einem Gene-Trap System charakterisiert, mit einer trans-

Aktivierung von G'TDs ist zu rechnen.
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Zur Untersuchung der Transposition miissen zundchst Pflanzen identifiziert werden, die GTDs
und cwAcA102 enthalten. Das von Sundaresan etal. (1995) vorgestellte Gene-Trap System
enthélt zur schnellen Identifizierung von Pflanzen mit dem Gene-Trap Konstrukt das NPTII
Gen, welches eine Resistenz gegen Kanamycin vermittelt. Durch Zugabe von Kanamycin in
das Kulturmedium kénnen so Pflanzen, welche des Element enthalten, selektiert werden. Diese
Methode eignet sich jedoch nicht bei Einsatz der biolistischen Transformation, da es dort
haufig zur Integration mehrerer Kopien kommt, die zum Teil nicht das komplette Konstrukt

enthalten. Somit kann es zu falsch positiven Ergebnissen kommen.

Daher musste hier fiir eine einfache und schnelle Detektion von GTDs und cwAcA 102 positi-
ven Pflanzenlinien ein anderer Weg gegangen werden. Die verwendete Multiplex PCR (2.2.10)
ermoglicht den Nachweis von GTDs und dem cwAcA 102 Konstrukt. Die identifizierten Pflan-

zen konnten nach Hinweisen auf eine Transposition untersucht werden.

Eine Exzission von GTDs ist mit Hilfe einer PCR - Strategie nachweisbar. Dabei wurden “lee-
re” Donorstellen (“Footprints”) amplifiziert, die entstehen, wenn das Element seinen 5" und 3’
von bekannten Vektorsequenzen flankierten Donorlokus verldsst (3.3.2). Exzissionsereignisse
kénnen mit dem verwendeten Ansatz nur bei der ersten Exzission eines Elementes aus dem
Transformationsvektor nachgewiesen werden, nach der Transposition wird GTDs von unbe-
kannten Sequenzen flankiert. Bei der Exzission treten Basenverdnderungen und Deletionen in
unmittelbarer Umgebung des Exzissionsortes auf. Die Sequenzverdnderungen werden vermut-
lich durch den Reparaturmechanismus nach der Exzission hervorgerufen (zur Ubersicht Kunze
etal. (1997)).

Die beiden identifizierten “Footprints” der cwdxGTDs A 5 Linie (3.3.2, Abbildung 15, Seite
44) zeigen eine Konversion von GC-GG zu GG-CG, es werden zwei Basen invertiert und eine
Konversion einer Base von GC-GG zu GC-CG. Das Auftreten von zwei verschiedenen “Foot-
print” Sequenzen kann sich entweder durch die Exzission von zwei in der Pflanze enthaltenen
GTDs Kopien erkliaren, oder aber die Exzission fand zweimal in unterschiedlichen Zellen statt.
Die hier beschriebenen “Footprints” wurden von Scholz et al. (2001) nach Transposition au-
tonomer Elemente ebenfalls in Gerste nachgewiesen. Die das Element flankierenden Bereiche
beeinflussen wahrscheinlich den Reparaturmechanismus (Scott et al. 1996), der vermutlich fiir
die Entstehung von Footprints verantwortlich ist. Das hier untersuchte GTDs A Element wird
von identischen Vektorsequenzen flankiert wie das von Scholz etal. (2001) untersuchte auto-
nome Ac-Element, daher entsprechen die Footprints den Erwartungen. In Reis wurden diese
beiden “Footprints” von Izawa etal. (1991) und Greco etal. (2001) ebenfalls nachgewiesen,
auch hier ist das Ac von Sequenzen aus dem wazy-m7 Allel aus Mais flankiert. Dies stiitzt die

These, dass die flankierenden Bereiche einen Einflufl auf die Bildung des “Footprints” haben.

Der Nachweis von Transpositionsereignissen iiber eine Southern-Blot Analyse erfolgte nach ei-
ner Vorselektion der Pflanzen iber eine PCR Strategie (3.3.3). Diese Vorselektion erwies sich
als sehr effektiv, die Zahl der zu untersuchenden Pflanzen wurde von 166 auf 28 reduziert,

von denen in der Analyse drei neue Hybridisierungssignale zeigten (3.3.3, Abbildungen 16 bis
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18). Da nur zwei der 28 Pflanzen in der ersten Untersuchung (3.3.3) neue GTDs spezifische
Hybridisierungsmuster zeigten, lag der Verdacht nahe, dass es bei den anderen “Footprint”
positiven Pflanzen zu einer Transposition nahe des Donorlokus gekommen ist. Transpositi-
on von GTDs in unmittelbarer Ndhe der Donorposition ist aufgrund einer entsprechenden
Préferenz des Ac-Transposons wahrscheinlich, dabei konnen viele Reintegrationen in nur 6
bp Entfernung des Donorlokus stattfinden (Dowe et al. 1990; Peterson 1990; Grotewold et al.
1991; Athma et al. 1992; Chen et al. 1992; Moreno et al. 1992; Weil et al. 1992), in Arabidopsis
erfolgen 15% der Transpositionen in die Sequenz des T-DNA Transformationsvektors (Parinov
etal. 1999). Eine Selektion gegen nahe Transpositionsereignisse, wie in dem von Sundaresan
etal. (1995) vorgestellten System iiber einen negativen Selektionsmarker, ist bei Einsatz bioli-
stischer Transformation nicht mdéglich, da es hdufig zur Integration mehrerer Kopien kommt.
Damit ist es hochst wahrscheinlich, dass, selbst wenn es an einem Integrationsort zu einer
ungekoppelten Transposition gekommen ist, die anderen Kopien des Markers noch im Genom
vorhanden und aktiv sind. Erfolgt die Transposition in die unmittelbare Néhe des Donorlokus,
so erfordert der Nachweis eines solchen Ereignisses eine Anpassung der Southern-Blot Ana-
lyse. Bei Verwendung eines Enzyms, dessen Erkennungssequenz nahe am G7TDs Element im
Transformationsvektor liegt, kann man auch bei Transpositionen in diese Bereiche ein veran-
dertes Hybridisierungssignal erkennen. Bei der Analyse der Pflanze 20C6 (Abbildung 16, Seite
47) zeigt nur ein solches Enzym, Clal, ein neues Element-spezifisches Hybridisierungssignal.
Dies stiitzt die Vermutung auf eine Transposition in die nédchste Umgebung des Donorlokus.
Bei zwei anderen Pflanzen, 20C2 und 22B3, gibt es Hinweise auf eine Erhéhung der Zahl
der Elemente, da zusétzlich zu den Hybridisierungssignalen der Elternpflanze neue Signale
hinzukommen, w#hrend die urspriinglichen Signale erhalten bleiben. Zu einer Erhéhung der
Elementzahl kann es kommen, wenn die Transposition wahrend der Replikation in noch nicht
replizierte Bereiche stattfindet (Greenblatt 1984; Chen etal. 1987). Fiir das Ac-Transposon
gibt es Hinweise, dass die Transposition von Ac mit der Replikation gekoppelt ist (zur Uber-
sicht Kunze etal. (1997)). Fiir Ac wurde eine Erhohung der Elementzahl bereits von Yoder
(1990) in Tomate und von Scholz (2000) in Gerste beschrieben. Dabei konnte Yoder (1990)
in einer Linie eine Erhohung von einem auf acht Elemente, Scholz (2000) in eine Linie eine

Zunahme von einem auf vier Elemente nachweisen.

Die in allen Pflanzen gefundenen Hybridisierungsmuster kénnen somit durch eine Transposi-
tion und Erhohung der Kopienzahl von GTDs erklért werden. Neben Transpositionen kénnte
auch ein chromosomales Rearangement, etwa durch Rekombination, neue Hybridisierungsmu-
ster verursachen. Die per PCR nachgewiesenen “Footprints” (3.3.3) in den entsprechenden
Linien sind aber ein guter Hinweis auf eine Transposition und sprechen so gegen eine Rekom-
bination. Da die Pflanzen das Ac-TPase Gen nicht mehr enthalten, kann der “Footprint” nur in
der F1 Generation entstanden sein, somatische Transposition ist somit ebenfalls auszuschlie-

Ben.

Die fiir die Transposition in der F1 ermittelte Frequenz von 2,4% (3.3.3) ist nicht reprisenta-

tiv. Von den 126 Pflanzen die eine Transposition von GTDs zeigen konnen, wurden nur 28 per
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Southern-Blot Analyse untersucht (3.3.3). Da es sich um keine zuféllige Stichprobe handelt,
konnen die Werte nicht fiir eine statistische Untersuchung der Transpositionsfrequenz heran-
gezogen werden. Von diesen 28 Pflanzen wurde wiederum nur eine auf eine nahe Transposition
gepriift. Aufgrund der iiber die “Footprint” PCR (3.3.3) erhaltenen Hinweise ist vermutlich
noch bei mehreren der anderen Pflanzen eine Transposition nahe dem Donorlokus erfolgt. Die
Frequenz von 2,4% ist daher nur als Anhaltspunkt fiir weitere Untersuchungen zu interpretie-
ren, sie liegt etwas hoher als die von Scholz et al. (2001) in Gerste mit 1,5% und von Koprek
etal. (2000) mit 2% festgestellte. Auch in Arabidopsis wurde von Altmann etal. (1992) ein
Wert von 2% ermittelt.

Damit gibt es erste Hinweise auf eine trans-Aktivierung von GTDs durch die Ac-TPase.

4.2.2 Die Expression des GTDs Reportergens in Keimlingen gibt Hinweise auf

eine Transposition

Die Ergebnisse der Southern-Blot Analysen (3.3.3) geben Hinweise auf eine Transposition von
GTDs an eine neue genomische Position. Zusammen mit dem Nachweis der Exzission (3.3.2)
und der Expression des Reportergens in F3 Keimlingen (3.3.4) gibt es bei GTDs A damit
deutliche Hinweise, dass eine Transposition in Gerstenpflanzen stattfindet. Damit haben drei
unabhéngige Untersuchungsmethoden Hinweise auf eine Transposition von GTDs in Gerste
geliefert. Dies entspricht den Erwartungen, da von Scholz etal. (2001) eine Transposition
von Ac und Koprek etal. (2000) eine Transposition von Ds in Gerste bereits gezeigt wurde,
und das hier verwendete GTDs Element iiber alle bekannten cis-aktiven Sequenzen des Ac-
Transposons verfiigt. Damit sollte auch GTDs B trans-aktiviert werden konnen, da die cis-

aktiven Sequenzen in beiden Elementen identisch sind.

Es fallt allerdings auf, dass GUS-exprimierende Keimlinge in den einzelnen Linien mit sehr un-
terschiedlicher Frequenz auftreten (3.3.4, Tabelle 19). Eine vergleichbare Beobachtung wurde
auch schon von Koprek etal. (2000) fiir die Transposition von Ds Elementen in Gerste be-
schrieben. Dort kam es in unterschiedlichen F2 Linien zu einer Transpositionsrate zwischen 0%
und 47%. Mogliche Ursache kann neben zufilligen Schwankungen eine unterschiedliche Aktivi-
tat der Transposase Komponente sein. Da die beiden Transposase exprimierenden Linien cw?2
und cw4 (2.1.7) sowohl in GUS-exprimierenden Nachkommenlinien mit héherer als auch mit
niedrigerer GUS-Expression vorkommen, lassen sich Unterschiede in der Transposase Aktivitét
als Ursache ausschlieen. Eine weitere mogliche Ursache stellen die GT'Ds Kopienzahl sowie
der Integrationsort dieser Kopien dar. Da aber nichts {iber Integrationsort und -orientierung
der GTDs Kopien bekannt ist und die untersuchten Linien auf der gleichen Primérintegration
beruhen, 148t sich dazu ohne die Untersuchung weiterer unabhéngiger Linien keine gesicherte
Aussage treffen. Allerdings kann auf Basis bekannter Mechanismen eine mogliche Erklarung
formuliert werden. Die Linien mit den wenigsten (2) und meisten (6) GTDs Kopien zeigen die
geringste Aktivitiat. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine der GTDs Kopien gesprungen ist, ist bei

wenigen Kopien kleiner als bei einer hoheren Anzahl an Kopien. Sind zwei der GTDs Kopien in
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entgegengesetzter Orientierung in rdumlicher Ndhe zueinander integriert, kann es zu chromo-
somalen Rearangements kommen(English et al. 1993), die einer Transposition entgegenwirken.

Dies ist in einer Linie mit mehr Kopien wahrscheinlicher.

Bei den untersuchten Keimlingen zeigt sich die GUS-Expression in unterschiedlichen Gewe-
ben und mit unterschiedlicher Stérke. Dies spricht fiir eine Transposition von GTDs A in
unterschiedliche Gene. Die Pflanze 15A1 (Abbildung 19, Seite 52) zeigt eine GUS-Expression
in allen untersuchten Geweben, dies spricht fiir die Integration in ein konstitutiv exprimiertes
Gen. Die anderen Expressionsmuster konnen von einer somatischen Transposition in spezifisch
oder konstitutive exprimierte Gene verursacht werden. Im Fall von 20C6 (Abbildung 19), wo
die Transposition vermutlich schon in einer fritheren Generation erfolgt ist, konnte es sich um
eine Integration in ein spezifisch in Leitgeweben und Skutellum exprimiertes Gen handeln. Fiir
eine Transposition spricht auch, dass in den nicht mit einer Transposase exprimierenden Linie

gekreuzten G'T'Ds Kontrollpflanzen keine GUS-Expression festgestellt werden konnte.

Ein Vergleich der GUS-Expressionsfrequenz mit den von Sundaresan et al. (1995) in Arabidop-
sis (26%) und Chin etal. (1999) in Reis (8%) ermittelten Frequenzen ist nur eingeschrénkt
moglich, da in diesen Untersuchungen eine Selektion auf entfernte Transpositionen durchge-
fithrt wurde, und damit nur Pflanzen untersucht wurden, die ein Transpositionsereignis des
Gene-Trap Elementes zeigten. In der hier durchgefiihrten Untersuchung fand keine Selektion
der untersuchten Pflanzen auf ein Transpositionsereignis statt, die festgestellte Expressionsfre-
quenz lag bei 1,2%. Beriicksichtigt man, dass statistisch 25% der untersuchten Pflanzen auf-
grund von Segregation das GTDs Element verloren haben, erhcht sich die Expressionsfrequenz
auf 1,6%. Damit erscheint es wahrscheinlich, dass in einer Untersuchung, in der ausschliefSlich
Pflanzen mit Transpositionsereignissen eingesetzt werden, wie bei Sundaresan et al. (1995) und
Chin et al. (1999), die GUS-Expressionsfrequenz von GTDs A iiber den hier ermittelten 1,6%
liegt.

Zusammenfassend liefern die Ergebnisse deutliche Hinweise auf eine Expression des GUS Re-
portergens von GTDs A nach einer Transposition. Inwieweit es zur Identifizierung von in-
teressanten Genen eingesetzt werden kann, miissen weitere Untersuchungen klédren. Bei der
Verwendung von GTDs B ist nach den Ergebnissen der Untersuchungen mit einer wesentlich
hoheren Expressionsfrequenz und stiarkeren GUS Signalen zu rechnen, da die 3A-Site Spleif3-
stellen dort signifikant hdufiger aktiviert werden. Damit wird eine effizientere Identifizierung

interessanter Gene moglich.

4.3 Ausblick

Ein Schritt zur schnelleren Erzeugung von Linien mit transponierten G'TDs-Elementen stellt
die Kotransformation des Ac-TPase Konstruktes cwAcA102 und GTDs B dar, wodurch die
Kreuzung einzelner Linien tiberfliissig werden wiirde. Problematisch ist dabei nur die bevorzug-
te Integration mehrerer Kopien an einem Integrationslokus bei der gut etablierten biolistischen
Transformation (Wan und Lemaux 1994; Scholz et al. 2001). Dadurch kann die Stabilisierung
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von GTDs durch Entfernen der Ac-TPase mittels Segregation in Nachkommen erschwert wer-
den. Eine Transformation mit Agrobakterien wiirde dieses Problem deutlich reduzieren, beson-
ders wenn mit zwei verschiedenen Stadmmen transformiert wird. Dabei sind die Integrationsloki
meist nicht eng gekoppelt, und es werden weniger Kopien in das Genom integriert als bei der
biolistischen Transformation. Mehrere GTDs Integrationen konnen gerade in groflen Genomen
aber auch vorteilhaft sein, besonders bei Pflanzen wie Gerste, bei denen grofie Populationen
viel Platz beanspruchen (Martienssen 1998). Mit mehreren GTDs Kopien pro Linie reduziert
sich die Zahl der Pflanzen, die erzeugt werden miissen, damit ein GTDs Element in sdmtlichen

Genen des Genoms vorhanden ist.

Die Wahl eines geeigneten Reportergens (Ubersicht in Springer (2000)) entscheidet iiber die
Sensitivitit und Durchfithrbarkeit des Gene-Trap Ansatzes. Neben Sensitivitit, d.h. geringer
Schwellenwert fiir Nachweis und gute Unterscheidung von eventuellen pflanzlichen Hinter-
grundsignalen, ist auch die Mdoglichkeit der Untersuchung groflerer Populationen mit mdog-
lichst geringem Aufwand und Kosten fiir ein vielseitig einsetzbares Element von Bedeutung.
Im GTDs Element findet das GUS-Gen Verwendung, welches eine sensitive Detektion seines
Genproduktes erlaubt und lange N-terminale Fusionen, wie sie in einem Gene-Trap System
zu erwarten sind, die Enzymfunktion nicht stéren (Jefferson 1987). Dies bestétigte sich auch
in den Untersuchungen des Spleifiens der 3A-Site mit den Introntester Plasmiden (3.2.2). Die
Funktion von GUS wird durch die statistisch zu erwartende Linge des Wirtsgen-Proteins bei
der Wirtsgen:GUS Fusion nicht stark beeintréchtigt, da eine Integration in den 5’ Bereich
eines Gens wahrscheinlich ist und dort die meisten Insertionen innerhalb von 500 bp ab dem
Translationsstart ATG liegen(Parinov et al. 1999). Bei den Introntester Plasmiden befindet sich
die GUS Integration 660 bp (nur Exonsequenzen) downstream des Translationsstarts, dies ent-
spricht einer 220 Aminoséduren umfassenden C- terminalen Fusion. GUS wurde bereits vielfach
mit guten Ergebnissen in Pflanzen eingesetzt. Das GUS Enzym ist mit Hilfe von verschiedenen
Substraten und Nachweismethoden zu detektieren. Nachteile von GUS sind jedoch der letale
Nachweis-Assay und die hohen Kosten fiir das Substrat. Als alternative Reportergene bieten
sich gfp oder Luziferase an. Ein GFP Protein, welches in Arabidopsis die Sensitivitit von GUS
erreicht, beschreiben Haseloff und Amos (1995). Keines der hier vorgestellten Reportergene
erfiillt allerdings alle genannten Anforderungen, so dass fiir unterschiedliche Zielsetzungen, wie
etwa die einfache und kostengiinstige Untersuchung aller Gewebe der Pflanze in groflen Popula-
tionen, oder aber eine sehr sensitive Untersuchung einzelner Gewebe einer Pflanze, Gene-Trap
Elemente mit darauf optimierten Reportergenen eingesetzt werden miissen. Im ersten Fall wiir-
de sich ein GFP basiertes Gene-Trap anbieten, fiir den zweiten Fall wire ein GUS basiertes

besser geeignet.

Eine Verbesserung von Effizienz und Sensitivitdt konnte durch eine weitere Verinderung des
Gene-Trap Systems zu erreichen sein. In Gene-Trap Systemen in Maus wird héufig statt einer
mehrfachen Spleiflakzeptorstelle eine einfache Akzeptorstelle gefolgt von einer internen Ribo-
someneintrittsstelle (IRES) verwendet (Mountford und Smith 1995; Chowdhury et al. 1997).

Bei einer effektiven Nutzung dieser Eintrittsstelle kénnte dieser Ansatz die Zahl der Integratio-
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nen, die zur Expression des Reportergens fithren, im Vergleich zu alternativem Spleiflen {iber
mehrere Spleiistellen verdoppeln, da die Translation des Reportergens dann unabhéngig von
der Element-Orientierung und dem Leserahmen wire. Auch bei Integrationen, bei denen das
Reportergen des Gene-Trap Elementes in entgegengesetzter Orientierung zum Wirtsgen liegt,
findet eine Initiation der Translation an der IRES statt. In Pflanzen sind bereits mehrere in-
terne Ribosomeneintritsstellen viralen Ursprungs beschrieben worden (Urwin et al. 2000; Toth
etal. 2001; Koh etal. 2003). Thre Nutzung ist jedoch noch wenig untersucht, und der virale
Ursprung koénnte sich besonders in Hinblick auf Freilandversuche, die bei grosseren Anséitzen

aus Platzgriinden wohl notwendig wéren, als nachteilig erweisen.

Die vorgestellten Ergebnisse liefern deutliche Hinweise auf eine Transposition von GTDs. Einen
weiteren Beweis wiirde auch der Nachweis von den neuen GTDs flankierenden Sequenzen lie-
fern. Mit Hilfe von verschiedenen Methoden, AIMS (Frey etal. 1998) iPCR (Ochman et al.
1988) oder Tail-PCR (Liu etal. 1995), kann die flankierende genomische Sequenz des GTDs
Elementes ermittelt werden. Besonders bei mehreren GT'Ds Kopien im Genom kann es dabei
schwierig sein, spezifisch die flankierende Sequenz der transponierten Kopie zu amplifizieren
und die Amplifikation der flankierenden Sequenzen von nicht transponierten Kopien zu unter-
driicken. Fiir den Fall, dass das GTDs in ein Gen transponiert ist, bietet sich eine M6glichkeit,
spezifisch nur die Exonsequenz des Wirtsgens upstream von der GUS Sequenz zu erhalten. Da-
fir wird das Wirtsgen:GUS Fusionstranskript in einer 5° RACE PCR Strategie (Frohman et al.
1988) eingesetzt. Mit beiden Ansétzen lassen sich dann iiber Datenbank-Vergleiche Transpo-

sitionen in bereits bekannte Gene identifizieren.

Das hier entwickelte und auf die Verwendung in monokotylen Pflanzen optimierte Gene-Trap
Element GTDs B eignet sich nach den erzielten Erkenntnissen fiir einen effektiven Einsatz in
einem Gene-Trap System zur Untersuchung von Genfunktion und Expression in Getreiden.
Besonders die Optimierung der Intronsequenz von GT'Ds B hat zu einer deutlich verbesserten
Aktivierung der 3A-Site gefiihrt. Dies &8t einen guten Nachweis der Expression von “getrapp-
ten” Genen erwarten. Besonders auch im Hinblick auf einen Einsatz in Weizen, der mit seinem
hexaploiden Genom konventionellen Funktionsanalysen iiber Mutationen nur schwer zugéng-

lich ist, stellt GTDs B eine interessante Entwicklung dar.
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5 Zusammenfassung

Die Untersuchung von Mutanten mit einem erkennbaren Phénotyp ist ein klassischer Ansatz
zur Isolierung von Genen und zur Bestimmung der Funktion von Genprodukten. Eine syste-
matische Analyse von knock-out Mutanten in Hefe hat allerdings zu der Erkenntnis gefiihrt,
das ein signifikanter Teil von Mutationen in keinem sichtbaren Phénotyp resultiert (Ross-
Macdonald 2000). Die Identifizierung von funktional redundanten Genen und Genen, deren
Produkte in mehreren Entwicklungsstadien gebraucht werden, ist besonders schwierig. In den
vergangenen Jahren wurden verschiedene Technologien entwickelt, welche die Identifizierung
solcher Gene erlauben. Die verbindende Komponente all dieser Systeme ist die Integration von
Reportergen-Konstrukten in das zu untersuchende Genom. Die Expression des Reportergens
héngt hierbei von der Transkription des chromosomalen Gens ab, in welches das Reportergen-

Konstrukt integriert ist.

Die Identifizierung eines Gens erfolgt somit auf der Basis seines Expressionsmusters. Spezielle
Konstruktionsmerkmale der Reportergen-Konstrukte sollen fiir die Expression des Reporteren-
zyms sorgen. Upstream eines promotorlosen Reportergens befindet sich eine dreifache Spleif3-
akzeptorsequenz (3A-Site), die so konstruiert ist, das eine translationale Fusion des Reporters
in jedem der drei moglichen Leserahmen mit dem Produkt des Gens erfolgen kann, in das
das Konstrukt integriert ist. Weitere wichtige cis-Elemente upstream des Reportergens sind
Intronsequenzen, die die Verzweigungsstelle und die optimale DNA-Sequenzumgebung fiir ein
effektives Spleifien liefern. Eine Spleiidonorsequenz upstream dieser Sequenzen, erméglicht die
Bildung des Wirtsgenprodukt::Reporter Fusion bei Integration des Konstruktes in ein Exon

des Gens.

Zur effizienten Umsetzung dieser Technologie wurden modifizierte Transposons, so genannte
Gene-Trap Elemente, entwickelt. Zur Insertionsmutagenese mit diesen Elementen werden mei-
stens Zwei Komponenten Systeme eingesetzt, die aus dem Transposase-abhingigen Gene-Trap
Element und einem Transposase-exprimierenden Element bestehen. Liegen beide Elemente in
einer Zelle vor, transponiert das Gene-Trap Element in neue Positionen im Genom. Das Gene-
Trap Element wird in der genomischen Position stabilisiert, indem die Transposase aus dem

genetischen Hintergrund entfernt wird.

Die Effizienz eines Gene-Trap Systems héngt wesentlich von der erfolgreichen Bildung des
Reporters ab. Hier ist entscheidend, das eine translationale Fusion zwischen dem Produkt des
Transposon-markierten Gens und dem Reporter gebildet wird. Der grundlegende Prozess hier-
fiir ist eine effiziente Nutzung jeder der drei Spleifistellen in der 3A-Site. Ziel dieser Arbeit
war es daher, ein Gene-Trap Element zu entwickeln, dessen Strukturelemente derart optimiert
sind, das sie ein effizientes Spleifien iiber alle drei Spleiffakzeptorstellen in monokotylen Pflan-
zen erlauben. Das Gene-Trap Element ist ein Transposase-abhingiges Element auf der Basis
des Ac-Transposons aus Mais und enthélt somit die cis-aktiven Sequenzen, die zur Transpo-
sition benotigt werden. In diesen Ac-Sequenzen befinden sich upstream des verwendeten GUS

Reporters vier putative Spleidonorstellen.
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In einem vorher entwickelten Gene-Trap Element GTDs A (Gene-Trap Ds) (Bergmann 2000),
wurden die notwendigen cis-Strukturelemente durch eine Intronsequenz eines monokotylen
Gens mit einer kiinstlichen 3A-Site upstream eines Reportergens bereitgestellt. Erste Unter-
suchungen zur Funktion dieses Elementes zeigten ein erhebliches Potential fiir eine weitere
Verbesserung der Nutzung der 3A-Site. Dafiir wurden in dem hier entwickelten Gene-Trap
Element GTDs B mehrere am Spleifiprozefl beteiligte strukturelle Elemente modifiziert. Dazu
gehorte die Bereitstellung einer Sequenz-optimierten Verzweigungsstelle im richtigen Abstand
upstream der 3A-Site, sowie eine Optimierung des T-Stretches zwischen Verzweigungsstelle
und 3A-Site. Der Abstand der drei Spleifistellen der 3A-Site zueinander wurde im Vergleich

zu GTDs A verringert und die Sequenz der ersten Spleiflakzeptorstelle modifiziert.

Zur Untersuchung der Spleifivorgdnge wurden GTDs A und GTDs B in Testerplasmide klo-
niert, welche die Integration von GTDs in Intron- oder Exonsequenzen eines Gens simulieren
sollen. Fine Untersuchung der Nutzung jeder einzelnen Spleilakzeptorstelle der 3A-Site {iber
einen Nachweis von GUS-Expression zeigte eine 32 mal bessere Erkennung der 3A-Site in
GTDs B. In GTDs B werden die Spleilakzeptorstellen A2 und A3 im Gegensatz zu GTDs
A effizient genutzt. Die Préiferenz der Nutzung lag allerdings bei beiden Elementen bei der
Akzeptorstelle Al.

Die Untersuchung der Nutzung der Spleiidonorstellen in den Ac-Sequenzen in Kombination
mit der 3A-Site, zeigte fiir beide Elemente eine Nutzung der Donorspleifistellen D1,D3 und D4
in Kombination mit jeder der Akzeptorspleifistellen. Eine Préferenz lag bei der Nutzung der
Kombinationen D1A1 und D3A1. Damit werden in GTDs A und GTDs B Spleiiprodukte unter
Nutzung sdmtlicher Spleilakzeptorstellen der 3A-Site gebildet. Jeder Leserahmen wird durch
mindestens zwei Spleiffivarianten repréasentiert, die beiden préferentiell gebildeten Produkte
decken zwei der drei Leserahmen ab. Zusammenfassend konnte somit festgestellt werden, dass
die cis-aktiven Sequenzen, die ein effizientes Spleilen vom Reporter an das endogene Gen

ermoglichen, in GTDs B stringenter erkannt und somit effizienter genutzt werden als in GTDs
A.

Drei verschiedene Untersuchungen ergaben deutliche Hinweise auf eine Transposition des
GTDs A Elementes in Gerste. Es konnten so genannte “Footprints” nachgewiesen werden, die
bei einer Exzission von GTDs aus dem zur Transformation verwendeten Konstrukt entstehen.
Des weiteren konnten F2-Pflanzen identifiziert werden, die in einer Southern-Blot Analyse neue
Element-spezifische Hybridisierungsmuster zeigen, die durch eine Transposition von GTDs A
erkldart werden konnen. Auflerdem deutet der Nachweis von GUS Aktivitét in F3-Keimlingen
einer ersten Gene-Trap Population auf eine Transposition von GTDs A in transkribierte Gen-
sequenzen hin. Hier konnten von insgesamt 1592 untersuchten Individuen 19 Keimlinge mit
GUS Expression in verschiedenen Geweben identifiziert werden. Damit wurde nicht nur ge-
zeigt, dass GTDs A in Gerste transponiert, sondern auch, dass es in einem Gene-Trap System

zur Identifizierung von Genexpressionsmustern eingesetzt werden kann.
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