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Einleitung

1 Einleitung

Die Bildung von ,echtem® oder obligatem Kernholz in den innersten, lebenden
Xylemgeweben vieler Baume ist einer der 6kologisch und dkonomisch wichtigsten
sekundaren Differenzierungsprozesse verholzter Achsen. Der Prozess ist genetisch
determiniert und wird von endogenen wie exogenen Faktoren gesteuert.

In den Querschnitten frisch gefallter Stdmme lassen sich in zahlreichen Baumen zwei
Zonen erkennen: Das eher helle Splintholz und das davon eingeschlossene Kernholz,
das meist eine dunklere Farbe aufweist. Abbildung 1-1 gibt eine Ubersicht Uber die
verschiedenen Gewebe des Stammes. Definiert ist Kernholz als ,der innere Bereich
des Stammes im stehenden Baum, in dem keine physiologisch aktiven Zellen
vorliegen, und in welchem Reservesubstanzen abtransportiert oder in
Kerninhaltsstoffe umgewandelt wurden" (IAWA 1964). Die Hauptfunktion des
Splintholzes besteht im Transport von Wasser aus den Wurzeln zu den Blattern, es
stellt damit den physiologisch aktiven Teil des Holzes dar (Taylor et al. 2002).
Kernholz hingegen enthalt weder lebende Zellen noch Reservesubstanzen, daher wird
ihm keine physiologische Rolle zugeschrieben (Hillis 1987).

Zwischen Splint- und Kernholz ist die ,transition zone* (TZ, zu deutsch Splint-Kern-
Ubergangszone) lokalisiert. In diesem Gewebe findet die Kernholzbildung statt (Hillis
1987; Magel et al. 1991; Magel et al. 1994; Hillinger et al. 1996; Magel und Hubner
1997; Magel et al. 2001a; Magel et al. 2001b; Beritognolo et al. 2002).
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Abbildung 1-1: Ubersicht der verschiedenen Gewebe im Stamm.1: Kernholz; 2: Splintholz; 3:
Kambium; 4: Bast; 5: Borke (Quelle: www.wald.de).

Die obligate Kernholzbildung wird als sekundarer Differenzierungsprozess des
Xylems betrachtet und ist ein Teil des Alterungsprozesses der Pflanze, der mit dem
programmierten Zelltod endet (Spicer 2005). Es wird angenommen, dass durch die
Kernholzbildung der Splintholzanteil auf ein optimales Level reguliert wird (Bamber
1976; Taylor et al. 2002; Spicer 2005).

Das Splintholz/Kernholzverhaltnis ist artabhangig. Der Splintanteil reicht dabei von 1-2
Jahrringen bei Catalpa speciosa bis zu 80-100 bei Nyssa sylvatica (Hillis 1987). Das
Verhaltnis ist einerseits genetisch bestimmt, aber auch Umweltfaktoren spielen eine
Rolle (Shigo und Hillis 1973).

Das herausragende Charakteristikum des Kernholzes sind die Kerninhaltsstoffe (meist
phenolische Komponenten). Diese Sekundarmetabolite sorgen fur die dunklere Farbe
und verleihen dem Kernholz eine ,naturliche Dauerhaftigkeit (Freudenberg und
Hartmann 1954). Typische Klassen von Kerninhaltsstoffen sind: Tannine, Terpene,
Flavonoide, Stilbene, Lignine, aromatische Verbindungen und Lektine (Hillis 1987).
Diese penetrieren die Zellwande und weisen antimikrobielle Effekte auf, was dem Holz
eine Resistenz gegen holzzerstérende Organismen, wie Pilzen und Bakterien, verleiht
(Hillis 1987). In Robinia pseudoacacia L. kommen die Kerninhaltstoffe frei vor und
nicht in konjugierter Form wie bspw. als Glykosid. In der Robinie sind die Flavonoide
Dihydrorobinetin und Robinetin die wichtigsten Kerninhaltstoffe (Roux und Paulus
1962). Als dritte Hauptkomponente gilt Hydroxyzimtsaure (Magel et al. 1994).
Dihydrorobinetin und Robinetin akkumulieren in der Splint-Kern-Ubergangszone. Da
Robinetin in hohen Konzentrationen im Kernholz gefunden wurde, wird vermutet, dass

die Vorstufe Dihydrorobinetin im inneren Teil der Ubergangszone in Robinetin



Einleitung

umgewandelt wird. Ob dies durch enzymatische Katalyse oder Oxididationsprozesse
geschieht, ist noch unklar (Hahlbrock 1981; Magel 2000)

Zwei Typen der obligaten Kernholzbildung werden unterschieden:

Typ 1 oder Robinia-Typ zeichnet sich dadurch aus, dass die phenolischen
Komponenten ausschlieRlich in der Splint-Kern-Ubergangszone akkumuliert werden
(in situ-Synthese). Im alternden, physiologisch aktiven Splintholz liegen keine
Vorstufen, wie Glykoside, dieser Komponenten vor (Magel et al. 1991; Magel et al.
1994).

Typ 2 oder Juglans-Typ ist dadurch charakterisiert, dass im Splintholz mit
zunehmendem Alter phenolische Komponenten (z.B. glykosidische Vorstufen)
zentripetal akkumulieren. Im Kernholz sind diese Komponenten nicht zu finden.
Wahrend der Kernholzbildung kommt es sowohl zur Transformation der Vorstufen zu
Kerninhaltsstoffen sowie zur Neusynthese weiterer Inhaltsstoffe (Dellus et al. 1997b;
Dellus et al. 1997a; Burtin et al. 1998; Mayer et al. 2006).

Eine weitere Kategorie der Kernholzbildung stellt die fakultative Kernholzbildung oder
Falschkernbildung dar. Anders als bei der obligaten Kernholzbildung ist dieser
Prozess nicht genetisch determiniert, sondern auf exogene Faktoren, wie
beispielsweise Umweltfaktoren, und mechanische Verletzungen des Xylems und
damit einhergehenden Pathogenbefall zurlckzuflihren. Der Farbkern stellt eine
Antwort des Xylems auf die Verwundung dar. Das verwundete Holzgewebe wird dabei
von unverletztem Gewebe raumlich abgeschottet. Eine Ausbreitung des
Holzpathogens wird so verhindert (Hart und Johnson 1970). Diese
Abwehrmechanismen wurden im CODIT- (compartmentalization of decay in trees)
Modell zusammengefasst (Shigo und Marx 1977; Shigo 1979, 1984). Der Begriff
,decay” wurde im Weiteren durch ,damage” ersetzt (Liese und Dujesieftken 1989) und
das Modell schlieRlich zum CODIT-Prinzip erweitert (Dujesiefken und Liese 2008).
Nach diesem Prinzip sind die durch Verwundung induzierten Reaktionen des Baums
in erster Linie auf die Sicherung des Transpirationsstroms, insbesondere durch
Verschluss der GefalRe, zu betrachten. Die Abschottung der Pathogene erfolgt im
Anschluss. Da es sich bei dieser Art der Kernholzbildung nicht um einen genetisch
gesteuerten Prozess, sondern um eine individuelle Wundreaktion handelt, wird in

dieser Arbeit ausschlieRlich die obligate Kernholzbildung untersucht.
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1.1 Biologische und Dbiochemische Grundlagen der

Kernholzbildung (Typ 1)

Die Kernholzbildung ist der letzte Schritt im Lebenszyklus lebender Xylemzellen auf
die der programmierte Zelltod folgt. In der Ubergangszone zwischen Splint- und
Kernholz sterben die Parenchymzellen. Dieser Vorgang wird genetisch gesteuert. Es
erfolgt eine voribergehende Aktivierung des Primarstoffwechsels, ein Anstieg von
Glykolyse und Zellatmung (H6Il und Lendzian 1973) sowie schliel3lich ein Umschalten
der metabolischen Aktivitdten vom substrat- und energieliefernden Primar- zum
Sekundarstoffwechsel, durch Regulation der Genexpression (Ziegler 1968; H4Il und
Lendzian 1973; Hillis 1987; Magel 2000), was zur in situ-Synthese der
Kerninhaltsstoffe  fihrt. Der  Zusammenhang zwischen Primar- und
Sekundarmetabolismus ist in Abbildung 1-2 in Anlehnung an Ziegler (1968) sowie
Magel (2000) schematisch und vereinfacht (2000)dargestellt. Wie Dbei
Alterungsprozessen in krautigen Pflanzen scheint die Aktivierung der Enzyme, die die
Synthese der Kerninhaltsstoffe katalysieren, in Zusammenhang mit der
Ethylenproduktion zu stehen (Shain und Hillis 1973; Ke und Saltveit jr. 1988; Magel
2000). Die Lipid- und Starkereserven der Parenchymzellen werden dabei durch
Aktivierung von hydrolisierenden Enzymen, wie Amylasen, Phosphatasen und
Lipasen, gespalten, im Weiteren zu phenolischen Verbindungen umgesetzt und in
umliegendes Gewebe abgegeben (Magel et al. 1997).

Die Splint-Kern-Ubergangszone stellt ein ,sink“Gewebe dar (Ort hohen
Kohlenstoffverbrauchs). Das Ungleichgewicht zwischen Kohlenstoffgeristen, die in
der Ubergangszone verfiigbar sind, und Kohlenstoffgeriisten, die als phenolische
Komponenten im Kernholz fixiert sind, wird durch den steigenden Import von
Saccharose aus auRerem Splintgewebe uUber die Radialparenchyme ausgeglichen.
Fir die Robinie ergab die Messung der radialen Verteilung nicht struktureller-
Kohlenhydrate ein ,sink“Verhalten der Splint-Kern-Ubergangszone im Spatsommer
und Herbst (Magel et al. 1994). Die Spaltung der Saccharose dient zunachst
hauptsachlich der Energiegewinnung und weniger der Synthese von Kerninhaltstoffen,
ein Umschalten zum Sekundarmetabolismus folgt erst spater. (HOll und Lendzian
1973; Magel und HOoll 1993). Im Weiteren dienen die Kohlenhydrate (bzw.
Kohlenstoffgeriiste) als Bausteine flir den Sekundarstoffwechsel. Es folgt, von
Spatsommer bis Spatherbst, ein Abbau der Starkereserven, bei gleichzeitig
gesteigerten Aktivitdten der Enzyme Saccharose Synthase (SuSy) und Neutrale

Invertase, in der Splint-Kern-Ubergangszone. Messungen in diesem Gewebe ergaben
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ebenfalls erhéhte Transkriptmengen fir SuSy im Sommer (Hauch und Magel 1998).
Das codierende Gen fir das Saccharose spaltende Enzym SuSy gilt daher als Marker
fur ,sink“-Gewebe (Xu et al. 1989) und die Kernholzbildung.

Im Weiteren akkumulieren erste phenolischen Komponenten im Cytosol und kénnten
den mitochondrialen Elektronenfluss inhibieren, daher wird angenommen, dass
Mitochondrien als erste Organellen ihre Aktivitat einstellen (Ziegler 1968; Hillis 1987).
Kohlenstoffgerlste, die aufgrund der inaktiven Mitochondrien akkumulieren, werden
zusammen mit Produkten des nun beschleunigten oxidativen Pentosephosphatwegs
(Magel et al. 2001b), zunehmend fur die Synthese von Kerninhaltsstoffen verwendet.
Dieses Umschalten vom Primarmetabolismus zum Sekundarmetabolismus und damit
zum oxidativen Pentosephosphatweg wurde bereits histochemisch wie quantitativ
bewiesen (Hillis 1987; Magel 2001). Die Synthese der Kerninhaltsstoffe erfolgt
schlieBlich auf dem Weg des Phenylpropanstoffwechsels (Baqui und Shah 1985;
Nobuchi und Harada 1985; Hillis 1987; Magel et al. 1991; Magel et al. 1994; Magel
und Hubner 1997; Hauch und Magel 1998). Gleichzeitig erfolgt die Expression und
Aktivierung von Schlisselenzymen dieses Sekundarstoffwechselweges, die der
Bildung von Kerninhaltsstoffen dienen und als Markergene der Kernholzbildung
bezeichnet werden, wie beispielsweise  Chalkonsynthase @ (CHS) und
Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) (Magel und Hubner 1997). Der enge
Zusammenhang zwischen primarem und sekundarem Stoffwechsel zeigt sich auch in
der Korrelation der katalytischen Aktivitaten von SuSy und CHS, bzw. SuSy und PAL
von 0,956 und 0,970 (Magel 2000).

In Zusammenhang mit der Akkumulation der Kerninhaltstoffe kommt es zu einer
Copolymerisation zwischen den phenolischen Derivaten und Komponenten der
existierenden Zellwande, inklusive der Lignin und Lignin-Polysaccharid-Komplexe.
Dieser Mechanismus ist enzymatisch initiiert und chemisch gesteuert. Dies erklart den
relativen Anstieg von Lignin im Kernholz. Da es sich also nicht um eine de novo-
Synthese handelt, wurde der Begriff ,sekundare Lignifizierung® (Hergert 1977) durch
.Pseudo Lignifizierung“ ersetzt (Magel 2000).
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Abbildung 1-2: Zusammenhang zwischen Primar- und Sekundarstoffwechsel wahrend der
Kernholzbildung. Schematisierte Darstellung an einer einzeln betrachteten Parenchymzelle in der
Ubergangszone. Zunéchst werden Produkte des Saccharose-Synthase-Wegs, der Glykolyse und
Zellatmung zur Energiegewinnung zugefiihrt. Es folgt ein Umschalten hin zum Sekundérstoffwechsel und
dem oxidativem Pentosephosphatweg. NI = Neutrale Invertase; Glc = Glucose; Fru = Fructose; UDP-
Glc = Uridindiphosphat-Glucose; CHS = Chalkonsynthase; PAL = Phenylalanin-Ammonium-Lyase.

1.2 Die Rolle axialer und radialer Parenchyme bei der

Kernholzbildung

Im sekundaren Xylem der Baume werden zwei Arten von Parenchym unterschieden:
Das in Langsrichtung des Stammes ausgerichtete Axialparenchym sowie das in
radialer Stammrichtung verlaufende Radialparenchym (Holzstrahlen). Der Anteil am
Gesamtgewebe schwankt zwischen verschiedenen Baumarten betrachtlich. Beim Holz
der Robinie liegt der Anteil des Radialparenchyms bei 21 %, der des Axialparenchyms
bei 6 %. Die restlichen Gewebe bilden Fasern (58 %) und Gefale (15 %). Beide
Parenchyme kdénnen als zusammenhdngende Grundgewebe bezeichnet werden
(Wagenfuhr 2007).

Eine der wichtigsten Funktionen der Parenchyme ist das Speichern von
Reservestoffen. Als Reservestoffe werden hauptsachlich 16sliche Kohlenhydrate,

Starke, Fette und Proteine gespeichert. Wahrend bei Nadelhdlzern nahezu
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ausschlieBlich die radialen Parenchyme beteiligt sind, sind bei Laubhdlzern auch die
axialen Parenchymgewebe von Bedeutung. Bei Robinia pseudoacacia L. (Robinie)
stellt Starke den dominierenden Reservestoff dar und findet sich hauptsachlich in den
Holzstrahlen wieder (Ziegler 1964; Magel et al. 1997; Sauter und Witt 1997).

Die Lebensdauer der Parenchyme differiert zwischen Angiospermen und
Gymnospermen. In den meisten Gymnospermen wird eine Abnahme der lebenden
Zellen vom Splintholz in Richtung der Splint-Kern-Ubergangszone beobachtet. Bei
Angiospermen finden sich hingegen lebende Zellen bis in das innerste Splintholz. Erst
in der Ubergangszone zum Kernholz wird ein abrupter Abfall beobachtet (Spicer
2005).

Die Parenchymzellen im Splintholz erfahren in ihrem Lebenszyklus, von der
Differenzierung im Kambium bis zum Tod in der Splint-Kern-Ubergangszone, starke
zytologische Veranderungen. Im Kernholz finden sich schliel3lich keine intakten
Protoplasten mehr. Ein weiterer Aspekt ist die Verthyllung von Gefalien und damit
einhergehend deren Abschottung. Im Weiteren andern sich Gehalt, Form und Gréle
der Zellen. Es kommt zur Akkumulation von Kerninhaltstoffen und schlieBlich zur
Degenerierung des Nukleus (Hillis 1987; Taylor et al. 2002; Spicer 2005; Song et al.
2011), ein unwiderlegbares Zeichen fiir den Zelltod.

Die Desintegration der Parenchymzellen geht mit dem Abbau von Reservesubstanzen
wie Starke, nicht-strukturellen Kohlenhydraten und Triglyceriden einher. Es erfolgt eine
graduelle Abnahme von Starkekdérnern vom mittleren Splintholz in Richtung der Splint-
Kern-Ubergangszone. Phosphatasen hydrolysieren die Starke im mittleren Splintholz
zu Zuckerphosphaten, diese stellen Vorstufen fir die spatere Synthese von Lipiden
oder Kerninhaltsstoffen dar. Im Axial- und Radialparenchym des aufReren Splintholzes
finden sich lipophile Tropfchen. Die GrofRe dieser Tropfchen nimmt in Zellen des
mittleren und inneren Splintholzes sowie der Splint-Kern-Ubergangszone deutlich zu.
Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass diese Gewebe Kohlenstoffgeriste fur die
Synthese von Kerninhaltsstoffen zur Verfigung stellen. Das Kernholz beinhaltet keine
Reservesubstanzen. Diese werden wahrend der Kernholzbildung degradiert und
spielen so eine wichtige Rolle als Kohlenstoffgeriiste fir die Biosynthese von
phenolischen Komponenten und damit dem Alterungsprozess von radialen
Parenchymzellen (Nair et al. 1981; Bhat und Patel 1982; Baqui und Shah 1985; Hillis
1987; Magel 2000, 2002; Lamlom und Savidge 2006; Song et al. 2011; Ucar und Ucar
2011). Da Starke als wichtigster Reservestoff der Robinie und anderer Baume
hauptsachlich in den Holzstrahlen gefunden wurde, wird vermutet, dass radiale
Parenchyme bei der Kerninhaltstoffsynthese der Robinie die dominierende Rolle
spielen (Bamber und Fukazawa 1985; Hillis 1987; Climent et al. 1998).



Einleitung

Im Splint sowie der Splint-Kern-Ubergangszone von Bridelia retusa sind Nuklei im
Radial- wie im Axialparenchym zu finden, wobei sie in der Ubergangszone eine
fusiforme Gestalt annehmen (Nair et al. 1981). Die Zellen in Acacia auriculiformis
akkumulieren argininreiche Histone. Hier zeigen die Nuklei gefalbegleitender und
nicht-gefalbegleitender Axial- bzw. Radialparenchyme unterschiedliche Grade der
Desintegritat auf, wobei die gefallbegleitenden Parenchyme eine hohere Aktivitat
aufweisen (Bhat und Patel 1980; Bhat und Patel 1982). In Pinus wurde der Einfluss
benachbarter Zellen auf den Zelltod der Parenchyme wahrend der Kernholzbildung
nachgewiesen. Radiale Parenchymzellen, die in Kontakt mit Strahltracheiden stehen,
sterben fruher als andere Zellen des Strahlparenchyms. Weiter konnten auch keine
Polyphenole in diesen kurzlebigen Zellen nachgewiesen werden, was den Schluss
zulasst, dass diese Zellen nicht in die Kernholzbildung involviert sind (Nakaba et al.
2008). Weitere Untersuchungen zum zeitlichen Eintreten des Zelltods wiesen darauf
hin, dass die Axialparenchyme vor den Radialparenchymen absterben (Nakaba et al.
2012).

Radiale Parenchyme sind in den Mineralstofftransport vom Splint- in das Kernholz
involviert (Okada et al. 2011). Der Transport wurde in Cryptomeria japonica
nachgewiesen. Diese Art lagert grofie Mengen an Wasser und Mineralien im Kernholz
ein (Oda et al. 1994). Da die Splint-Kern-Ubergangszone durch eine niedrige
Feuchtigkeit gekennzeichnet ist und somit eine natirliche Barriere des radialen
Stofftransports darstellt, kénnen Mineralien nur Uber die lebenden Radialparenchyme
in das Kernholz gelangen (Ziegler 1965). Durch Injektion von Rubidium in das
Splintholz konnte ein aktiver Transport in das Kernholz, sowohl in der Wachstums-, als
auch in der Ruhephase, nachgewiesen werden (Okada et al. 2011, 2012).

Axial- und Radialparenchym synthetisieren bei dieser Art unterschiedliche
Komponenten zur  Auspragung des Kernholzfarbtons.  Spektrometrische
Untersuchungen ergaben, dass im Normalfall das rote Farbspektrum der
Langsparenchyme die Farbe des Kernholzes dominiert. Durch die Synthese von
terpen-ahnlichen Stoffen, seitens des Strahlparenchyms, kann es zu Verfarbungen
kommen (Kuroda und Shimaiji 1983).

Generell wird davon ausgegangen, dass sowohl Axial- als auch Radialparenchym
Kerninhaltsstoffe synthetisieren (und somit an der Kernholzbildung beteiligt sind).
Allerdings synthetisieren sie anscheinend verschiedene Kerninhaltsstoffe und spielen
somit unterschiedliche Rollen in diesem Prozess, wie Immunolabelversuche in
Cryptomeria japonica (Nagasaki et al. 2002), sowie Hybridisationsversuche (Kwon et
al. 2001) zeigten.
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1.3 Genexpressionsstudien zur Kernholzbildung

Trotz der 6konomischen und 6kologischen Bedeutung von Kernholz ist die Regulation
der Kernholzbildung auf Genexpressionsebene weitgehend unverstanden. Die geringe
Anzahl lebender Zellen in der Splint-Kern-Ubergangszone geht mit einem geringen
Gehalt und einer geringen Qualitdt an DNA und RNA einher (Fukazawa und Higuchi
1966; De Filippis und Magel 1998; Magel et al. 2002; Rachmayanti et al. 2009; Abe et
al. 2011). Molekulare Methoden stoRen daher bei Untersuchungen dieses Gewebes
an ihre Grenzen. Zudem stellen die phenolischen Komponenten einen Storfaktor fir
derartige Untersuchungen dar (Magel 2002; Magel et al. 2002; Déjardin et al. 2010).
Aus diesen Grunden sind molekularbiologische Studien zur Kernholzbildung begrenzt.
Die Untersuchung von Genexpressionsprofilen durch Yang und Mitarbeiter (2003), in
den verschiedenen Geweben von Robinia pseudoacacia erbrachten ein Set von 2.278
.expressed sequence tags” (ESTs). Gene, die in Zusammenhang mit dem sekundaren
Stoffwechsel stehen, sind in der Splint-Kern-Ubergangszone gegeniiber den anderen
Geweben  deultlich Uberreprasentiert. Besonders Gene, die fiur die
Flavonoidbiosynthese codieren zeigen starke Expressionen in der Ubergangszone,
wahrend Gene, die flr Zuckertransportprozesse codieren, eine starkere Expression im
Splintholz aufweisen. Codierende Gene fiur Chromatin und DNA-Metabolismus,
Abwehrreaktionen, Primarmetabolismus, Proteinbiosynthese und Signaltransduktion
sind in der Splint-Kern-Ubergangszone im Juli starker exprimiert als Ende November
(Yang et al. 2003).

Untersuchungen der CHS und PAL Genfamilien, zweier Schlisselgene des
Sekundarstoffwechsels, zeigen in der Splint-Kern-Ubergangszone der Robinie eine
saisonale Hochregulierung in den Sommermonaten (Lange 2009).

Eine funktionelle Einteilung der ESTs der Splint-Kern-Ubergangszone von
Cryptomeria zeigt, dass die dort exprimierten Gene u.a. mit posttranslationalen
Modifikationen, Protein-Turnover, Chaperonen, vesikularem Transport,
Signaltransduktionsprozessen, Lipid-Transport und Metabolismus, Transkription,
RNA-Modifikation, Kohlenhydrat-Transport und Metabolismus sowie
Sekundarmetabolismus und Abwehrreaktionen in Zusammenhang stehen (Yoshida et
al. 2007; Yoshida et al. 2012).

Studien anhand von cDNA-Microarrays, in der Splint-Kern-Ubergangszone von
Robinia und Juglans, bestatigen die Hochregulierung von Genen, die eine Rolle bei

Abwehrreaktionen, Genexpression und RNA-Metabolismus, Proteinsynthese,



Einleitung

Sekundarmetabolismus und Signaltransduktion spielen (Yang et al. 2004; Huang et al.
2010).

1.4 Die Robinie als Modellbaum der Kernholzbildung

Die Kernholzbildung findet in Robinia pseudoacacia zwischen Hochsommer und
Spatwinter statt. Der schnellste Zuwachs der Kernholzzone findet dabei zwischen
Hochsommer und Frihherbst statt (Nobuchi et al. 1984). In den Parenchymen der
Ubergangszone zwischen Splint und Kern findet die in situ-Synthese der
Kerninhaltstoffe, bei gleichzeitigem Abbau der Reservestoffe (Starke) statt. Dieser
Vorgang konnte bei der Robinie auf den Frihherbst datiert werden (Nobuchi et al.
1984; Magel et al. 1994). Der Zelltod der Parenchyme, durch den die Kernholzbildung
abgeschlossen wird, beginnt im Herbst.

Die gebanderten Axialparenchyme verlaufen bei der Robinie oft paratracheal, der Bau
ist stockwerkartig, was makroskopisch aber kaum zu erkennen ist.

Das homozellulare Radialparenchym verlauft mehrreihig mit sechs bis acht Strahlen
pro Milimeter. Die Breite betragt zwei bis sechs Zellen (Richter und Dallwitz 2000).

Abbildung 1-3 zeigt die verschiedenen Gewebe der Robinie im Radialschnitt.
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Abbildung 1-3: Radialschnitt von Robinia pseudoacacia. Markiert sind die verschiedenen Gewebe. 1:
Radialparenchym; 2: GefaR; 3: paratracheales Axialparenchym; 4: Axialparenchym (Quelle: modifiziert
nach Richter und Dallwitz 2000).

Die Robinie gehort zur Familie der Fabaceae. Diese Familie beinhaltet viele
Nutzpflanzen, wie beispielsweise Pisum sativum (Erbse), Vigna radiata (Mungbohne),
Cicer arietinum (Kichererbse) und Glycine max (Sojabohne). Viele Gene dieser
Nutzpflanzen sind bereits vollstandig sequenziert, was die lIdentifizierung bisher

unbekannter Genen der Robinie vereinfacht.

Die Robinie ist raschwiichsig und bildet bereits nach vier bis sechs Jahren Kernholz.
Sie wird forstlich genutzt und ist in Deutschland weit verbreitet. Das Holz gilt als zah
und wertvoll, da es eine hohe nattrliche Dauerhaftigkeit besitzt. Die Jahrringe sind
relativ breit (Schitt 2006; Wagenfiihr 2007; Matyssek et al. 2010). Da die Robinie
auch als Park-, Allee- und Zierbaum genutzt wird (Richter und Waitkus 2001), waren
Proben fir diese Arbeit leicht verflgbar.

Die Robinie besitzt eine scharfe Splint-Kerngrenze. Das Kernholz fluoresziert unter
UV-Licht gelblich-griin (Wagenfiihr 2007), was die Aufarbeitung der Ubergangszone

zwischen Splint und Kern (TZ) vereinfacht.
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Zahlreiche andere zytologische, molekularbiologische und holzchemische Studien
beschéaftigten sich bereits mit der Kernholzbildung der Robinie (Freudenberg und
Hartmann 1954; Roux und Paulus 1962; Nobuchi et al. 1984; Nobuchi und Harada
1985; Magel et al. 1991; Magel et al. 1994; Magel und Hubner 1997; De Filippis und
Magel 1998; Hauch und Magel 1998; Magel et al. 2001b; Yang et al. 2003; Yang et al.
2004; Lange 2009; De Filippis und Magel 2012; Nakaba et al. 2012).

1.5 Untersuchte Marker- und Kandidatengene

Die Microarrayexperimente von Yang et al. (2004) zu saisonalen Anderungen der
Genexpression in der Splint-Kern-Ubergangszone der Robinie zeigen einige Gene auf,
die als Markergene der Kernholzbildung in Betracht kommen. Die Genfamilie 14-3-3
sowie die Multigenfamilie der heat shock 70 Gene sollen in dieser Arbeit auf ihre
Eignung als Markergene der Kernholzbildung Uberprift werden und werden im
weiteren Verlauf als Kandidatengene bezeichnet. Des Weiteren wurde das von Lange
(2009) charakterisierte Chalkonsynthase Gen RpCHS3 untersucht. Chalkonsynthase
(CHS) als Schllsselgen der Flavonoidsynthese qilt als starkes Markergen der
Kernholzbildung (Magel und Hubner 1997; Beritognolo et al. 2002; Lange 2009). Ein
weiteres Markergen der Kernholzbildung stellt Phenylalanin-Ammonium-Lyase dar,
welches fur das Eingangsenzym des Phenylpropanstoffwechsels (PPS) codiert. Auch
dieses Gen wurde von Lange (2009) fur Robinie (RpPAL1) charakterisiert und anhand
von Genexpressionsstudien untersucht. In der vorliegenden Arbeit sollen
Genexpressionsstudien an RpPAL1 in der Splint-Kern-Ubergangszone die Ergebnisse
der anderen Gene, speziell im Hinblick auf den unterschiedlichen Einfluss von Axial-
und Radialparenchym, auf die Kernholzbildung validieren. Fur die beiden Markergene
PAL und CHS wurde jeweils die am starksten exprimierte Isoform (RpPAL1, RpCHS3)
ausgewahlt. In beiden Genfamilien treten keine funktionellen Unterschiede zwischen
den Isoformen auf. Unterschiedliche Genexpressionen in der Robinie sind rein

quantitativer Natur (Lange 2009).

1.5.1 Die heat shock 70 Genfamilie (HS70)

Die heat shock 70 Superfamilie (HS70) kommt universell in Tieren, Mikroorganismen
und Pflanzen vor. Es handelt sich um eine evolutionar konservierte Genfamilie, die flr

70 kDa Proteine codiert. Diese Proteine werden den molekularen Chaperonen
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zugeordnet. Die hohe Konservierung zeigt sich durch Sequenzvergleiche zwischen
verschiedenen Pflanzen: Homologie 80-92 % sowie Vergleichen zwischen Pflanze und
Ratte: Homologie bis zu 76 % (Lindquist und Craig 1988; Ellis und van der Vies 1991;
Gething und Sambrook 1992; Wu et al. 1994; Wisniewski et al. 1996). Fur Arabidopsis
codieren 14 Gene fir heat shock Faktoren (Gething und Sambrook 1992; Sung et al.
2001b).

Das heat shock Protein ist in vier Untergruppen aufgeteilt, diese sind im Cytosol, dem
endoplasmatischen Retikulum, in den Mitochondrien und in den Plastiden lokalisiert
(Sung et al. 2001a).

Unterschieden werden heat shock Proteine (HSP) und heat shock cognates (HSC).
Erstere werden durch Hitzestress aktiviert, wahrend HSCs bei normalen
Wachstumsbedingungen synthetisiert werden (Lindquist und Craig 1988).

Das heat shock Protein 70 setzt sich aus zwei Domanen zusammen: Einer ATPase-
Domane im N-terminalen Bereich des Proteins von ca. 40 kDa und einer
Peptidbindungs-Doméane im C-terminalen Bereich von 25 kDa. Dazwischen befindet
sich eine Region, die anfallig flr die Spaltung durch Proteasen ist. Das N-terminale
Ende zeichnet sich durch ein sequenzvariables Transitpeptid in der Prakursor Form
aus, was den Import in verschiedene Zellorganellen ermdéglicht. Eine C-terminale
Subdoméane von 5 kDa oder weniger ist fir bestimmte Interaktionen mit
Co-Chaperonen erforderlich (Sung et al. 2001a).

HS70 spielen Rollen beim Transport, beispielsweise cytosolischer Proteine in das
endoplasmatische Retikulum (Miernyk et al. 1992; Sung et al. 2001a), und Falten von
Proteinen, sowie bei der Aufrechterhaltung zellularer Homoostase und korrekter
Proteinsynthese wahrend Kaltephasen (Anderson et al. 1994). Sie schitzen Stress
ausgesetzten Zellen, indem sie freiwerdende Polypeptide (Substrate), unstrukturierte
Regionen und hydrophobe Abschnitte von Aminosauren erkennen. Als Chaperone
translokalisieren oder falten sie durch Stress denaturierte Proteine und verhindern so
irreversible Bindungen mit anderen Proteinen (,falschen® Bindungspartnern) in der
Zelle (Parsell und Lindquist 1993; Bukau und Horwich 1998; Morimoto 1998; Nollen
und Morimoto 2002). Ungefaltete Substrate werden in einen transient gefalteten
Zustand uberfuhrt, ebenfalls um irreversible Bindungen zu verhindern. HS70
katalysiert dabei die Neufaltung der Substrate. Diese Reaktion ist energie- sowie
Co-Chaperon-abhangig. HS70 interagiert dabei Uber die N-terminale ATPase-Domane
mit Co-Chaperonen und Uber die C-Terminale Substratbindungsdomane mit
Substraten. Diese Moglichkeit der Proteinfaltung fehlt anderen heat shock Faktoren,
wie beispielsweise HS90 (Nollen und Morimoto 2002). Die Induktion erfolgt schnell
nach Hitzeschocks (37-45 °C) oder auch Kalteschock (5 °C) (Li et al. 1999; Sung et al.
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2001b).

HS70 ist auch unter normalen Wachstumsbedingungen (als HSC70) exprimiert, um
die Protein-Homdostase durch Regulierung der Proteinfaltungsqualitatskontrolle
aufrechtzuerhalten. Die Chaperonaktivitdt ermoglicht hierbei die Faltung neu
synthetisierter Proteine und unterstutzt deren Translokation durch intrazellulare
Membranen (Wu et al. 1994; Neupert 1997; Hartl und Hayer-Hartl 2002; Nollen und
Morimoto 2002). Auch fir die Familie der Fabaceae (hier Vigna radiata bzw. Glycine
max) konnte festgestellt werden, dass heat shock cognates in das Wachstum und die
Entwicklung der Pflanze involviert sind (Chen et al. 2004; Soares-Cavalcanti et al.
2012).

HS70 interagiert mit Molekilen, die eine Rolle beim Zelltod sowie bei der
Signaltransduktion spielen (Nollen und Morimoto 2002). Beispielsweise erfolgt eine
Interaktion mit Bag1 (Bcl-2-associated athanogene family), das bei Arabidopsis mit
dem Zelltod in Verbindung gebracht wird (Fang et al. 2013). Da die Kernholzbildung
mit dem programmierten Zelltod der Parenchyme endet, koénnte hier ein
Zusammenhang bestehen. Darauf deutet auch die Studie von Yang und Mitarbeitern
(2004) hin. Deren Genexpressionsstudien in der Splint-Kern-Ubergangszone von
Robinie ergaben eine Hochregulierung von heat shock Proteinen im November. Der
Beginn des programmierten Zelltods in der Robinie wird auf Herbst datiert (Nobuchi et
al. 1984), was eine zeitliche Ubereinstimmung bedeutet. Unterstitzt werden diese
Ergebnisse von de Filippis und Magel (2012). Diese detektierten mittels 2D
SDS-PAGE  (,twodimensional  sodium  dodecyl sulphate polyacrylamide
gelelectrophoresis®) und anschlieendem ESI-MS/MS (,electrospray ionisation tandem
mass spectrometry®), heat shock Faktoren in der Splint-Kern-Ubergangszone der
Robinie (Fallzeitpunkt: Ende Oktober), wahrend diese im Splintholz nicht
nachgewiesen werden konnten. Die Tatsache, dass HS70 nicht nur bei Hitzestress,
sondern auch bei bspw. Trockenstress induziert wird (Wang et al. 2004) und wahrend
der Kernholzbildung ein verringerter Wassergehalt festgestellt wurde (Sachsee 1967;
Hillis 1968), lasst weitere Spekulationen Uber einen Zusammenhang der Prozesse zu
(De Filippis und Magel 2012).

1.5.2 Die 14-3-3 Genfamilie

Die 14-3-3 Genfamilie codiert flir eine hochkonservierte saure Proteinfamilie, mit
einem Molekulargewicht von 25-30 kDa. Diese werden den Chaperonen zugeordnet

und kdnnen sich frei vom Zytoplasma zum Nukleus und umgekehrt bewegen (Muslin
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et al. 1996). Verschiedenste Studien ergaben, dass sie in Eukaryoten ubiquitar
vorkommen (Wu et al. 1997; Ferl et al. 1999). Entdeckt wurden diese Proteine in
menschlichem Hirngewebe. lhren Namen erhielten sie aufgrund der Nummer der
Fraktion nach einer lonenaustauschchromatographie und ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit bei der anschlieBenden elektrophoretischen Auftrennung
(Moore und Perez 1968).

Alle 14-3-3 Proteine haben die Fahigkeit an Targetproteine zu binden. Die
verschiedenen Funktionen dieser Proteine, wie Regulierung der Aktivitdt und
Lokalisation, sind alle auf diese Gemeinsamkeit zuriickzufiihren. Oft kommt es dabei
zur Phosphorylation bzw. Dephosphorylation des Targetproteins oder des 14-3-3
Proteins selbst (Aducci et al. 2002), wobei das Targetprotein an Phosphoserin oder
Phosphothreonin Motive von 14-3-3 bindet. In Pflanzen wurden Gber 300 mutmalliche
Targetproteine entdeckt. Dies lasst darauf schlieRen, dass 14-3-3 Proteine in viele
Signaltransduktionswege und physiologische Prozesse involviert sind (Denison et al.
2011).

Die Ankunft zellularer Signale an einem Zielmolekil und die Aktivierung bzw.
Inaktivierung dieses Moleklls beinhaltet oft eine Phosphorylierung des Molekiils. Oft
reicht dies aber nicht aus, um die Transduktion dieses regulativen Signals zu
gewahrleisten. Eine Interaktion mit 14-3-3 Proteinen ist nétig, um die
Signaltransduktion abzuschlieen (Ferl et al. 1999). Allerdings finden sich auch
Targetproteine, die nicht phosphoryliert vorliegen missen (Fu et al. 2000; Sumioka et
al. 2005). Die verschiedenen Isoformen bilden Homo- und Heterodimere aus. Die
dimere Struktur erlaubt das Binden von zwei Targetproteinen ausschlie3lich Gber den
N-Terminus des 14-3-3 Proteins, daher wird vermutet, dass es als Adapterprotein
zwischen zwei Proteinen, die ansonsten nicht interagieren kénnten, wirkt (Jones et al.
1995). Die Targetproteine binden dabei mit ihnrem C-Terminus an 14-3-3 (Oecking und
Hagemann 1999). Zudem ist es mdglich, dass nicht-phosphorylierte Proteine Uber
Intermediar Proteine mit 14-3-3 interagieren (Johnson et al. 2010).

14-3-3 ist als Multigenfamilie organisiert. Fir Arabidopsis wurden 15 Gene entdeckt
von denen 13 transkribiert sind (DeLille et al. 2001; Rosenquist et al. 2001). Ein Exon
basiertes Alignment der Sequenzen lie® Wu und Mitarbeiter (1997) die bis dahin
entdeckten zehn Isoformen in Epsilon und Nicht-Epsilon klassifizieren. Bei
Untersuchungen an der Fabaceae Glycine max wurden 18 Gene entdeckt, von denen
16 exprimiert sind (Li und Dhaubhadel 2011). Kleinere Genfamilien sind fur Nicotiana
tabacum und Populus mit jeweils sechs Isoformen (Piotrowski und Oecking 1998;
Lapointe et al. 2001) sowie Eukalyptus mit vier Isoformen (Furtado et al. 2007)

bekannt. Die Genfamilie ist stark konserviert. Die in Arabidopsis entdeckten Isoformen
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zeigen im ,core” des Proteins eine Ubereinstimmung der Aminosauren von 51 %, im
N-Terminus 14 %. Lediglich der C-Terminus ist sehr variabel mit 0 % Homologie der
Aminosauren (Ferl et al. 1999). Eine weitere Studie an Arabidopsis ergab eine
DNA-Sequenz Homologie von bis zu 86 % zwischen verschiedenen Isoformen (Wu et
al. 1997). Die hohe Konservierung von 14-3-3 Proteinen, selbst zwischen Pflanzen
und Saugetieren, lasst vermuten, dass alle 14-3-3 Isoformen dieselben Targetproteine
binden konnen, allerdings mit unterschiedlichen Bindungsspezifitaten (Finnie et al.
2000).

Zu Prozessen, in die pflanzliche 14-3-3 Proteine involviert sind, gehéren: Kontrolle des
Zellzyklus, Differenzierung, Apoptose, zielgenauer Transport von Proteinen zu
verschiedenen  zellularen Orten sowie die Koordination verschiedener
Signaltransduktionswege (Palmgren et al. 1998; Finnie et al. 2000; Roberts 2000;
Aducci et al. 2002).

Eine besondere Rolle kommt den 14-3-3 Proteinen im Primarmetabolismus von
Pflanzen zu. Far-Western-Blot Versuche zeigten, dass 14-3-3 u.a. Saccharose-
Phosphat Synthase, Trehalose-6-Phosphat Synthase und Glutamin Synthetase bindet
und damit, durch Regulation der Schlisselenzyme, am Kohlenstoff bzw.
Stickstoffstoffwechsel beteiligt sind (Moorhead et al. 1999). Glutamin Synthetase ist
beispielsweise ein Kandidatengen fir die Kernholzbildung, Genexpressionsstudien
ergaben in der Splint-Kern-Ubergangszone von Robinie im Sommer eine 2,2fach
héhere Expression als im Herbst (Yang et al. 2004).

Im Kohlenstoff Metabolismus reguliert 14-3-3 Saccharose-Phosphat Synthase (SPS)
auf posttranslationaler Ebene. Dabei wurde sowohl eine Aktivierung als auch eine
Inhibierung des Enzyms festgestellt (Toroser et al. 1998; Moorhead et al. 1999). SPS
kommt eine Schllsselrolle bei der Regulierung der Saccharose Synthese zu (Huber
und Israel 1982; Stitt et al. 1988). Versuche an transgenen Arabidopsis Pflanzen mit
reduzierter 14-3-3-Aktivitdt ergaben eine erhdhte Starke-Akkumulation. Die Autoren
vermuten, dass 14-3-3 die Starkesynthese inhibiert (Sehnke et al. 2001). Ahnliche
Beobachtungen ergaben sich fir Kartoffel. Hier fuhrt eine niedrige Expression von
14-3-3 zu erhohter Aktivitat von SPS und Nitratreduktase (NR) und damit zu héheren
Saccharose-, Nitrat- und Starke-Leveln (Zuk et al. 2005). Die gleiche Korrelation
zwischen SPS-Aktivitat und 14-3-3 Expression wurde flr Tomate festgestellt (Wang et
al. 2014). Es wird vermutet, dass die Aktivitat von 14-3-3 zur Synthese von
Kohlenhydraten bzw. deren Speicherung fuhren kann, oder durch Inaktivierung des
Kohlenhydrat Metabolismus und Aktivierung der Stickstoff-Assimilation zur Synthese
von Aminosauren (Comparot et al. 2003).

Der Zusammenhang zwischen SPS und der Kernholzbildung wurde von Hauch und
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Magel (1998) mittels Messung von Enzymaktivitaten untersucht. Die Aktivitat von SPS
war dabei eher gering. Die hochste Aktivitat wurde im mittleren und inneren Splint mit
bis zu 1,2 nkat (mg Protein)" festgestellt. In radialer Richtung (sowohl Richtung
Phloem als auch Splint-Kern-Ubergangszone) nahm die Aktivitat weiter ab. Zudem
zeigte die Aktivitdt eine Saisonabhangigkeit. Im Mai wurde die hdchste Aktivitat im
Vergleich zu anderen Geweben im mittleren Splint gemessen, im November hingegen
im inneren Splint. In der Splint-Kern-Ubergangszone war die Aktivitdt von SPS im
Januar mit Abstand am hoéchsten. Hohe SPS-Konzentrationen im inneren Splint, bei
gleichzeitig hoher Konzentration von SuSy in der Splint-Kern-Ubergangszone im
Herbst, lassen vermuten, dass die fir die Kernholzbildung benétigte Saccharose u.a.
im inneren Splint synthetisiert wird. Die Genexpressionsstudien im Rahmen dieser
Arbeit werden zeigen, ob 14-3-3 mit diesem Prozess in Zusammenhang steht.

14-3-3 Proteine sind an der Regulation des lonentransports beteiligt: Eine Isoform
bindet an H*-ATPase (Emi et al. 2001). H*-ATPase exportiert Protonen, mithilfe eines
elektrochemischen Gradienten, durch die Plasmamembran. Dies dient dem Transport
von lonen, Reservesubstanzen und Wasser (Palmgren 1998; Comparot et al. 2003).
Ein 14-3-3 Dimer bildet dabei einen Komplex mit der C-terminalen
autoinhibitorischen H'-ATPase Domane (Oecking et al. 1997). Die Regulierung
von Nitratreduktase und H*-ATPase durch 14-3-3 steht bisher im Zusammenhang
mit dem Nitratassimilationsweg, der es Pflanzen erlaubt, Nitrat im Boden in
verwertbaren Stickstoff umzuwandeln (Ferl et al. 1999). H*-ATPase ist aber auch in
den Prozess der Kernholzbildung involviert. Das Enzym steht im Zusammenhang mit
Prozessen, die Energie bendtigen. ATPase zeigt hohe Aktivitaten in der Splint-Kern-
Ubergangszone von Acacia nilotica. Studien zur Biosynthese von sekundéren
Komponenten zeigen, dass deren Bildung nicht ohne Degradierung und Neuaufbau
durch Primarmetabolite mdglich ist. Dies beinhaltet Schritte, die Energie bendtigen.
Méglicherweise trifft dies auch auf die Bildung von phenolischen Komponenten zu
(Hillis 1977; Shah et al. 1981). In der Splint-Kern-Ubergangszone von Robinie ist H'-
ATPase im Sommer 2,6 starker exprimiert als im November (Yang et al. 2004).
Peroxidase stellt einen weiteren Bindungspartner der 14-3-3 Familie in Arabidopsis
dar (Zhang et al. 1997). Ein Zusammenhang von Peroxidasen und der Oxidation von
phenolischen Komponenten wahrend der Kernholzbildung (bei Juglans nigra) wird
diskutiert (Dehon et al. 2002).

Aufgrund der Tatsache, dass 14-3-3 sowohl an Signalwegen der Zuckersynthese
(SPS) und Zuckerspeicherung (Starkesynthese), als auch an der Nahrstoffaufnahme
(mittels H*-ATPase) und Metabolismus (liber NR) beteiligt sind, wird vermutet, dass

14-3-3 eine Rolle als globaler Kontrollmechanismus in der Koordination von Energie
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und Nahrstoffen zukommt, sodass Energiereserven angemessen aufgeteilt werden
(Comparot et al. 2003; Roberts 2003; Denison et al. 2011).

Weitere Untersuchungen zur Interaktion mit 14-3-3 Targetproteinen lassen
Spekulationen einer Verbindung zur Kernholzbildung zu. So interagieren 14-3-3
Isoformen mit Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise G-Box. G-Box sind moderat
konservierte Elemente in Promotoren von Genen, die fir die Expression des
entsprechenden Gens verantwortlich sind (Comparot et al. 2003). Entsprechende
G-Box Sequenzmotive wurden auch an Promotern von Chalkonsynthase Genen,
einem starken Marker der Kernholzbildung, gefunden. Untersucht wurden CHS Gene
aus Phaseolus vulgaris, das wie die Robinie zur Familie der Fabaceae gehdrt (Faktor
et al. 1996).

In Arabidopsis wurden 14-3-3 Proteine entdeckt, die ein EF-hand like Motiv in der C-
terminalen Region aufweisen, was Interaktionen mit Calcium zuldsst (Lu et al. 1994).
Bei Genexpressionsstudien an Kandidatengenen fur die Kernholbildung in Juglans
nigra wurde ein ahnliches Calcium interagierendes EF-hand like Motiv gefunden
(JnCML-like), das in der Splint-Kern-Ubergangszone im Herbst fiinfmal starker
exprimiert ist als im Sommer. In anderen Geweben zeigte sich eine deutlich
schwachere Expression. Die Autoren vermuten daher einen Zusammenhang von
JnCML-like und der Kernholzbildung (Huang et al. 2011). In Glycine max interagiert
14-3-3 mit dem GmMYB176 Transkriptionsfaktor, vermutlich ist es dabei in den
Transport vom Nukleus in das Cytosol eingebunden (Dhaubhadel und Li 2010; Li et al.
2012). GmMYB176 reguliert die Genexpression einer CHS Isoform und beeinflusst so
die Isoflavonoidbiosynthese (Yi et al. 2010), was Ubertragen auf die Robinie, einen
indirekten Einfluss auf die Kernholzbildung bedeuten wiirde.

Weitere Funktionen von 14-3-3 finden sich in der Pathogenabwehr sowie der
biotischen und abiotischen Stressabwehr, beispielsweise bei Pappel und
Pseudomonas (Seehaus und Tenhaken 1998; Lapointe et al. 2001), oder
Umwelteinflissen wie Mineralmangel bei Tomate (Xu und Shi 2006). In
Zusammenhang mit der Stressabwehr konnte in der Pappel eine Korrelation von
14-3-3 und PAL festgestellt werden. Nach mechanischer Verwundung sowie unter
Induktion der Pathogenabwehr durch Behandlung mit Chitosan und Methyl-Jasmonat
kam es zu einer gleichzeitig verstarkten Akkumulation von 14-3-3 und PAL. Das
Zusammenspiel der beiden bei Abwehrreaktionen blieb allerdings unverstanden
(Lapointe et al. 2001). Das 14-3-3 Gen scheint nicht nur auf transkriptioneller Ebene
reguliert zu werden. So zeigten Roberts und Bowles (1999) anhand von Studien an
Tomate, dass bei Fusicoccin induzierten Abwehrreaktionen nur vier von zehn 14-3-3

Isoformen eine Steigerung der Transkriptmenge aufweisen.
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Die Expression von 14-3-3 bei Trockenstress in Pinus taeda (Lorenz et al. 2006) lasst
Spekulationen Uber einen Zusammenhang zum verringerten Wassergehalt wahrend
der Kernholzbildung zu.

In Pisum sativum formen 14-3-3 Proteine einen Komplex mit HSP70 und fir die
Chloroplasten bestimmten Prakursor-Proteinen. Der Komplex erleichtert die
Translokation (May und Soll 2000).

Es wird vermutet, dass 14-3-3 in vielen weiteren Prozessen eine Rolle spielt. Es gilt
als unwahrscheinlich, dass in komplexen Signalwegen oder Netzwerken 14-3-3 nicht

zumindest an einer Stelle interagiert (Denison et al. 2011).

1.5.3 Chalkonsynthase

Chalkonsynthase (CHS) ist ein Schliisselenzym der Flavonoidbiosynthese. Flavonoide
stellen in der Robinie die wichtigste Klasse von Kerninhaltsstoffen dar. Das Enzym
kommt ubiquitér in héheren Pflanzen vor. CHS ist als Genfamilie organisiert, deren
Expression durch exogene und indogene Faktoren reguliert wird. In der Robinie weist
die CHS Familie sechs Mitglieder auf (Lange 2009). Das funktionelle CHS-Enzym, ein
Homodimer, ist aus zwei CHS-Proteinuntereinheiten mit jeweils gleichem
Molekulargewicht aufgebaut (Kreuzaler et al. 1979). Chalkonsynthase ist im Cytosol
lokalisiert und mit Mechanismen des Endoplasmatischen Retikulums verknulpft
(Hrazdina und Jensen 1992). Aufgrund der Bedeutung der Flavonoide fiir Wachstum
und Entwicklung von Pflanzen wurde die Genfamilie intensiv erforscht.

Das codierende Gen ist ein starker Marker fur die Kernholzbildung. Die
Kernholzbildung zeichnet sich durch ein Umschalten vom Primar- hin zum
Sekundarmetabolismus aus (vgl. Kapitel 1.1). Dabei werden die Reaktionsprodukte
der Saccharose Synthase zunachst der Glykolyse zugefihrt, im Weiteren dienen sie
der Synthese der phenolischen Komponenten (Kerninhaltstoffe). Dabei gelangen
UDP-Glucose, Fructose und Glucose zundchst zum oxidativen Pentosephosphat-
Zyklus (0PPZ). Dieser liefert verschiedene Zuckerphosphate u.a. fur den Shikimatweg,
der ein Bindeglied zwischen Primarmetabolismus und der Synthese aromatischer
Verbindungen ist. Der Shikimatweg liefert die Grundbausteine fur den
Phenylpropanstoffwechsel (PPS), mit PAL als erstem Enzym, und schlieRlich fur die
Flavonoidsynthese, mit ihrem Schlisselenzym CHS (Magel et al. 2001b). Das Enzym
katalysiert die Kondensation von Cumaroyl-CoA aus dem PPS mit drei Malonyl-CoA
zu Naringenin-Chalkon unter Freisetzung von drei CO2 und vier Coenzym A. Das

resultierende Naringenin-Chalkon ist das Grundgerust aller Flavonoide (Heller und
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Forkmann 1988; Hahlbrock und Scheel 1989). Magel und Mitarbeiter (1991)
untersuchten die Aktivitat von CHS in Stammquerschnitten der Robinie. Die Aktivitat
des Enzyms beschrankte sich fast ausschlieBlich auf die Splint-Kern-Ubergangszone,
mit hochsten Aktivitaten gegen Ende der Vegetationsperiode. In dieser Zeit kommt es
in der Robinie zur Akkumulation der Kerninhaltsstoffe Dihydrorobinetin und Robinetin
(Magel et al. 1994). Saisonale Genexpressionsstudien unterstutzen diese Ergebnisse.
Es ergab sich eine Expression verschiedener Mitglieder der CHS-Genfamilie nahezu
ausschlieRlich in der Splint-Kern-Ubergangszone, mit hdchster Expression in den
Sommermonaten (Lange 2009). Microarray Untersuchungen von Yang und
Mitarbeitern (2003; 2004) zeigen ebenfalls eine signifikant hohere Expression von
CHS in der Splint-Kern-Ubergangszone, verglichen mit Splint und Phloem. Auch hier
wurde die starkste Expression im Sommer gemessen (im Juli 2,8fach hdher als im
November).

CHS wird, laut den meisten Studien, transkriptionell, also durch die Zu- oder Abnahme
von Transkriptmengen reguliert (Lawton und Lamb 1987), so ergaben Western
Immunblotting Versuche in Juglans nigra (ein obligater Farbkernbildner wie die
Robinie) eine Korrelation der Akkumulation von CHS Protein mit der Menge an
Transkript (Beritognolo et al. 2002). Auch hier trat die hochste Expression des CHS
Gens in der Splint-Kern-Ubergangszone auf. In der Robinie korrelieren Proteingehalt
und Enzymaktivitat (Magel und Huabner 1997), was ein weiterer Hinweis auf die
transkriptionelle Regulierung der Chalkonsynthase ist. Das Enzym konnte dabei
ausschlieRlich in der Splint-Kern-Ubergangszone nachgewiesen werden.

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten CHS Gen handelt es sich um das von Lange
(2009) identifizierte RpCHS3 Gen. Von allen CHS Genen dieser Studie wies RoCHS3
die starkste Expression in der Splint-Kern-Ubergangszone in den Sommermonaten auf
und wurde deshalb ausgewahlt. Dieses Gen ist identisch mit dem als genspezifische

Sonde genutzten CHS Genfragment von Yang und Mitarbeitern (2004).

1.5.4 Phenylalanin-Ammonium-Lyase

Die Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) ist das Eingangs- und Schllisselenzym des
Phenylpropanstoffwechsels, das codierende Gen ist damit ein Markergen der
Kernholzbildung. PAL katalysiert die Desaminierung der Aminosaure L-Phenylalanin
zu Trans-Zimtsdure. Es folgt die Reaktion zu Cumaroyl-CoA, welches das
Ausgangssubstrat der Flavonoidsynthese ist (Hanson und Havir 1981; Magel et al.

1991). Das funktionelle PAL-Enzym setzt sich aus vier Untereinheiten mit jeweils
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gleichem Molekulargewicht zusammen, es ist somit ein Homo-Tetramer (Campbell
und Ellis 1992). Es ist im Cytosol und den Plastiden lokalisiert, konnte aber auch im
Golgi Apparat und am Endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen werden. Auch
PAL ist, zumeist als relativ kleine, Genfamilie organisiert, mit beispielsweise vier
Mitgliedern fur Arabidopsis (Goujon et al. 2003) und Petroselinum crispum (Logemann
et al. 1995). Grolkere Genfamilien codieren PAL in Pinus banksiana, mit acht bis zehn
Mitgliedern (Butland et al. 1998) sowie Kartoffel, mit 40-50 Mitgliedern (Joos und
Hahlbrock 1992). Untersuchungen an Robinia pseudoacacia ergaben vier
verschiedene Gene, von denen drei exprimiert werden (Lange 2009). Biochemische
Untersuchungen ergaben Enzymaktivitaten sowohl in der Splint-Kern-Ubergangszone,
als auch im aufersten Jahrring des Splintholzes, wahrend im restlichen Splint keine
Aktivitdt gemessen wurde. Dies zeigt, dass PAL neben der Kerninhaltsstoffsynthese
auch an der Synthese von Lignin oder dessen Vorstufen beteiligt ist (Magel et al.
1991). In der Splint-Kern-Ubergangszone weist PAL im September und November die
héchsten Aktivitaten auf, was mit dem Zeitpunkt der Kernholzbildung Gbereinstimmt.
Genexpressionsstudien an der Robinie (Lange 2009) bestatigen dieses Muster. So
konnte Transkript sowohl im differenzierenden Xylem (starkste Expression im Mai und
Juli), als auch in der Splint-Kern-Ubergangszone (starkste Expression im Juli und
August) detektiert werden. Auch Yang und Mitarbeiter (2004) zeigten mittels
Microarrays eine im Sommer um den Faktor 3,3 erhdhte Transkriptmenge gegentber
dem Herbst. Anders als CHS wird PAL nicht allein auf Genexpressionsebene reguliert.
So stellten Magel und Hibner (1997) keine Korrelation zwischen katalytischer Aktivitat
und dem Enzymproteingehalt fest. Trotz ahnlich hoher Gehalte an PAL-Protein in allen
Splintbereichen wurden lediglich im differenzierenden Xylem und in der Splint-Kern-
Ubergangszone hohe PAL-Aktivitaten, in den mittleren Splintholzbereichen dagegen
niedrige oder keine PAL-Aktivitdt gemessen, was die Autoren auf eine Regulation der

Enzymaktivitat durch den intrazellularen Zimtsauregehalt schlie3en Iasst.

1.6 Lasermikrodissektion

Die Lasermikrodissektion (LMD) ist eine vielseitig einsetzbare Technik, die eine
kontaktfreie, spezifische Isolation einzelner Zellen aus einem inhomogenen Gewebe
erlaubt. Die isolierten Zellen kdnnen im Weiteren beispielsweise molekularbiologisch
oder biochemisch analysiert werden. Aufbau und Prinzip des in dieser Arbeit

verwendeten PALM® MicroBeam Systems (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Miinchen)
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werden in Kapitel 2.3 ausfihrlich erlautert.

Die Technik fand zunachst in der Medizin Anwendung. Besonders in der
Krebsforschung spielt sie eine Rolle. So konnte beispielsweise das Problem der
spezifischen lIsolierung einzelner Tumorepithelzellen, zur weiteren DNA- bzw. RNA-
Analyse, geldst werden (Rubin 2001). Mittlerweile findet die Lasermikrodissektion
auch in der Forschung an Pflanzen Anwendung. So isolierten Asano und Mitarbeiter
(2002) einzelne Phloemzellen aus Reis, um eine cDNA-Bibliothek zu generieren. Das
Ausgangsmaterial wurde dabei in Aceton fixiert und kryoeingebettet. Nach der
Anfertigung von Gefrierschnitten konnten die Proben der Lasermikrodissektion
zugefuhrt werden. Die extrahierte RNA wurde mithilfe der T7-RNA-Polymerase
amplifiziert, worauf die reverse Transkription in cDNA folgte. Diese Fixiermethoden
sind von Protokollen zur Untersuchung tierischer Zellen abgeleitet und fir Holz
problematisch. Da Pflanzenzellen Vakuolen aufweisen, verlieren die Gewebe bei
Gefrierschnitten an Stabilitat. Zudem kommt es zu einem Verlust an Gewebeintegritat
durch das Einfrieren und Auftauen wahrend des Prozesses, was die histologische
Identifikation einzelner Zellen erschwert (Kerk et al. 2003). Holz lagert in seinen
Zellwanden Lignin ein, was eine Fixierung noch erschwert.

Das Ziel der Fixierung ist es biologische Prozesse zu stoppen und die Integritat der
Probe wahrend der Isolierung der Zielzellen zu gewahrleisten (Day et al. 2005). Fur
die vorliegende Arbeit ist es wichtig, bei der Fixierung histologische Details zu
bewahren, um Radial- und Axialparenchyme identifizieren zu kénnen. Gleichzeitig gilt
es, die Integritat der RNA, fir darauffolgende Genexpressionsstudien,
aufrechtzuerhalten. In der Literatur finden sich zwei Ansatze zur Fixierung von
Geweben zur anschlieBenden Lasermikrodissektion. Auf der einen Seite finden sich
vernetzende (,cross-linking“) Methoden, unter Verwendung von Formaldehyd. Auf der
anderen Seite werden prazipitierende Methoden unter Verwendung von Ethanol-
Essigsaure (Farmer-Losung) oder Aceton-Mischungen beschrieben. Beiden Methoden
folgt eine Paraffin- bzw. Kryoeinbettung. Die prazipitierende Methode erwies sich als
vorteilhaft, um qualitativ hochwertige RNA aus Mauseleber zu extrahieren
(Goldsworthy et al. 1999). In Pflanzen wurde mit dieser Methode eine um den Faktor
drei erhdhte RNA-Ausbeute gegenuber vernetzenden Methoden erreicht, was die
Autoren vermuten lasst, dass signifikante Mengen RNA an das Formaldehyd binden
(Kerk et al. 2003). Allerdings ist das anschlie’ende Einbetten in Paraffin, inklusive
einer Inkubation bei 65 °C, mit einer Degradierung der RNA verbunden. Die
resultierende cDNA ist fragmentiert und kann flr Genexpressionsstudien nicht mehr
verwendet werden (Deeken et al. 2008).

Nakazono und Mitarbeiter (2003) kombinierten als erste Lasermikrodissektion und
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Genexpressionsstudien an Pflanzen. Die Dunnschnitte von Maiskeimlingen wurden
mit einer Ethanol-Essigsaure-Losung fixiert und anschlieRend kryoeingebettet. Es
folgten die RNA-Amplifikation und die Hybridisierung an Microarrays.

Vorherige Studien an Holz auf zellularer Ebene fanden mithilfe manueller Dissektion
der Gewebe statt (Goué et al. 2008; Goué et al. 2012). Die Isolierung erfolgte also
,svon Hand“. Die Lasermikrodissektion stellt somit einen Fortschritt der
Dissektionsmethodik dar. Mittlerweile wird die Methode beispielsweise flir chemische
Holzuntersuchungen auf zellularer Ebene eingesetzt (Zheng et al. 2014). Die ersten
Genexpressionsstudien an lasermikrodissektiertem Material an Holz erfolgten an der
Pappel (Larisch et al. 2012; Larisch 2013). Die Mikrotomschnitte wurden hier mittels
einer modifizierten Farmer-Losung fixiert und in Paraffin eingebettet. Anschlief3end
erfolgten Genexpressionsstudien mittels Real-Time PCR und Microarrays.

Bei allen genannten molekularbiologischen Studien war eine Amplifikation der RNA
ndtig, bevor Genexpressionsstudien durchgefihrt werden konnten. Mithilfe der
Lasermikrodissektion ist es zwar mdglich, qualitativ hochreine RNA zu gewinnen,
allerdings in sehr geringen Mengen (im Nanogramm- bis Piktogramm-Bereich). Um
genug Ausgangsmaterial fir die reverse Transkription in cDNA zu erhalten, ist eine
Amplifikation der RNA notwendig (Kehr 2003). Das Enzym T7-RNA-Polymerase sowie
ahnliche PCR-basierte Methoden wurden in bisherigen Studien vorrangig verwendet.
Mittlerweile werden auch kommerzielle Kits vertrieben, die in aktuelleren Studien
verwendet wurden (Deeken et al. 2008; Larisch et al. 2012; Larisch 2013; Schuller et
al. 2014).

1.7 Ziele der Arbeit

Im ersten Teil dieser Arbeit werden die Kandidatengene fiir die Kernholzbildung HS70
und 14-3-3 fir Robinia pseudoacacia L. identifiziert. Dazu wird zunachst mittels PCR,
mit eigens zu erstellenden degenerierten und genspezifischen Primern, die DNA-
Sequenz eines Genfragments erarbeitet. Eine anschlieRende Klonierung gibt dariber
Aufschluss, ob die Kandidatengene in der Robinie als Genfamilie vorliegen. Im
Weiteren werden Genexpressionsstudien fur HS70 und 14-3-3, mittels Real-Time
PCR, an verschiedenen Geweben des Xylems der Robinie durchgeflhrt. Anhand der
Genexpressionsstudien kann erdrtert werden, ob es sich bei den Kandidatengenen

tatsachlich um Markergene der Kernholzbildung handelt. Zum Vergleich und als
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Validierung werden auch Expressionsdaten fur die Markergene RpCHS3 und RpPAL1

ermittelt.

Im zweiten Teil wird eine Methode zur getrennten Isolierung von Axial- und
Radialparenchym mittels Lasermikrodissektion entwickelt. Zu Beginn dieser Arbeit
waren nur wenige und aufwendige Methoden zur Lasermikrodissektion von Zellen mit
anschlieRenden Genexpressionsstudien am Werkstoff Holz bekannt. Daher wird ein
reproduzierbares und einfacher zu handhabendes Assay erarbeitet. Das Assay
umfasst dabei die Aufarbeitung von Robinienstammquerschnitten, Anfertigung von
Dunnschnitten, Fixierung  der  Dunnschnitte auf einem  Objekttrager,
Lasermikrodissektion von axialen und radialen Parenchymen, Extraktion von RNA,
reverse Transkription und Amplifikation des Transkriptoms sowie schliel3lich
Genexpressionsstudien mittels Real-Time PCR. Bei der Entwicklung der Methode ist
darauf zu achten, dass einerseits histologische Details nach der Fixierung erkennbar
bleiben. Gleichzeitig muss die Qualitadt und Integritat der RNA erhalten bleiben, um
Genexpressionsstudien durchfuhren zu kénnen. Die Genexpressionsstudien zur Rolle
von axialen und radialen Parenchymgeweben werden fir die Kandidatengene 14-3-3
und HS70 sowie flr die Markergene der Kernholzbildung RpCHS3 und RpPAL1
durchgeflhrt.

Alle bisherigen Genexpressionsstudien zur Kernholzbildung befassten sich mit
groReren Gewebeabschnitten. Studien mit einzelnen Zelltypen als Ausgangsmaterial
waren zu Beginn dieser Arbeit nicht bekannt. Einzig wenige mikroskopische und
biochemische Studien zum Einfluss der verschiedenen Parenchyme zum Prozess der
Kernholzbildung wurden bisher veréffentlicht. Anhand der einzeln isolierten
Parenchyme werden diese Genexpressionsstudien folgen. Nachdem der
genspezifische Beitrag von RpCHS3 und RpPAL1 an der Kernholzbildung der Robinie
in vorherigen Arbeiten aufgedeckt wurde, wird diese Arbeit die zellulare Ebene

einbeziehen und den Beitrag der Axial- bzw. Radialparenchyme erlautern.

24



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Im Laufe dieser Arbeit wurden zwei Probensets analysiert. Zum einen stand
gefriergetrocknetes, homogenisiertes Holzmehl der Robinie zur Verfugung (alter
Laborbestand). Es handelte sich dabei um ein Set von zwei Individuen, jeweils an vier
Probenzeitpunkten gewonnen, wahrend der Vegetationsperiode des Jahres 2008.
Anhand dieser Proben sollte mittels Genexpressionsstudien festgestellt werden, ob es
sich bei den untersuchten Kandidatengenen um Markergene der Kernholzbildung
handelt. Zusatzlich wurde im Laufe des Jahres 2012/2013 ein Set aus jeweils zwei
Individuen (Stammquerschnitte) an funf Probenzeitpunkten selbst zusammengestellt.
Diese Proben sollten einerseits die Ergebnisse der ersten Genexpressionsstudie
validieren. Zum zweiten sollten Axial- und Radialparenchym mittels
Lasermikrodissektion getrennt voneinander aufgearbeitet und analysiert werden.

Far Vorversuche wurde der Ast einer ca. 3 Jahre alten Robinie aus dem Arboretum

des Thinen Instituts gefriergetrocknet und bei -80 °C gelagert (Probenname Baum 1).

2.1.1 Proben des Jahres 2012

Im Laufe der Vegetationsperiode 2012/2013 wurden Stammquerschnitte von jeweils
zwei Baumen (mit Ausnahme des Julis, hier nur ein Individuum) pro
Probenahmezeitpunkt beschafft.

Die Baume wurden mit Genehmigung der Revierforstereien Volksdorf und Bergedorf
an Waldstandorten am Bornkampsweg, Volksdorf, und Walter-Hammer-Weg,
Bergedorf gefallt.

Um die RNA fur spatere Genexpressionsstudien in einem qualitativ guten Zustand zu
bewahren, erfolgte die Probenahme angelehnt an ein Protokoll von Uggla und
Sundberg (2002). Gesunde Robinien mit Stammquerschnitten von 20 bis 40 cm
wurden gefallt. Der Transport der Querschnitte erfolgte auf Trockeneis. Im Labor
wurden die Proben mit flissigem Stickstoff schockgefroren, mit einem Stechbeitel in
,Kuchenstiicke“ aufgeteilt und bei -80 °C gelagert. Eine Ubersicht der beschafften
Proben zeigt Tabelle 2-1.
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Tabelle 2-1: Probennummer, Féllort und Féllzeitpunkt der Robinienproben des Jahres 2012/2013.

Probennummer | Fallort Fallzeitpunkt
2012_Jun1 Volksdorf | 05.06.2012
2012_Jun2 Bergedorf | 13.06.2012
2012_Jul Volksdorf | 25.07.2012
2012_Sep1 Volksdorf | 26.09.2012
2012_Sep2 Volksdorf | 26.09.2012
2012_Dez1 Volksdorf | 13.12.2012
2012_Dez2 Volksdorf | 13.12.2012
2013_Mar1 Volksdorf | 05.03.2013
2013_Mar2 Volksdorf | 05.03.2013

Fir Genexpressionsstudien an RNA aus homogenisiertem Material (keine Isolierung

der verschiedenen Parenchyme mittels Lasermikrodissektion) wurde jeweils ein

~Kuchenstick® der Querschnitte fir sieben Tage gefriergetrocknet und bis zur weiteren

Aufarbeitung vakuumverschweisst bei -20 °C gelagert. Zur Praparation der einzelnen

Gewebeabschnitte wurden die Proben im Exsikkator auf Raumtemperatur gebracht.

Die einzelnen Gewebezonen (vgl. Abbildung 2-1) wurden mithilfe von Stechbeitel und

Skalpell unter dem Stereomikroskop (Leica EZ 4; Leica Mikrosysteme, Wetzlar)

freigelegt. Die Aufteilung erfolgte in Phloem (Ph), auBerer Splint (OS, etwa ein

Jahrring), mittlerer Splint (MS, etwa zwei Jahrringe), innerer Splint (IS, etwa zwei

Jahrringe) und Splint-Kern-Ubergangszone (TZ, etwa ein Jahrring). Mit einer sterilen

Reibe wurden von jeder Zone ca. 50 mg Holzmehl abgetragen. Eine Beschreibung der

Aufbereitung von Holzmaterial fir die Lasermikrodissektion findet sich in Kapitel 2.3.2.
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At ) 2 E
HW TZIS MS 0S5 Ph
Abbildung 2-1: Querschnitt eines Robinienstammes. Der vergroRerte Ausschnitt zeigt exemplarisch

die einzelnen Gewebezonen. Kernholz (HW), Splint-Kern-Ubergangszone (TZ), innerer Splint (IS),
mittlerer Splint (MS), duBerer Splint (OS), Phloem (Ph) (Quelle: modifiziert nach Lange 2009).
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2.1.2 Proben des Jahres 2008

Bei diesem Probenset handelte es sich um gefriergetrocknetes, bei -80 °C gelagertes,
homogenisiertes Holzmehl der verschieden Gewebezonen der Robinie. Leider stand
nicht fir jedes Individuum Holzmehl aller Zonen zur Verfiigung. Einen Uberblick tber
die Proben gibt Tabelle 2-2.

Tabelle 2-2: Probennummer, Fallzeitpunkt und als Holzmehl vorhandene Gewebezonen der
Robinienproben des Jahres 2008. Fir mit x gekennzeichnete Gewebezonen lag fiur das jeweilige
Individuum gefriergetrocknetes Holzmehl vor. Abklrzungen: Phloem (Ph), duRerer Splint (OS), mittlerer
Splint (MS), innerer Splint (IS), Ubergangszone (TZ).

Probennummer | Fallzeitpunkt | Als Holzmehl vorhandene Gewebezonen
Ph OS MS IS TZ

2008 _Apr1 20.04.2008 | x X X X X
2008 Apr2 20.04.2008 | x X X X X
2008_Jun1 23.06.2008 | x X X X
2008_Jun2 23.06.2008 | x X X

2008_Okt1 28.10.2008 | x X X X X
2008 Okt2 28.10.2008 | x X X X X
2008 Nov1 30.11.2008 | x X X X X
2008 Nov2 30.11.2008 | x X X X X

2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle selbst angesetzten wassrigen Losungen und Verdinnungen wurden, sofern nicht
anders angegeben, unter Verwendung von Reinstwasser angesetzt, welches von
einer Reinstwasseranlage ,Barnstead Nanopure“ der Firma Thermo Scientific,
Waltham, USA aufbereitet wurde. RNase-freies Reinstwasser (DEPC H,O) wurde
folgendermalen angesetzt: 1 ml Diethylpyrocarbonat wurde in 1 | Reinstwasser
emulgiert. Die Losung wurde anschlief3end fur 30 min bei 121 °C autoklaviert. Vor und
nach samtlichen Versuchen wurden die Oberflichen mit DNA AWAY® (Carl Roth,
Karlsruhe) gereinigt, um das Risiko einer Kontamination mit Fremd-DNA zu

minimieren. In den folgenden Tabellen sind die verwendeten Gerate (Tabelle 2-3),
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Chemikalien und Verbrauchsmaterialien (Tabelle 2-4) sowie Kits (Tabelle 2-5)

dargestellt.

Tabelle 2-3: Verwendete Gerate

Analysenwaage

Explorer; OHAUS, USA

Autoklav

Varioklav T25; Thermo Scientific, Waltham, USA

Gelelektrophoreseapparatur

i-MUPID Mini Gel; COSMO BIO Co., Ltd., Tokio,

Japan

Geldokumentation

Gel documentation system mit Universal-Haube
II; BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen

Gefriermikrotom

HM 550; Mikrom, Walldorf mit C-Klinge; Jung,
Heidelberg

Gefriertrocknungsanlage

Heto Powerdry LL1500; Thermo Scientific,
Waltham, USA, mit

Vacuumbrand, Wertheim

Vakuumpumpe RZ6;

Heizblock

Metallblock-Thermostat VLM LS 2;
VLM GmbH, Leopoldshéhe

Kolbenhubpipetten (2,5; 10; 20;

100; 200; 1000 pl)

Eppendorf Research®; Eppendorf AG, Hamburg

Kihl/Gefrierkombination

Bosch

Lasermikrodissektion

PALM® MicroBeam; Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Miinchen

Mikrowellengerat

Panasonic

pH-Meter

Five Easy FE20; Mettler Toledo, Greifensee,

Schweiz

Real-Time PCR-Cycler

Mx3005P® QPCR System; Stratagene
Agilent Technologies, Boblingen

Rotationsschittler mit

Inkubationshaube

SM 30 control, Inkubationshaube TH 30;
Buhler Technologies GmbH, Ratingen

Spektralphotometer

NanoDrop 2000; Thermo Scientific, Waltham,
USA

Stereomikroskop

Leica EZ 4; Leica Mikrosysteme, Wetzlar

Systemmikroskop

Systemmikroskop Bx41 mit E-330 Digitalkamera;
Olympus, Tokio, Japan
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Thermocycler T-Gradient und T-Personal Thermoblock;
Biometra Biomedizinische Analytik GmbH,
Géttingen

Thermoschdttler Heating Block Thermostat; HLC Biotech,

Bovenden

Tiefkhllagerschrank (-80 °C)

HFU 486; Heraeus, Hanau

Vakuumiergerat

Lava V300; Lava, Bad Saulgau

Vortexmischer

MS2 Minishaker; IKA®-Werke GmbH & Co. KG,

Staufen

Zentrifuge

Biofuge Fresco; Heraeus, Kendro Laboratories,

Langenselbold

Tabelle 2-4: Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Adhasive caps

AdhesiveCap 200; Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Minchen

Agar Oxoid Agar No.1; Thermo Scientific, Waltham, USA

Agarose Agarose SERVA research grade; SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

Ampicillin Ampicillin Natriumsalz = 99 %; Carl Roth GmbH & Co KG,

Karlsruhe

Bromphenolblau

Bromphenolblau; Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

DEPC

DEPC = 97 %; Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Chloroform

ROTIPURAN® Chloroform = 99 %, p.a.; Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe

Dimethylformamid

N,N-Dimethylformamid ROTIPURAN®> 99,8 %, p.a; Carl
Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

DNA- GelPilot 100 bp Plus Ladder; Qiagen, Hilden

Fragmentmarker GeneRuler™ 100bp DNA Ladder; Thermo Scientific,
Waltham, USA
Invitrogen 100 bp DNA Ladder; Thermo Scientific, Waltham,
USA

DNA AWAY® Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

EDTA EDTA analytical grade; SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Ethanol p.a. ROTIPURAN® Ethanol = 99,5 %, Ph.Eur., reinst; Carl

Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
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Ethidiumbromid Ethidiumbromid = 98 %; Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Essigsaure Essigsaure 100 %; Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Formaldehyd Formaldehydldsung 37 % zur Analyse; Merck KGaA, Darmstadt

Glycerin Glycerin 85 %; Merck KGaA, Darmstadt

Hefeextrakt Oxoid Yeast Extract; Thermo Scientific, Waltham, USA

Kanamycin Kanamycinsulfat = 750 1.U./mg; Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe

MOPS MOPS = 99,5 (titration); Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen

Natriumacetat Natriumacetat wasserfrei reinst; Merck KGaA, Darmstadt

Natriumchlorid

NaCl krist. reinst; Merck KGaA, Darmstadt

Objekttrager Objekttrager geschliffen 45 °; VWR International GmbH,
Darmstadt

RDD-Puffer RNase-Free DNase Set; Qiagen, Hilden

RNaseOQUT™ RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor; Thermo
Scientific, Waltham, USA

Saccharose Sucrose " Affymetrix USB, Santa Clara, USA

Salzsaure ROTIPURAN?® Salzsidure = 32 %, p.a.; Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe

Sterilfilter Rotilabo® Spritzenfilter, 0,22 ym; Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe

Tissue Tec OCT Tissue Tec; Sakura Finetek Europe B.V., AJ Alphen aan
den Rijn, Niederlande

TRIS TRIS PUFFERAN® = 99,9 %, p.a; Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe

Trypton Oxoid Trypton; Thermo Scientific, Waltham, USA

X-Gal X-Gal =2 99 %; Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
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Tabelle 2-5: Verwendete Kits.

Aufreinigung von PCR-Produkten | QIAquick® PCR Purification Kit; Qiagen, Hilden

DNase-Verdau DNase | Kit; Thermo Scientific, Waltham, USA

Extraktion von Gesamt-RNA aus RNeasy® Plant Mini Kit; Qiagen, Hilden

Gesamtgewebe

Extraktion von RNA aus | RNeasy Plus® Universal Mini Kit; Qiagen, Hilden

dissektiertem Material

Genomamplifikation QuantiTect Whole Transcriptome Kit; Qiagen,
Hilden

Klonierung Qiagen PCR Cloning Kit; Qiagen, Hilden

PCR Taq PCR Core Kit; Qiagen, Hilden

Real-Time PCR Brilliant I SYBR® Green QPCR Master Mix;

Agilent Technologies, Bdblingen

Reverse Transkription SuperScript® Ill First-Strand Synthesis System;
Thermo Scientific, Waltham, USA

2.3 Lasermikrodissektion zur Isolierung von Axial- und

Radialparenchym

2.3.1 Prinzip der Lasermikrodissektion

Die Lasermikrodissektion (LMD) ist eine vielseitig einsetzbare Technik, die eine
kontaktfreie, spezifische Isolation einzelner Zellen aus einem inhomogenen Gewebe
erlaubt. Die isolierten Zellen kdnnen anschlielend fir Genexpressionsstudien
verwendet werden. Fiir diese Arbeit wurde das PALM® MicroBeam System (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Minchen) verwendet, das auf der ,Lasermicrodissection and
pressure catapulting®- (LMPC) Methode basiert (den Aufbau des Systems zeigt
Abbildung 2-2). Dabei werden definierte Gewebe zunachst ausgeschnitten und
anschlie®end katapultiert. Das System beinhaltet einen UV-A-Impulslaser, der an ein
Invertmikroskop gekoppelt ist. Das Mikroskop ist mit einer Kamera ausgestattet, die
mit einem Rechner verbunden ist. Die Steuerung erfolgt iiber die mitgelieferte PALM®

Robo Software.
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Abbildung 2-2: Aufbau des PALM® MicroBeam Systems. 1: inverses Mikroskop; 2: RoboStage; 3:
zentrale Steuereinheit; 4: Festkorperlaser; 5: Steuereinheit des Lasers; 6: Joystick zur Steuerung des
CapMovers; 7: CapMover; 8: Kamera; 9: Rechner zur Steuerung des Systems.

Die Lichtfokussierung erfolgt durch die Objektivliinse, was Schnittdicken von weniger
als 1 uym erlaubt (Abbildung 2-3 zeigt den Strahlengang des Lasers schematisch). Nur
in diesem Bereich ist die Energie des Lasers ausreichend, um Gewebe zu schneiden.
Da das PALM® System einen UV-A-Laser bei einer Wellenlange von A = 355 nm
verwendet, entsteht bei dem ohnehin sehr schnellen Schneiden keine Hitze, das
umliegende Gewebe bleibt somit unbeschadigt. Uber einen angeschlossenen Rechner
wird die RoboStage, auf dem der Objekttrager mit der Probe fixiert ist, bewegt. Der

Laser schneidet dabei entlang einer zuvor mit der Software definierten Linie.
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Abbildung 2-3: Schematische Darstellung des Strahlengangs im PALM® MicroBeam. Der
Laserstrahl wird durch das Mikroskopobjektiv auf die Probe fokussiert. Nach dem Schneiden wird das
ausgeschnittene Areal durch einen Laserimpuls in das Sammelgefald katapultiert (Quelle: Broschure ,The
PALM® family“, Carl Zeiss Microlmaging GmbH).

Das Katapultieren des ausgeschnittenen Gewebes erfolgt ebenfalls durch den Laser
kontaktfrei, durch einen finalen Impuls des Lichts aul’erhalb der Fokusebene. Die
ausgeschnittenen Areale werden dabei mehrere Millimeter gegen die Schwerkraft
katapultiert. Dies erlaubt einen kontaktfreien Transport in ,adhasive caps® (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Munchen). Hierbei handelt es sich um 0,5 ml Reaktionsgefalle
deren Deckel mit einem opaken Haftmittel beschichtet sind, was eine pufferfreie
Dissektaufnahme ermdglicht. Uber die ,Checkpoint® Position kann mikroskopisch
uberpruft werden, ob die Gewebestlicke vollstandig in das ,adhasive cap“ katapultiert
wurden. Mithilfe des ,CapMovers® kann die Position des ,caps“ dabei verandert

werden.

Durch diese kontakt- und kontaminationsfreie Technik kdnnen selbst lebendige
Organismen wie der Fadenwurm Caenorhabditis elegans ausgeschnitten und
transportiert werden, ohne die Vitalitdt der Zellen zu verschlechtern (Quelle: Video-

Demonstration, LCM-Workshop 2011, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Minchen).

2.3.2 Vorbereitung des Probenmaterials
Aus den bei -80 °C gelagerten Robinienproben wurden mithilfe von Sage und

Stechbeitel ca. 1-2 cm? groRe Kldtzchen angefertigt. Dabei wurden die Borke und zu

grole Kernholzbereiche entfernt. Diese Arbeiten fanden in der Kihlkammer (-20 °C)
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statt, um ein Auftauen der Proben und eine damit einhergehende Zerstérung der RNA
zu vermeiden.

Die Herstellung von radialen Langsschnitten erfolgte am Gefriermikrotom (Mikrom,
Heidelberg)

Die Klétzchen wurden mit OCT Tissue Tek® Medium (Sakura, AJ Alphen aan den Rijn,
Niederlande) auf einem Objekttisch in der Schnellgefrierstation des Gefriermikrotoms
(-60 °C) fixiert. AnschlielRend wurde der Obijekttisch in die Halterung des Mikrotoms
eingespannt. Die Ausrichtung entsprach dabei dem Faserlauf des fixierten
Robinienkldtzchens. Zum Schneiden wurde eine scharfe C-Klinge (Jung, Heidelberg)
verwendet. Der Schneidewinkel betrug 10°. Zunachst erfolgte ein Trimmen des
Klétzchens (Schnittdicke 40 pm). Danach das Anfertigen der Feinschnitte
(Schnittdicke 10 pm) in radialer Richtung. Die Schnitte wurden mithilfe eines
Zucker/Ethanol-Gemischs (in Anlehnung an personliche Mitteilungen von Lange und
Moreth) auf Objekttragern fixiert. Die Fixierung wird im Folgenden erldutert:

Zunachst wurde die ethanolische Zuckerlésung (70 % Ethanol p.a., 30 % DEPC H,0,
50 mg/ml Saccharose) in einem 2 ml Eppendorf Reaktionsgefal® angesetzt und auf
einem Heizblock auf 60 °C erwarmt. Die Objekttrager wurden mehrmals durch eine
Spiritusflamme gezogen, um Fettrickstdnde und RNasen zu entfernen. Nachdem die
Objekttrager auf dem Heizblock ebenfalls auf 60 °C erwarmt wurden, erfolgte das
Pipettieren von 50 pl der Zuckerlésung auf die Objekttrager. Die Zuckerschicht wurde
mithilfe der Pipettenspitze gleichmalig verteilt und auf dem Heizblock getrocknet.
Nach dem Abkuhlen auf -20 °C im Gefriermikrotom waren die Objekttrager bereit zur
Fixierung der Feinschnitte. Die Feinschnitte wurden vorsichtig mit einer sterilen
Pinzette auf die Objekttrager gelegt. Um eine Krimmung der Schnitte zu vermeiden,
geschah dies auf der Klingenhalterung des Gefriermikrotoms. Die Objekttrager wurden
mit einem zweiten Objekttrager abgedeckt und mit Klammern fixiert. Danach wurden
die Schnitte ca. 24 Stunden gefriergetrocknet. Der obere Objekttrager wurde
abgenommen und die Schnitte an den Enden zusatzlich mit Klebestreifen fixiert. Die
Splint-Kern-Ubergangszone wurde mithilfe von UV-Licht definiert und angrenzende
Splint- bzw. Kernholzbereiche mit Klebestreifen abgedeckt.

Die Lasermikrodissektion erfolgte im direkten Anschluss.
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2.3.3 Durchfiihrung der Lasermikrodissektion

Die Lasermikrodissektion wurde mit dem PALM® MicroBeam System der Firma Carl
Zeiss Microlmaging GmbH, Munchen, durchgefihrt.

Die gefriergetrockneten, auf dem Objekttrager fixierten Schnitte wurden im Exsikkator
auf Raumtemperatur gebracht. AnschlieRend wurden die Objekttrager in die
RoboStage des PALM® Systems eingespannt und die Robo Software gestartet. Bei
funffacher Vergrofierung wurden radiale bzw. axiale Parenchyme gesucht, der Fokus
optimiert und die Areale flr die spatere Dissektion markiert. Um im Anschluss
genugend Ausgangsmaterial flr die RNA-Aufarbeitung zu erhalten wurde darauf
geachtet, dass die Flachen der markierten Areale fir eine Probe in der Summe
mindestens 500.000 pym? betrugen (jeweils fir Axial- und Radialparenchym), was bei
einer Schnittdicke von 10 um etwa 1000 Zellen entspricht.

Um optimale Schnittdicken zu erreichen, muissen Fokus und Energie des Lasers
akkurat auf die jeweilige Probe eingestellt werden. Aus diesem Grund wurden die

einzelnen Areale zundchst mit der Funktion ,cut® geschnitten, wahrend des
Schneidens wurden Fokus und Energie optimiert. Das Schneiden erfolgte bei
funffacher VergréRerung mit den Parametern Energie = 100 % und Fokus = 65-79 %.
Im Anschluss wurden die bereits geschnittenen Areale mit der Funktion ,close cut and
Auto LPC* noch einmal geschnitten und daraufhin in die ,adhasiven caps“ (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Minchen) katapultiert. Die Parameter fir Laserenergie und
-fokus blieben dabei unverandert zur ,cut® Funktion. Mithilfe der ,Checkpoint® Position
des RoboStage wurde mikroskopisch Uberprtft, ob das isolierte Gewebe komplett in
das ,adhasive cap“ katapultiert wurde. Da das Dissektieren von mindestens 500.000
pm2 mehrere Stunden Zeit in Anspruch nahm, wurden, um RNA-Abbauprozesse im
dissektierten Material zu vermeiden, die ,adhasiven caps“ nach ca. einer Stunde
ausgetauscht, mit Lysispuffer (QlAzol Lysis Reagent) versetzt und bei -20 °C gelagert.
Sobald genigend dissektiertes Material zur Verfigung stand, wurde umgehend die
RNA-Extraktion durchgefuhrt (vgl. Kapitel 2.4.2).
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2.4 Extraktion von Nukleinsauren

2.4.1 Extraktion von Gesamt-RNA aus Gesamtgewebe

Fir spatere Genexpressionsstudien sowie zur Identifizierung der zu untersuchenden
Gene wurde Gesamt-RNA benétigt.

Die Extraktion erfolgte mithilfe des RNeasy® Plant Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden).
Als Ausgangsmaterial dienten 25 mg gefriergetrocknetes, homogenisiertes Material
verschiedener Gewebe der Robinienproben. Das Schema der Extraktion zeigt Tabelle
2-6. Das Verfahren beinhaltet: Zelllyse durch eine Pufferlésung (Schritte 2+3);
Entfernung unléslicher Bestandteile durch Filtration und Zentrifugation (Schritte 4-9);
Ethanol-Fallung der RNA (Schritte 10+11); Immobilisierung der RNA an eine Silikat-
Matrix (Schritte 12-15); Waschschritte mit einer Pufferlésung (Schritte 16-21); Elution
der RNA von der Matrix durch RNase-freies Wasser (Schritte 23-26).
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Tabelle 2-6: Extraktion von Gesamt-RNA aus Gesamtgewebe mit dem Qiagen RNeasy® Plant Mini
Kit. Zentrifugationsgeschwindigkeiten und -zeiten wurden modifiziert. Zudem wurde ein dritter
Waschschritt eingefihrt.

01 | Einwaage von 25 mg Holzmehl in 2 ml Eppendorf Reaktionsgefald

02 | Zugabe von 650 pl RLT-Puffer (Zelllyse)

03 | Inkubation fiir 10 min bei 27 °C im Thermoschiittler

04 | Uberfiihrung auf Qia Schredder-Saulen (Entfernung unldslicher Bestandteile)

05 | Zentrifugation fir 2 min bei 13.000 rpm

06 | Die Losung ohne Pellet in frisches 2 ml Eppendorf Reaktionsgefal Gberflihren

07 | Die Saule mit 200 ul RLT-Puffer spilen

08 | Zentrifugation fur 2 min bei 13.000 rpm

09 | Lésung ohne Pellet in das Reaktionsgefalt aus Schritt 06 tberfihren

10 | Zugabe von 425 pl kaltem Ethanol, 99,8 % p.a. (Fallen der RNA)

11 | Mischen der Losung durch sehr vorsichtiges Drehen und Rollen

12 | Uberfiihren von 650 ul der Lésung auf Spin Column (Immobilisierung der RNA)

13 | Zentrifugation fir 25 s bei 8.500 rpm

14 | Verwerfen des Filtrats; Uberfiihren der restlichen RNA-Lésung auf die Saule

15 | Zentrifugation fir 25 s bei 8.500 rpm

16 | Verwerfen des Filtrats; Zugabe von 700 ul RW1-Puffer (Waschschritt)

17 | Zentrifugation fir 25 s bei 8.500 rpm

18 | Verwerfen des Filtrats; Zugabe von 500 pl RPE-Puffer (2. Waschschritt)

19 | Zentrifugation fir 25 s bei 8.500 rpm

20 | Die Schritte 18 und 19 wiederholen

21 | Zentrifugation fur 2 min bei 12.000 rpm

22 | Uberfihrung der Spinsédule auf neues 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal

23 | Zugabe von 35 ul RNase free water auf die Mitte der Spinsaule (Elution)

24 | Inkubation fir 5 min bei RT

25 | Zentrifugation fur 1 min bei 10.000 rpm

26 | Das Eluat erneut auf die Saule geben und die Schritte 24 bis 25 wiederholen

27 | Lagerung bei -20 bzw. -80 °C
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2.4.2 Extraktion von RNA aus mikrodissektiertem Probenmaterial

Zur RNA-Extraktion aus Parenchymmaterial, das durch Lasermikrodissektion
gewonnen wurde, diente das RNeasy Plus® Universal Mini Kit der Firma Qiagen
(Hilden) in Kombination mit den RNeasy MinElute® Spin Columns des RNeasy Micro®
Kits (Qiagen, Hilden).

Das RNeasy Plus Universal Mini Kit beinhaltet einen Phenol/Guanidin basierten
Lysisschritt, was eine héhere Effektivitat der Lysis (bei gleichzeitiger Inhibierung von
RNasen) und damit der RNA-Ausbeute gewahrleisten soll.

Durch eine Phasentrennung werden DNA und RNA voneinander getrennt, was einen
spateren Verdau stérender genomischer DNA Uberflissig machen soll. Nach
mehreren Vorversuchen wurde das Protokoll trotzdem um einen Verdauschritt
erweitert. Dabei wurde DNase | (Thermo Scientific, Waltham, USA) 1:5 mit
RDD-Puffer (aus RNase-Free DNase Set; Qiagen, Hilden) verdinnt. Der Verdau fand
wahrend der Extraktion direkt auf der Saule statt. Mithilfe der Mini-Spin-Saulen des
RNeasy Micro® Kits ist es, laut Hersteller, méglich, aus wenigen Zellen verlasslich
RNA zu isolieren. Das dissektierte Material befand sich zunachst noch in ,adhasiven
caps” (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Minchen), vgl. Kapitel 2.3.3; daher wurde 50
Ml QIAzol Lysis Reagent in die ,adhasiven caps” pipettiert, daraufhin wurde fur 30 s bei
4.000 rpm zentrifugiert. Es folgte ein Spulen des Deckels (50 pl QlAzol Lysis Reagent)
und erneutes Zentrifugieren. Die Lésung wurde anschlielend in ein 2 ml Eppendorf
Reaktionsgefall Uberfuhrt. Das weitere Protokoll kann Tabelle 2-7 entnommen
werden.

Die Extraktion beinhaltete die Lysis der Zellen (Schritte 1+2), Phasentrennung
(Schritte 3-7), Fallen der RNA (Schritt 8), Immobilisierung der RNA an eine
Silikat-Matrix (Schritte 09-12), DNase-Verdau (Schritte 15-17), Waschschritte (Schritte
18-23) und schliellich Elution (Schritte 26-30).
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Tabelle 2-7: Extraktion von RNA mit dem Qiagen RNeasy® Plus Universal Mini Kit. Fur die
Immobilisierung der RNA wurden die RNeasy MinElute® Spin Columns des Qiagen RNeasy Micro® Kits
verwendet.

01 | Zugabe von 800 pl QlAzol Lysis Reagent (Zelllyse)

02 | Schutteln und Inkubation fir 5 min bei RT

03 | Zugabe von 100 pl gDNA Eliminator; mischen

04 | Zugabe von 180 pl Chloroform; mischen

05 | Inkubation fiir 3 min bei RT

06 | Zentrifugation fir 15 min bei 4 °C und 13.000 rpm (Phasentrennung)

07 | 600 pl der oberen (wassrigen Phase) in frisches 2 ml Reaktionsgefal} tberflihren

08 | Zugabe von 600 pl Ethanol, 99,8 % p.a.; vorsichtiges Mischen (Fallen der RNA)

09 | 650 pl der Lésung auf MinElute® Columns Uberfiihren (Immobilisierung der RNA)

10 | Zentrifugation fir 15 s bei 10.000 rpm

11 | Verwerfen des Filtrats und die restliche RNA-LOsung auf die Saule Uberfiihren

12 | Zentrifugation fur 15 s bei 10.000 rpm

13 | Zugabe von 350 yl RWT-Puffer (Waschschritt)

14 | Zentrifugation fur 15 s bei 10.000 rpm

15 | Verwerfen des Filtrats und Zugabe von 50 ul des DNase I/RDD-Puffer Gemischs
(1:5)

16 | Inkubation flir 15 min bei RT (Verdau genomischer DNA)

17 | Zentrifugation fir 15 s bei 10.000 rpm

18 | Verwerfen des Filtrats und Zugabe von von 350 ul RWT-Puffer

19 | Zentrifugation fir 15 s bei 10.000 rpm

20 | Verwerfen des Filtrats und Zugabe von 500 ul RPE-Puffer

21 | Zentrifugation fir 15 s bei 10.000 rpm

22 | Verwerfen des Filtrats und Zugabe von 500 pl RPE-Puffer

23 | Zentrifugation fir 2 min bei 10.000 rpm

24 | Uberfiihren der Saule auf ein collection tube

25 | Zentrifugation fur 1 min bei 13.000 rpm

26 | Uberfiihren der Saule auf 1,5 ml Reaktionsgefall und Zugabe von 30 ul RNase

free water (Elution)

27 | Inkubation fir 5 min bei RT

28 | Zentrifugation fir 1 min bei 10.000 rpm

29 | Das Eluat erneut auf die Saule tberfiihren

30 | Zentrifugation fur 1 min bei 10.000 rpm

31 | Lagerung bei -20 bzw. -80 °C
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2.5 Aufbereitung der extrahierten Nukleinsauren

2.5.1 DNase-Verdau

Die aus den Gesamt-RNA-Extraktionen aus Gesamtgewebe erhaltenen Eluate
enthielten neben RNA auch genomische DNA. Da DNA spatere
Quantifizierungsmethoden stért, wurde ein DNase-Verdau durchgefihrt. Die
verwendeten Pufferldsungen und Enzyme stammten von der Firma Thermo Scientific,
Waltham, USA. Das Pipettierschema zeigt Tabelle 2-8.

Tabelle 2-8: Ansatz des DNase-Verdaus.
4 ul 10x Puffer, ohne MnCl,

5 ul DNase | Endkonzentration 5 U
0,5 ul RNase Out Endkonzentration 20 U
3l RNA

Es folgte eine Inkubation fur 1 h bei 37 °C im Thermocycler. Der Verdau wurde durch
Zugabe von 1 pl EDTA (25 mM) und Inkubation fir 10 min bei 65 °C gestoppt.
Die Lagerung der DNase-verdauten RNA-Produkte erfolgte bei -20 °C.

2.5.2 Reverse Transkription

Wahrend der reversen Transkription (RT-PCR) wird mRNA in komplementare cDNA
umgeschrieben. Mithilfe von Oligo(dT)-Primern, die am Poly(A)-Schwanz des 3° Endes
der eukaryotischen mRNA hybridisieren, werden aus der Gesamt-RNA selektiv
mRNA-Molekile in cDNA transkribiert (Schrimpf 2002). Oligo(dT)-Primer bieten
gegenluber Random-Primern (Hexamere) einen weiteren Vorteil, da die Effizienz der

reversen Transkription hdher ist (Jozefczuk und Adjaye 2011).

Die reverse Transkription von extrahierter RNA aus Gesamtgewebe in komplementare
cDNA wurde mit dem SuperScript® Ill First-Strand Synthesis System der Firma
Thermo Scientific, Waltham, USA durchgefiihrt. Den Reaktionsansatz zeigt Tabelle
2-9.
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Tabelle 2-9: Mastermix 1 der reversen Transkription mit dem SuperScript® Il First-Strand
Synthesis Kit von Thermo Scientific.

1yl DEPCH,O

10 yI DNase-verdaute RNA

1ul dNTP Mix Endkonz. 0,77 mM
1yl Oligo(dT) Primer Endkonz. 1 pg

Der Ansatz wurde zunachst im Thermocycler flir 5 min bei 65 °C und anschlief3end flr
1 min auf Eis inkubiert. Es folgte die Zugabe von Mastermix 2 (Tabelle 2-10).

Tabelle 2-10: Mastermix 2 der reversen Transkription mit dem SuperScript® lll First-Strand
Synthesis Kit von Thermo Scientific.

2 I 10x RT-Puffer (Tris-HCI pH 8,4; KCI) Endkonz. Tris-HCI: 40 mM, KCI: 100 mM

4yl MgCl, (25 mM) Endkonz. 10 mM
2yl DTT (0,1 M) Endkonz. 20 mM
1 ul RNase Out Endkonz. 20 U

1yl SuperScript Il RT Endkonz. 200 U

Es folgten die reverse Transkription im Thermocycler fir 50 min bei 50 °C und eine
Hitzedeaktivierung fir 5 min bei 85 °C. Die cDNA wurde bei 4 bzw. -20 °C gelagert.

2.5.3 Amplifikation des gesamten Transkriptoms

Da die RNA aus lasermikrodissektiertem Material sehr gering konzentriert war, wurde
mithilfe des QuantiTect Whole Transcriptome Kit (Qiagen, Hilden) das gesamte
Transkriptom voramplifiziert. Mithilfe des Kits ist es, laut Hersteller, mdglich, bis zu 40
ug cDNA aus 1 ng RNA zu gewinnen. Am Anfang des Prozesses steht eine reverse
Transkription (mithilfe von Oligo(dT)-Primern), gefolgt von einer Ligation der cDNA, die
der Hersteller nicht naher erlautert. Am Ende steht eine Amplifikation fiir zwei oder
acht Stunden mithilfe einer REPLI-g DNA-Polymerase. Im Folgenden wird das
Protokoll wiedergegeben. Die Reaktionsansatze der Mastermixe fir reverse
Transkription, Ligation und Amplifikation sind in Tabelle 2-11 dargestellt. Das
Temperaturprogramm des Thermocyclers zeigt Tabelle 2-12. Verwendet wurden die
Thermocycler Tpersonal und Tgradient der Firma Biometra®, Géttingen. Zu jedem der
drei Schritte (reverse Transkription, Ligation, Amplifikation) musste der entsprechende
Mastermix frisch angesetzt werden. Qiagen gibt fir die Puffer und Enzyme keine

Konzentrationen an.
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Tabelle 2-11: Reaktionsanséatze zur Transkriptomamplifizierung mittels Qiagen QuantiTect Whole
Transcriptome Kit.

RT Mix Ligationsmix Amplifikationsmix
2yl T-Script Buffer | 3 pl Ligation 14,5 ul | REPLI-g Midi Reaction Buffer
Buffer
0,5 yl | T-Script 1ul Ligation 0,5ul | REPLI-g Midi DNA-
Enzym Reagent Polymerase
0,5 ul | Ligation
Enzyme1
0,5 ul | Ligation
Enzyme2

Tabelle 2-12: Temperaturprogramm zur Transkriptomamplifizierung mittels Qiagen QuantiTect
Whole Transcriptome Kit. Vor den Temperaturschritten 1, 3 und 4 wurden die angegebenen Mastermixe
hinzugegeben.

Schritt | Zeit Temperatur | Zugabe von

1 30 min | 37 °C RT Mix

2 5min | 95°C

3 2h 22 °C Ligationsmix

4 8h 30 °C Amplifikationsmix
5 5min | 95°C

Die erhaltene cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.6 Amplifikation der cDNA mittels PCR

2.6.1 Prinzip der PCR

Die PCR ermdglicht die Amplifikation sehr geringer DNA- bzw. cDNA-Mengen aus
verschiedensten Ausgangsmaterialien.

Das Prinzip der PCR basiert darauf, dass zunachst ein DNA-Doppelstrang denaturiert
wird und aus beiden Einzelstrangen, mittels spezifischer Primer, je eine Kopie des
Zielfragments synthetisiert wird. Dieser Teilschritt (Zyklus) wird 30 bis 40-mal
wiederholt. Die Anzahl der DNA-Kopien steigt auf diese Weise exponentiell an. Man

erhalt am Ende also 2" Kopien des Ausgangsmaterials, wobei ,n“ fUr die Anzahl der
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Zyklen steht.

Um einen Abschnitt der DNA (bspw. ein Genfragment) erfolgreich mittels PCR
vervielfaltigen zu kdnnen, mussen Teilsequenzen des Gens bekannt sein. Mithilfe
dieser Teilsequenzen lassen sich spezifische Oligonukleotide (Primer) herstellen.
Weitere  unverzichtbare  Bestandteile  eines  PCR-Ansatzes sind freie
Desoxynucleosidtriphosphate (ANTPs) und eine DNA-Polymerase.

Die einzelnen Schritte werden im Folgenden erlautert.

Der erste Schritt ist die Denaturierung des DNA-Doppelstranges. Eine vollstandige
Denaturierung ist hier wichtig, da ansonsten die Effektivitdt der Oligonukleotid-
Anlagerung deutlich herabgesetzt wird. Am Anfang einer PCR sollte daher ein

einmaliger Denaturierungsschritt von 1-5 Minuten bei 94-95 °C erfolgen.

Nachdem die DNA in Einzelstrange aufgespalten ist, erfolgt die Anlagerung der Primer
an die komplementare Stelle des jeweiligen Einzelstranges. In einem PCR-Ansatz
werden ein forward Primer (Sense Primer) sowie ein reverse Primer (Antisense
Primer), der sich an den komplementaren Einzelstrang anlagert, eingesetzt.

Die Anlagerungstemperatur (Annealing) liegt hierbei, abhangig von der
Nukleotidzusammensetzung des Primers, zwischen 40 und 60 °C. Dabei ist der
mittlere Schmelzwert der beiden Primer entscheidend. Bei einer zu hoch gewahlten
Temperatur kann kein Annealing mehr stattfinden und man erhalt kein PCR-Produkt.
Ist die Annealing-Temperatur zu niedrig, kommt es zu Fehlpaarungen und man erhalt

ein unspezifisches PCR-Produkt.

Im nachsten Schritt erfolgt die Synthese eines neuen Doppelstrangs mithilfe der DNA-
Polymerase und in Gegenwart der dNTPs in 3‘ - 5 Richtung (Elongation).

Die meist verwendete Polymerase ist die Tag-Polymerase. Dieses Enzym entstammt
dem grampositiven, thermophilen Bakterium Thermus aquaticus und Ubersteht den
Denaturierungsschritt unbeschadet. Die Elongation erfolgt bei 72 °C, dem
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase. Die Elongationszeit hangt von der Lange
des zu amplifizierenden DNA-Fragments ab. Als Faustregel gilt: 60 Sekunden fir 1000
bp. Im Anschluss kann der nachste Zyklus beginnen. Nach Beendigung des letzten
Zyklus erfolgt ein finaler Extensionsschritt bei 72 °C. In diesem Schritt werden partiell

verlangerte Produkte vervollstéandigt (Maller 2001).
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2.6.2 Primerdesign

Bei der Erstellung von genspezifischen Primern (GSP) fur die Kandidatengene wurde
darauf geachtet, mdglichst den Richtlinien zum PCR-Primerdesign zu folgen
(PREMIER-Biosoft 1994). Die Lange der Primer sollte dabei 18-22 bp betragen. Diese
Lange sollte eine spezifische Bindung an das Template gewahrleisten. Die
Schmelztemperatur sollte zwischen 52 und 58 °C liegen, sie wurde mithilfe eines
MWG Online-tools Uberpruft (www.ecom.mwgdna.com/services/oligo/appl-
oligos.tcl?usca_p=t, Abruf 07.03.2014). Ein GC Gehalt von 40-60 % sollte gewahlt
werden. Am 3‘ Ende des Primers, helfen bis zu drei G- oder C-Basen eine spezifische
Bindung zum Template aufzubauen. Der Hang zur Ausbildung von
Sekundarstrukturen, wie Hairpins, Dimeren und Cross-Dimeren sollte gering sein
(AG =< 5 kcal/mol bzw. < 3 kcal/mol flr Hairpins). Diese Parameter wurden mithilfe der
Primer Premier 5 Software (Lalitha 2000) Uberprift. Repeats (mehrmalige
Wiederholung einer Dinukleotidfolge) sollten vermieden werden, da diese zu
Fehlbindungen flhren kénnen. Dies gilt ebenfalls fur Runs (mehrmalige Wiederholung

eines einzelnen Nukleotids).

2.6.3 Durchfuhrung der PCR mit cDNA-Template, erhalten aus

Gesamtgewebe

Die PCR wurde mit dem Taq PCR Core Kit der Firma Qiagen in Ansatzen von 12,5 ul
durchgefliihrt. Das Pipettierschema des Mastermix ist in Tabelle 2-13 dargestellt. Zur
Kontrolle der PCR-Bedingungen wurde eine Negativkontrolle ohne DNA- bzw. cDNA-
Template verwendet. Die Amplifikation erfolgte in den Thermocyclern Tpersonal und
Tgradient der Firma Biometra® Goéttingen. Das Temperaturprogramm der
Thermocycler zeigt Tabelle 2-14. Die Annealing-Temperatur sowie die Elongationszeit

wurden entsprechend der eingesetzten Primer angepasst.
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Tabelle 2-13: Pipettierschema des Qiagen Tag PCR Core Kit. Das Gesamtvolumen des Mastermix
betrug 12 pl. Hinzu kamen 0,5 pl Template-DNA.

Bidest 7,775 pl

Q-Solution 2,5 ul

10x Reaktionspuffer | 1,25 pl

dNTP Mix 0,25 ul (Endkonzentration 0,2 mM)
forward Primer 0,075 ul (Endkonzentration 0,6 uM)
reverse Primer 0,075 ul (Endkonzentration 0,6 uM)
Taq Polymerase 0,075 ul (Endkonzentration 0,3 U)

Tabelle 2-14: Temperaturprogramm der PCR mit dem Qiagen Tag PCR Core Kit. Die Elongation
variierte je nach Lange des zu amplifizierenden Fragments. Die Annealing-Temperatur war von den
eingesetzten Primern abhangig.

Schritt Temperatur | Zeit
Anfangsdenaturierung | 94 °C 4 min

Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 50-55 °C 30s 35-40 Zyklen
Elongation 72 °C 20-60 s

finaler Extensionsschritt | 72 °C 7 min

2.7 Agarosegelelektrophorese

Die Uberpriifung der PCR-Produkte sowie der RNA-Qualitat erfolgte mithilfe der
Agarosegelelektrophorese.

Agarose ist ein Polysaccharid aus roten Meeresalgen und bildet Poren von 150 bis
500 nm (bei 1 % bzw. 0,16 % Agarose). Diese Methode ist zur Trennung von DNA-
Fragmenten geeignet, die eine Lange von 0,5-15 kb aufweisen. Nach Anlegen eines
elektrischen Feldes wandern die Fragmente durch die Poren zum positiven Pol. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional zur GroRe des

Fragments (Sambrook und Russel 2001).

Zur Herstellung eines 2,5 %igen Agarosegels wurden 2,5 g Agarose in 100 ml
0,5 %igem TAE-Puffer (TRIS-Acetat-0,5 M EDTA) gel6st. Als Laufpuffer diente
ebenfalls 0,5 %iger TAE-Puffer.

2,5-5 puyl PCR-Produkt wurden mit etwa 0,5 pl ,Loading buffer* (0,25 %
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Bromphenolblau, 30 % Glycerin in TAE-Puffer) versetzt und in die Geltaschen
pipettiert. Das Glycerin erhéht dabei die Dichte des Gemischs und sorgt so fir ein
Verbleiben der Probe in der Geltasche.

DNA-Fragmentmarker verschiedener Firmen wurden zudem als Langenvergleich auf
das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fur 25 min bei 135 V.

Es folgte eine Ethidiumbromidfarbung des Amplifikats (2 min in einem 0,00015 %igen
Ethidiumbromidbad). Unspezifische Anfarbungen wurden durch einen Waschschritt
(20 min in ddH,0) entfernt. Die Visualisierung erfolgte unter dem Geldoq System der
Firma Bio-RAD Laboratories GmbH, Minchen.

Zur Uberpriifung der RNA-Qualitat wurden 2,5 %ige Formaldehyd-Agarosegele unter
denaturierenden Bedingungen analysiert. Dabei wurde 1 pl RNA mit 1 pl ,Loading
buffer versetzt, anschlielend wurde fur funf Minuten bei 65 °C denaturiert, gefolgt von
einer Minute Inkubation auf Eis. Die Zusammensetzung der Gele und des Laufpuffers
zeigt Tabelle 2-15. Die Gelelektrophoresebedingungen waren gleich denen der
Standard-Agarosegelelektrophorese, das Anfarben verlief ebenfalls analog.

Tabelle 2-15: Zusammensetzung von Gel, Laufpuffer und MOPS Puffer fiir RNA-Gele unter
denaturierenden Bedingungen. Die Abkirzung MOPS steht fir 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure.

10x MOPS Puffer Laufpuffer RNA-Gel

200mM  MOPS 25 ml 10x MOPS 2 ml 10x MOPS Puffer
Puffer

50 mM Natriumacetat | 5 ml Formaldehyd 17,6 ml DEPC H,O
(37%)

10 mM EDTA 220 ml  DEPC H,O 0,59 Agarose

500 ml DEPC H,O 400 pl Formaldehyd

(37%)
auf pH 7 einstellen

2.8 Aufreinigung der PCR-Produkte

Das PCR-Produkt enthalt neben der amplifizierten DNA bzw. cDNA auch noch Primer,
Salze, Enzyme, Nukleotide und andere Fremdbestandteile. Damit eine optimale
Sequenzierung gewahrleistet werden kann, missen diese Bestandteile entfernt
werden. Zu diesem Zweck erfolgte eine Aufreinigung mithilfe des QIAquick® PCR

Purification Kit der Firma Qiagen.
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Das Protokoll (Tabelle 2-16) beinhaltet die Immobilisierung der Nukleinsduren auf
einer Saule (Schritt 02), verschiedene Waschschritte (Schritte 06 bis 09) sowie die

Elution des aufgereinigten PCR-Produkts von der Saule (Schritte 11 bis 13).

Tabelle 2-16: Protokoll der Aufreinigung mit dem QIAquick® PCR Purification Kit.

01 | PCR-Produkt mit 100 ul PBI-Puffer versetzen

02 | Uberfiihren der Lésung auf Spin Column Saule (Immobilisierung der DNA)

03 | Zentrifugation fir 30 s bei 8.000 rpm

04 | Erneutes Uberfiihren des Filtrats auf die Saule

05 | Zentrifugation fir 30 s bei 8.000 rpm

06 | Filtrat verwerfen und Zugabe von 600 ul PE-Puffer (Waschschritt)

07 | Zentrifugation fur 30 s bei 8.000 rpm

08 | Wiederholung der Schritte 06 und 07

09 | Zentrifugation fir 1 min bei 13.000 rpm

10 | Uberflihren der Spinsaule auf frisches 1,5 ml Reaktionsgefal

11 | Zugabe von 35 ul EB-Puffer (Elution)

12 | Inkubation fir 2 min bei RT

13 | Zentrifugation fur 1 min bei 10.000 rpm

2.9 Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die Sequenzierung der DNA-Einzelstrange erfolgte durch die Firma Eurofins MWG
Operon. Dazu wurden fir jede Einzelstrang-Sequenzierung 15 ul aufgereinigtes PCR-

Produkt sowie eine ausreichende Menge Primer (3 pmol/ul) zur Verfligung gestellt.

Die Auswertung der Rohdaten, bzw. das Erstellen von Sequenzalignments erfolgte
mithilfe der Programme MEGAS5 (Tamura et al. 2011) und ClustalW (Larkin et al.
2007). Eine Uberpriifung der Sequenzierkurven erfolgte ebenfalls mit MEGAS5.

Die Sequenzen wurden mithilfe des ,basic local alignment search tools* (BLAST)
mittels des BLASTn Algorithmus (Altschul et al. 1997) gegen die GenBank Datenbank
des National Center For Biotechnology Information (NCBI) abgeglichen. Aufgrund der
.International Nucleotide Sequence Database Collaboration* (INSDC) werden durch
diesen Abgleich weitere Datenbanken, wie das European Nucleotide Archive (ENA)

vom Europaischen Bioinformatik-Institut und die DNA Data Bank of Japan (DDBJ) vom
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National Institute of Genetics, abgefragt. So ist sichergestellt, dass die Sequenzen

stets mit dem groRtmdglichen Datenpool verglichen werden.

2.10 Klonierung von Genfragmenten

Zur ldentifizierung der Kandidatengene HS70 und 14-3-3 musste Uberprift werden, ob
es sich bei den sequenzierten Genfragmenten um ein einzelnes Gen oder um mehrere
Mitglieder einer Genfamilie handelt. Daher wurden die Genfragmente kloniert. Die
Klonierung ermdglicht die Identifizierung verschiedener Mitglieder einer Genfamilie in
einem Amplifikat, die sich durch die Bandenlange im Agarosegel nicht unterscheiden
lassen. Dabei wird das mittels PCR amplifiziete DNA-Fragment in einen
Plasmidvektor eingebaut (Ligation). Die mit der Tag-Polymerase amplifizierten PCR-
Produkte verfligen am 3’-Ende grundsétzlich Uber einen Adenin-Uberhang. Der
Klonierungsvektor liegt wahrend der Ligation in linearisierter Form vor und besitzt am
3'-Ende einen Uracil-Uberhang. Vektor und PCR-Produkt weisen somit zueinander
komplementare Enden (,sticky ends®) auf, die mit hoher Spezifitat Uber UA-
Basenpaarung miteinander hybridisieren. Das Resultat ist ein zirkularisiertes,
rekombinantes Plasmid. In jeden Vektor wird grundsatzlich nur ein DNA-Fragment
eingebaut. Das rekombinante Plasmid wird nun in kompetente E. coli Zellen
transformiert und Gber Nacht auf Selektivmedium kultiviert. Zusatzlich findet eine Blau-
Weil-Selektion mithilfe des Substrats X-Gal statt. Durch den Einbau eines DNA-
Fragments in das Vektorplasmid wird die Codierung des lacZ-Gens unterbrochen.
Dieses Gen codiert fir das Enzym B-Galactosidase, welches das synthetische
Substrat X-Gal spaltet. Unter anschlieRender Luftoxidation wird ein blauer Farbstoff
gebildet. Bei den rekombinanten Klonen kann das Enzym B-Galactosidase nicht
exprimiert werden und es wird somit auch kein Farbstoff freigesetzt. Die
rekombinanten Zellen bilden daher weile Kolonien. Nur weil’e Kolonien werden
~gepickt. Jede Kolonie ist auf ein einzelnes Bakterium und somit auf ein einziges
DNA-Fragment zurtickzuftihren.

Nach dem ,Picken® einzelner Kolonien erfolgt die Amplifikation mittels M13 Primern,
die an einen komplementaren Sequenzabschnitt auf dem Vektor binden. Auf diese
Weise wird neben dem DNA-Fragment auch ein ca. 250 bp langer Abschnitt des
Vektors amplifiziert (Qiagen 2001; Sambrook und Russel 2001).

Die aufgereinigten M13 PCR-Produkte kdnnen nun sequenziert werden.
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2.10.1 Ligation, Transformation und Kultivierung auf LB-Agarplatten

Die Klonierung von aufgereinigten Amplifikaten erfolgte mithilfe des Qiagen PCR
Cloning Kits. Um einen Abbau des Adenin-Uberhangs der Amplifikate zu vermeiden,
wurden ausschliel3lich PCR-Produkte desselben Tages verwendet. Fir die Ligation
des Genfragments in den Vektor wurden 4 ul aufgereinigtes PCR-Produkt mit 5 pl
Ligationspuffer (Ligation Mastermix 2x) sowie 1 pl Plasmidvektor (pDrive cloning
vector 50 ng/pl) versetzt. AnschlieRend erfolgte die Ligation fir 2 h bei 10 °C im
Thermocycler Tpersonal (Biometra). Die Transformation des nun rekombinanten
Vektors in die kompetenten E. coli Zellen (Qiagen EZ competent cells) erfolgte auf Eis.
Die E. coli Zellen wurden mit 2 pl des Ligationsprodukts versetzt und fur 5 min auf Eis
gehalten. Es folgte die Inkubation fir 40 s bei 42 °C im Thermoblock (Hitzeschock,
SchlieRen der Zellporen) und fur 2 min auf Eis. SchlieRlich wurde das Gemisch mit
250 pl SOC-Medium (,super optimal browth with catabolite repression®), zur Erhéhung
der Transformationseffizienz und Ausbildung der Antibiotika-Resistenz, versetzt
(Sambrook und Russel 2001).

Die Kultivierung der transformierten Zellen erfolgte auf LB-Medium-Platten (,lysogeny
broth®). Die Zusammensetzung des Mediums zeigt Tabelle 2-17.

Tabelle 2-17: Zusammensetzung des LB-Mediums zur Kultivierung der transformierten Zellen. Das
Medium wurde anschlie3end fir 30 min bei 121 °C autoklaviert.

5g | Hefeextrakt

10 g | Trypton

10 g | NaCl

11 Reinstwasser

250 ml der Lésung wurden in eine Schottflasche, zur spateren Kultivierung der
Flussigkulturen, tGberfuhrt.
Die restlichen 750 ml des Mediums wurden mit 11,25 g Agar (Oxoid Agar No. 1)

versetzt.

Beide Medien wurden fur 30 min bei 121 °C autoklaviert. Nach dem Abkulhlen auf ca.
50 °C wurden dem LB-Agar-Medium, unter Benutzung von Sterilfiltern, 4 ml Ampicillin-
Lésung (0,05 mg/ml) zugesetzt. Dem Flissigmedium wurden 1,25 ml Kanamycin (0,05
mg/ml) zugesetzt. Es folgte das Ausgieflen des LB-Agar-Mediums auf Petrischalen.
Fir die spatere Blau-Weil-Selektion wurden 40 ul X-Gal (5-bromo-4-chloro-indolyl-f3-
D-galactopyranoside 40 mg/ml) auf jeder Platte ausgestrichen. 30-50 pl der
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transformierten Zellen wurden ausplattiert. Die Kultivierung erfolgte Uber Nacht bei
37 °C im Inkubationsschuttler TH 30 der Firma Edmund Buihler. Tags darauf wurden
die LB-Agarplatten fir ca. 6 h in den Kuhlschrank (4 °C) Uberflhrt. Es folgte die Blau-
Weil-Selektion. Einzelne weille Kolonien wurden mit sterilen Pipettenspitzen von den

Platten ,gepickt® und in je 20 pl LB-Flussigmedium resuspendiert.

2.10.2 M13 PCR und Flussigkulturen

Aliquote der resuspendierten Kolonien (1:10 bzw. 1:50 mit LB-Flissigmedium
verdinnt) dienten als Template fir die M13 PCR. Anhand dieser konnte festgestellt
werden, ob die Genfragmente in der erwarteten Lange vorlagen.

Die Amplifikation erfolgte mit den Primern

M13for (5-GTAAAACGACGGCCAG-3’; T, = 52 °C) sowie M13rev
(5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’; T, =50 °C) (Messing 1983). Fur die M13 PCR
wurde der standardisierte Mastermix verwendet (vgl. Kapitel 2.6.3). Da die
transformierten E. coli Bakterien zunachst lysiert werden mussten, wurde der
einmalige Denaturierungsschritt des Temperaturprogramms nicht wie Ublich bei 94 °C,
sondern bei 98 °C durchgefihrt (Tabelle 2-18).

Tabelle 2-18: Temperaturprogramm der M13 PCR. Die Anfangsdenaturierung wurde gegeniber der
Standard-PCR erhéht, um eine Lysis der E. coli Zellen zu gewahrleisten.

Schritt Temperatur | Zeit
Anfangsdenaturierung | 98 °C 4 min
Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 50 °C 30s 40 Zyklen
Elongation 72 °C 20-60 s

finaler Extensionsschritt | 72 °C 7 min

Die Uberpriifung der M13 PCR erfolgte durch Agarosegelelektrophorese. Die M13
PCR-Produkte einer gelungenen Klonierung mussten Fragmentlangen aufweisen, die

etwa 250 bp groRer sind als die erwartete Lange des Genfragments, da die M13
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Primer innerhalb des Plasmidvektors binden und einen Teil dessen ebenfalls
amplifizieren (Qiagen 2001). Produkte mit der richtigen Fragmentldnge wurden
aufgereinigt und sequenziert.

Aliquote der zu sequenzierenden Produkte wurden in 3 ml LB-Flissigmedium
aufgenommen. Es folgte die Kultivierung tber Nacht bei 37 °C im Inkubationsschuittler.

Nach einem Medienwechsel erfolgte die Lagerung bei -80 °C in Kryordhrchen.

2.11 Genexpressionsstudien mittels Real-Time PCR

2.11.1 Prinzip der Real-Time PCR und der relativen Expression

Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) erlaubt eine spezifische, sensitive und
reproduzierbare Quantifizierung von Nukleinsauren. Als Detektionshilfsmittel wahrend
der PCR werden Fluorophore verwendet.

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde die SYBR Green-Detektion verwendet.
Dabei lasst das MalR der SYBR Green-Fluoreszenz Ruckschlisse auf die
Ausgangsmenge der Nukleinsaure zu.

Die Methode basiert darauf, dass der Fluoreszenzfarbstoff wahrend der Amplifikation
zwischen doppelstrangigen Nukleinsauren interkaliert wird. Der Farbstoff wird nach
jedem PCR-Zyklus durch kurzwelliges UV-Licht angeregt und emittiert daraufhin
langerwelliges UV-Licht (Maller 2001). Als Referenzfarbstoff wurde in dieser Arbeit
ROX (6-Carboxy-X-rhodamin) verwendet.

Im Anschluss an die Amplifikation kann eine Schmelzkurven-Analyse folgen, um die
Spezifitdt des PCR-Produkts sowie der Primer zu Uberprifen. Ein Hinweis auf
mangelnde Spezifitdt waren Peaks mehrerer Schmelzpunkte innerhalb einer Probe
(Ririe et al. 1997; Schrimpf 2002). Diese Peaks weisen meist niedrigere
Schmelzpunkte als die des spezifischen Produkts auf und sind auf Primer-Dimere
bzw. Cross-Dimere zurtickzufihren. Da wahrend der Real-Time PCR die gesamte
Fluoreszenz erfasst wird (es kann also nicht zwischen spezifischem Produkt und
Primer-Dimer unterschieden werden), fihrt eine mangelnde Spezifitait der

Amplifikation zu falschen Ergebnissen bei der Berechnung der relativen Expression.

Zur Quantifizierung wird der Anfang der exponentiellen Phase betrachtet. Dabei ist der
Wert, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant Uber die Hintergrundfluoreszenz

ansteigt, entscheidend. Dieser so genannte ,treshold cycle® (Cy) flief3t in die spatere
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Berechnung der relativen Expression ein. Die Expression eines Zielgens wird mit
einem Referenzgen normalisiert, indem die Signale des Referenzgens verwendet
werden, um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA- oder DNA-
Probe auszugleichen.

Als Referenzgen wurde die 18S Untereinheit gewahlt, da sie als stabil exprimiert gilt
(Kim et al. 2003; Kuchipudi et al. 2012) und fur Fabaceaen eine zufriedenstellende
Normalisierung erbrachte (Martins et al. 2008; Lange 2009).

Die Berechnung der relativen Expression setzt eine optimale PCR-Effizienz voraus
(Effizienz = 2 bzw. 100 %), d.h., dass die Anzahl der cDNA-Strange sich mit jedem
PCR-Zyklus verdoppelt. In der Praxis liegt die Effizienz bei 1,7 bis 1,9, was eine
Effizienzkorrektur in der Berechnung verlangt (Arya et al. 2005; Holzapfel und Wickert
2007). Damit Zielgen und Referenzgen miteinander verglichen werden kdnnen, sollten
die Amplifikationseffizienzen der designten Primern ahnlich sein (Jozefczuk und
Adjaye 2011).

2.11.2 Primerdesign

Beim Design von Real-Time PCR-Primern missen deutlich héhere Anforderungen als
beim PCR-Primerdesign (vgl. Kapitel 2.6.2) erflllt werden. Es gilt hier eine sehr hohe
Spezifitdt zu gewahrleisten, da anderenfalls eine korrekte Quantifizierung nicht
moglich ist (vgl. Kapitel 2.11.1). Die Lange der Primer sollte 19-23 bp betragen. Eine
hohe Spezifitdt soll durch ein kurzes Amplikon (50-210 bp) und eine hohe
Schmelztemperatur der Primer (60-68 °C) gewahrleistet werden. Der Hang zur

Ausbildung von Sekundarstrukturen sollte moglichst gering sein (SABioscienes 2008)

2.11.3 Durchfiihrung der Real-Time PCR

Die Real-Time PCR wurde mit dem Brilliant II SYBR® Green QPCR Master Mix
(Agilent Technologies, Béblingen) durchgefiihrt. Als Referenzfarbstoff diente ROX,
welcher ebenfalls Bestandteil des genannten Kits war. Die Zusammensetzung des
Mastermix ist in Tabelle 2-19 dargestellt. Forward und reverse Primer wurden
zunachst auf eine Konzentration von jeweils 1,5 yM in ddH,O verdinnt (Primermix).
Die Endkonzentration der einzelnen Primer im Mastermix betrug 0,3 pM. Der

Referenzfarbstoff wurde ebenfalls mit ddH,O auf eine Konzentration von 2 pM
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verdunnt (Endkonzentration im Mastermix 30 nM). Als Template dienten 0,45 ul cDNA.
Die Real-Time PCR wurde fir jede Probe in Triplikaten durchgefuhrt.

Die Amplifikation erfolgte mithilfe der erarbeiteten genspezifischen Real-Time PCR-
Primer sowie mit Primern, die ein 155 bp langes Fragment der 18S Untereinheit
amplifizieren

(forward: 5-GCTTTTAGGACTCCGCTGG-3', reverse: 5-GGTAAGTTTCCCCGTGTT
GA-3’) (Moreth, unveréffentlicht).

Die Durchfihrung erfolgte im Real-Time Thermocycler MX3005P QPCR System der
Firma Agilent Technologies.

Tabelle 2-19: Zusammensetzung des Mastermix mit dem Brilliant Il SYBR® Green QPCR Master
Mix.

ddH,O 3,825 pl
Stratagene Mix 7,5 ul
Primermix (Endkonz. je 0,3 uM) | 3 pl
ROX (Endkonz. 30 nM) 0,225 ul
Template 0,45 pl

Das Temperaturprogramm war fir alle Versuche identisch und ist in Abbildung 2-4
dargestellt. Im Segment 1 fand die Anfangsdenaturierung, einschlielich der
Aktivierung der hot start Tag-Polymerase statt. Im 2. Segment erfolgte die
Amplifikation mit den Schritten Denaturierung, Primer-Annealing und Elongation. Am
Ende jedes Zyklus wurde die Fluoreszenz der Farbstoffe SYBR Green und ROX
gemessen. Die Amplifikation fand Uber 50 Zyklen statt.

AnschlieRend wurde die Dissoziationskurve aufgenommen, indem zunachst fir eine
Minute bei 95 °C denaturiert wurde. Im nachsten Schritt wurde von 60 auf 95 °C in
Intervallen von 0,5 °C erhitzt und nach jedem Intervall die SYBR Green-Fluoreszenz

gemessen. Anhand dieser sollte die Spezifitat der Produkte nachgewiesen werden.
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Abbildung 2-4: Thermoprofil der Real-Time PCR-Experimente. Gezeigt werden die einzelnen
Segmente: 1. Anfangsdenaturierung u. Aktivierung der hot start Tag-Polymerase; 2. Amplifikation mit
Fluoreszenzmessung nach jedem Zyklus; 3. Aufnahme der Dissoziationskurve.

2.11.4 Ermittlung der Amplifikationseffizienz und der relativen Expression

Zusatzlich zu den zu analysierenden Proben wurden Real-Time PCR-Laufe mit seriell
verdiinnten Templates (102-10°) durchgefilhrt. Als Template diente hier cDNA aus
dem Splintholz von Baum 1. Auch hier wurden fir jede Probe Triplikate eingesetzt.

Die erhaltenen Cr-Werte wurden als Funktion des dekadischen Logarithmus des
reziproken Verdiunnungsfaktors (1/VF) graphisch aufgetragen. Aus der Steigung
dieser Standardgeraden kann die Amplifikationseffizienz (E) nach der Formel von
Pfaffl (2001) berechnet werden:

1
E = 10 Steigung 1
Die Ermittlung der Amplifikationseffizienz wurde unabhangig voneinander in mehreren
Real-Time PCR-Einzelldufen durchgefuihrt. Aus den jeweils funf berechneten

Effizienzen wurde der Mittelwert gebildet.

Mithilfe der Amplifikationseffizienzen kann die relative Expression berechnet werden.
Bestimmt wird die relative Expression als Verhaltnis (R) des Zielgens in Bezug auf das
18S Referenzgen. Die Formel wurde modifiziert in Anlehnung an Pfaffl (2001):
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C Probe
ERef T.Ref( )

= E ;0 CT2ie1(PTObE) *100 % (2)
e

R — normalisierte relative Quantitat

Eziel — Amplifikationseffizienz des Zielgens
Erer— Amplifikationseffizienz des Referenzgens
Cr(Probe) — threshold Wert einer Probe
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3 Ergebnisse

3.1 Uberpriifung der RNA-Qualitit, des DNase-Verdaus und

der reversen Transkription

Die Integritat der mithilfe des RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden) extrahierten
RNA aus Gesamtgewebe wurde mittels Gelelektrophorese unter denaturierenden
Bedingungen uberprift. Nach gelelektrophoretischer Trennung sollten die Banden der
26S bzw. 18S Untereinheit zu sehen sein, wobei ein Verhaltnis der
Fluoreszenzintensitat von 2:1 auf intakte RNA hindeutet (Sambrook und Russel 2001).
Abbildung 3-1 zeigt exemplarisch die erfolgreiche Extraktion intakter Gesamt-RNA.
Aus allen funf Gewebezonen konnte intakte RNA gewonnen werden, wobei generell
festgestellt werden kann, dass aus den aufleren Zonen deutlich mehr RNA extrahiert
wurde, als aus der Splint-Kern-Ubergangszone, was auf die geringe Anzahl der vitalen

Zellen in diesem Gewebe zurlickzufiihren ist.

57



Ergebnisse
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Abbildung 3-1: Agarosegel (1,5 %) zur Uberpriifung der Gesamt-RNA-Extraktion aus
Gesamtgewebe. Exemplarisch abgebildet ist der Auftrag der flinf Gewebezonen der Probe 2012_Dez2.
Zu sehen sind oben die 26S Untereinheit sowie unten die 18S Untereinheit. Die Extraktion von
Gesamt-RNA war in allen Geweben erfolgreich.

265 —
185 —

Da im extrahierten Eluat neben Gesamt-RNA auch Spuren von DNA enthalten sein
kénnen und diese spatere Quantifizierungsversuche stéren, wurde ein DNase-Verdau
durchgefihrt und dessen Erfolg mittels PCR Uberprift. Ein Fragment der 18S
Untereinheit wurde amplifiziert. Als Template dienten Aliquote der DNase-verdauten
RNA sowie, in einem zweiten Versuch, die cDNA erhalten nach reverser Transkription.
Abbildung 3-2 zeigt exemplarisch die Dokumentation der Versuche durch
Gelelektrophorese. Es konnte erfolgreich reine cDNA synthetisiert werden. Nach dem
Verdau mit dem DNase | Kit (Thermo Scientific, Waltham, USA) konnte kein Produkt
amplifiziert werden, es ist also keine DNA mehr vorhanden. Nach reverser
Transkription der mRNA in cDNA mithilfe des SuperScript® Il First-Strand Synthesis
Kits (Thermo Scientific, Waltham, USA) war eine Amplifikation des 155 bp langen 18S

Fragments mdglich.
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Amplifikation nach DNase-Verdau Amplifikation nach rev. Transkription

M Ph OS MS IS TZ + - Ph OS MS IS TZ + -

500 bp
500 bp

Abbildung 3-2: Uberpriifung des DNase-Verdaus und der reversen Transkription. Exemplarisch
abgebildet ist der Auftrag des mit 18S Primern erhaltenen Amplifikats der funf Gewebezonen der Probe
2012.Dez2, sowie Positiv- (+) und Negativkontrolle (-) der PCR. Das Eluat enthalt neben Gesamt-RNA
auch DNA (nicht gezeigt). Nach dem Verdau mit DNase ist keine Amplifikation mehr moglich. Im 3. Schritt
wird mRNA erfolgreich in cDNA transkribiert, eine Amplifikation des 155 bp langen 18S Fragments ist
moglich.

3.2 Identifizierung der Gensequenz der Kandidatengene

Vor Beginn dieser Untersuchungen, waren weder fur die HS70 noch fir die 14-3-3
Genfamilie Gensequenzen von R. pseudoacacia in der GenBank-Datenbank des
NCBI hinterlegt (National Center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Daher mussten diese Gene zunachst identifiziert
werden. Die ldentifizierung und Klonierung der 14-3-3 Genfamilie sowie die
Interpretation der zugehdrigen Ergebnisse erfolgte im Rahmen einer Bachelorarbeit in

Zusammenarbeit mit Tanja Plambeck (2012).

3.2.1 Erarbeitung von degenerierten Primern

Zunachst wurden HS70 bzw. 14-3-3 Gensequenzen von Angehdérigen der Familie der
Fabaceae aus GenBank geladen (Tabelle 3-1). Es handelte sich dabei ausschlie3lich
um ,coding sequences® (CDS), also codierende Abschnitte ohne eingeschlossene

Introns.
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Tabelle 3-1: 14-3-3 und HS70 GenBank Sequenzen verschiedener Fabaceaen. Die daraus erstellten
multiplen Sequenzalignments dienten dem Design degenerierter Primer.

GenBank-Sequenzen 14-3-3 GenBank-Sequenzen HS70

Spezies GenBank-Ref. Spezies GenBank-Ref.
Glycine max U70533.1 Glycine max XM_003521282.2
Glycine max NM_001252761.1 | Glycine max XM_003554272.2
Medicago truncatula | BT052799.1 Medicago truncatula | XM_003625439.1
Medicago truncatula | BT052050.1 Nicotiana tabacum | AB689673.1
Pisum sativum U15036.1 Pisum sativum 232537 .1
Pisum sativum AJ238681.2 Ricinus communis | XM_002527690.1
Vicia faba 248504 .1 Ricinus communis | XM_002532251.1
Vicia faba Z48505.1 Vigna radiata AY485987.1
Vigna angularis AB042299.1 Vigna radiata AY485988.1

Mithilfe der Programme MEGAS (Tamura et al. 2011) und ClustalW (Larkin et al. 2007)
wurden aus diesen Gensequenzen multiple Sequenzalignments erstellt. Anhand der
Alignments konnten homologe Regionen ermittelt werden, die als Grundlage fir die
Konstruktion degenerierter Primer dienten (Kwok et al. 1994). Diese wurden von der
Firma Biomers (Ulm) bezogen. Degenerierte Primer sind ein Primergemisch. Die
Anzahl der einzelnen Primer im Gemisch ergibt sich aus dem Grad der
Degenerierung, d.h. der Anzahl an unterschiedlichen Basen (Clark und Pazdernik
2009). Die entsprechenden Basen im Primergemisch sind durch IUPAC-
(International Union of Pure and Applied Chemistry) Codes fir entartete Nukleotide
gekennzeichnet; Tabelle 3-2 zeigt diese Codes. Die verwendeten degenerierten
Primer fur beide Kandidatengene sind in Tabelle 3-3 bzw. Tabelle 3-4 aufgelistet.
Da degenerierte Primer unspezifisch binden sollen, wurden allgemeine

Anforderungen an Primer weitgehend aul3er Acht gelassen.
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Tabelle 3-2: IUPAC Nukleotid-Codes und die dazugehdrigen Basen.

IUPAC Code

Base

A oder C

A oder G

AoderT

G oder C

CoderT

GoderT

A oder G oder C

A oder Coder T

Aoder GoderT

G oder T oder C

zlw O I <| X < 0 S|

alle vier Basen moglich

Tabelle 3-3: Degenerierte Primer zur Amplifikation eines 14-3-3 Genabschnitts.

Primer

Primersequenz (5°-3°)

Grad der Degenerierung

14-3-3deg-1.for | CGTSTACATSGCNAARCTCGC | 32
14-3-3deg-2.for | CGHTACGAAGARATGGTVGA | 18
14-3-3deg-3.rev | AAGATGAARGGHGATTAYYA | 24
14-3-3deg-4.rev | TCAAAAGCRTGRTTTGCAAG
14-3-3deg-5.rev | AGTTGCATGATCAAHGTYCT

Tabelle 3-4: Degenerierte Primer zur Amplifikation eines HS70 Genabschnitts.

Primer Primersequenz (5°-3°) Grad der Degenerierung

HS70deg-1.for | TGGCARCAYGAYCGHGTTGA | 24
HS70deg-2.for | GGKGGTGGBACHTTYGATGT | 12
HS70deg-3.for | GATGTTGTNCTTGTYGGTGG |8

HS70deg-4.for | GATGGTBCARGARGCNGAGA | 48
HS70deg-2.rev | ACATCYAAHGTBCCACCKCC | 36
HS70deg-3.rev | CCACCYACAAGNACAACATC |8

HS70deg-4.rev | TCTCNGCRTCRTGBACCATC | 48
HS70deg-5.rev | TCNACYTCCTCRATCTTDGG | 48
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3.2.2 Amplifikation und Sequenzierung mit degenerierten Primern

Die Amplifikation von Abschnitten der Kandidatengene erfolgte mithilfe verschiedener
Kombinationen degenerierter Primer. Da es sich bei degenerierten Primern um ein
Gemisch handelt, wurde die Primerkonzentration auf 1,2 uM verdoppelt. Die
Annealing-Temperatur wahrend der PCR wurde mit 50 °C niedrig gewahlt, um eine
unspezifische Amplifikation zu gewahrleisten. Die Elongationszeiten variierten je nach
Primerkombination zwischen 30 und 60 s. Die erwarteten Fragmentlangen ergaben
sich aus Berechnungen anhand des mit GenBank HSP70 Sequenzen
zusammengestellten Alignments. Als Template diente ¢cDNA von Baum 1. Die
eingesetzten Primerkombinationen sind in Tabelle 3-5 (14-3-3 Gen) und Tabelle 3-6
(HS70 Gen) dargestellt.

Tabelle 3-5: Eingesetzte Kombinationen von degenerierten Primern zur Amplifikation eines 14-3-3
Genabschnitts.

Primerkombination Erwartete Fragmentlange | Elongationszeit
14-3-3deg-1.for/14-3-3deg-3.rev | ca. 370 bp 30s
14-3-3deg-1.for/14-3-3deg-4.rev | ca. 580 bp 30s
14-3-3deg-2.for/14-3-3deg-5.rev | ca. 615 bp 30s

Tabelle 3-6: Kombinationen von degenerierten Primern zur Amplifikation eines HS70
Genabschnitts.

Primerkombination Erwartete Fragmentlange | Elongationszeit
HS70deg-1.for/fHS70deg-2.rev | ca. 550 bp 30s
HS70deg-3.for/lHS70deg-4.rev | ca. 550 bp 30s
HS70deg-4.for/lHS70deg-5.rev | ca. 350 bp 30s
HS70deg-1.for/lHS70deg-3.rev | ca. 950 bp 60 s
HS70deg-2.for/lHS70deg-4.rev | ca. 950 bp 60 s
HS70deg-3.for/fHS70deg-5.rev | ca. 900 bp 60 s

Mithilfe der Amplifikationen mit degenerierten Primern und anschlielenden
Sequenzierungen konnten ein 1767 bp langes HS70 Genfragment und ein ca. 500 bp
langes 14-3-3 Genfragment erarbeitet werden (vgl. Abbildungen A 1 und A 2 im
Anhang). Die Sequenzen wurden mithilfe des ,basic local alignment search tools®
(BLAST) mittels des BLASTn Algorithmus (Altschul et al. 1997) gegen die GenBank
Datenbank abgeglichen. Fur das 14-3-3 Fragment ergab sich eine Homologie von
81 %, bei einer Sequenzabdeckung von 100 % (,query cover®) mit einem 14-3-3 Gen
von Glycine max (GenBank Referenz: NM_001251460.1). Fur das HS70 Genfragment
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ergab der Abgleich eine Homologie von 91 % (,query cover® 100 %) mit einer HS70
Sequenz von Glycine max (GenBank Referenz: XR_137138.1). Damit liegt eine erste
Identifizierung der beiden Kandidatengene vor. Aufgrund der unspezifischen
Amplifikation weisen diese Sequenzen allerdings einige Licken auf, sodass I[UPAC
Nukleotid Codes verwendet werden missen. Die Chromatogramme zeigten an einigen
Stellen Doppelpeaks, also die Detektion zweier verschiedener Basen an einer Position
(vgl. exemplarische Darstellung in Abbildung 3-3), was ein Hinweis auf zwei
Amplifikate im aufgereinigten PCR-Produkt ist. Dies kann entweder auf unspezifische
Anlagerungen des Primers hindeuten oder es wurden zwei Gene derselben
Genfamilie amplifiziert. Auf der Grundlage dieser Sequenzen wurden daher im

Folgenden genspezifische Primer fur Robinia pseudoacacia erarbeitet.

160 200
T TTT GCG GTTGTTG

Abbildung 3-3: Beispiel fiir ein Sequenzchromatogramm mit iiberlagernden Peaks. Ausschnitt aus
dem Sequenzchromatogramm eines HS70 Genfragments nach Amplifikation mit der degenerierten
Primerkombination HS70deg-1.for/HS70deg-2.rev. Beispielsweise Uberlagern sich an Position 191 die
Basen G und A.

3.2.3 Erarbeitung genspezifischer Primer

Anhand der mithilfe von degenerierten Primern erarbeiteten Sequenz erfolgte die
Konstruktion genspezifischer Primer (GSP). Diese sind in Tabelle 3-7 (14-3-3 Gen)
und Tabelle 3-8 (HS70 Gen) aufgefihrt. Dabei wurde auf die Richtlinien zur Erstellung
von PCR-Primern (vgl. Kapitel 2.6.2) geachtet. Zudem wurden die Primer so gewahlt,
dass ein moglichst langer Abschnitt amplifiziert werden kann, um beim spateren
Design von Real-Time PCR-Primern genug Auswahlmdglichkeiten zu haben. Fur die
genspezifischen Primer wurden Sequenzabschnitte gewahlt, an denen das

Chromatogramm der Sequenzierung aus Kapitel 3.2.2 keine Doppelpeaks aufweist.

63



Ergebnisse

Tabelle 3-7: Genspezifische Primer zur Amplifikation eines 14-3-3 Genabschnitts.

Primer Primersequenz (5°-3°)
14-3-3GSP-A .for GAGATGGTGGAGTTCATGGAGAA
14-3-3GSP-B.for GAGGAACTCACGGTGGAGGAGA
14-3-3GSP-C.rev ATTCTTAACTCTCCTGATCG
14-3-3GSP-D.rev CTTGCTCTGAACTTCTC

Tabelle 3-8: Genspezifische Primer zur Amplifikation eines HS70 Genabschnitts.

Primer Primersequenz (5°-3°)
HS70.GSP.1.for GCTAAGAACCAGGTCGCCAT
HS70.GSP.2.for ACAAGGGTGAAGAGAAGCAA
HS70.GSP.3.for CAGGATGGTGAACCACTTCGT
HS70.GSP.4.for ATTCCCAAGGTTCAACAAC
HS70.GSP.1.rev TTGCTTCTCTTCACCCTTGT
HS70.GSP.2.rev AATGGTGGTCTGGGCAGTA
HS70.GSP.3.rev GCAACAGCCTCATCAGGATTG
HS70.GSP.4.rev GGTACATCTTGGCAATGAT

3.2.4 Amplifikation und Sequenzierung mit genspezifischen Primern

Die Amplifikation von Abschnitten der Kandidatengene erfolgte mithilfe verschiedener
Kombinationen genspezifischer Primer. Die Annealing-Temperatur fur beide 14-3-3
Primerkombinationen betrug 54 °C. Fur die Amplifikationen von HS70 Fragmenten
mussten flir die verschiedenen Primerkombinationen unterschiedliche Annealing-
Temperaturen gewahlt werden. Im Folgenden sind die verwendeten
Primerkombinationen, erwarteten Fragmentlange sowie PCR-Parameter fir das
14-3-3 Gen (Tabelle 3-9) und das HS70 Gen (Tabelle 3-10) dargestellt.

Tabelle 3-9: Eingesetzte Kombinationen von genspezifischen Primern zur Amplifikation eines
14-3-3 Genabschnitts.

Primerkombination Erwartete Elongationszeit | Annealing

Fragmentlange

14-3-3GSP-A.for/14-3-3GSP-C.rev | ca. 450 bp 30s 54 °C

14-3-3GSP-B.for/14-3-3GSP-D.rev | ca. 430 bp 30s 54 °C
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Tabelle 3-10: Eingesetzte Kombinationen von genspezifischen Primern zur Amplifikation eines

HS70 Genabschnitts.

Primerkombination Erwartete Elongationszeit | Annealing
Fragmentlange

HS70.GSP.1.for/HS70.GSP.1.rev | ca. 180 bp 20s 54 °C

HS70.GSP.2.for/lHS70.GSP.2.rev | ca. 530 bp 30s 55,5 °C

HS70.GSP.3.for/HS70.GSP.3.rev | ca. 400 bp 25s 55,5 °C

HS70.GSP.4.for/HS70.GSP.4.rev | ca. 800 bp 45s 53 °C

Die Amplifikate der genannten Primerkombinationen wurden sequenziert. Fir das
14-3-3 Gen konnte ein 478 bp und fir das HS70 Gen ein 1767 bp langes Fragment
erarbeitet werden (vgl. Abbildungen A 1 und A 2 im Anhang). Der BLASTn
Datenbankabgleich ergab fur das 14-3-3 Fragment eine Homologie von 89 % zu
einem 14-3-3 Abschnitt von Glycine max (GenBank Referenz: NM_001251460), bei
einer Sequenzabdeckung von 100 %. Fir den HS70 Genabschnitt ergab sich eine
Homologie von 92 % (Sequenzabdeckung 100 %) zu einer HS70 Sequenz von
Glycine max (GenBank Referenz: XM_003554272.2). Beide Kandidatengene konnten

also Uber die Sequenzabschnitte molekular identifiziert werden.

3.3 Ergebnisse der Klonierungen

Zur Uberpriifung, ob es sich bei den amplifizierten Fragmenten um ein einzelnes Gen

oder mehrere Mitglieder einer Genfamilie handelt, wurde eine Klonierung
durchgefuhrt. Fuir das HS70 Gen wurde mithilfe der genspezifischen Primer
HS70.GSP.2.for/HS70.GSP.2.rev ein ca. 530 bp langes Genfragment amplifiziert und
aufgereinigt. Die Primer 14-3-3GSP.B.for/ 14-3-3GSP.D.rev amplifizierten einen ca.
430 langen Abschnitt des 14-3-3 Gens. Auch dieses Amplifikat wurde aufgereinigt.
Direkt im Anschluss erfolgte die Ligation. Nach der Transformation in kompetente E.
coli Zellen und dem Ausplattieren auf Selektivmedium erfolgte die Kultivierung Gber
Nacht.

Im Anschluss an das Blau-WeiRR-Screening wurden Kolonien gepickt und mittels M13
PCR amplifiziert. Abbildung 3-4 zeigt exemplarisch das Ergebnis fir das HS70 Gen
nach Dokumentation durch Gelelektrophorese. In diesem Fall wurden zehn Kolonien
(Klone) ,gepickt®. Acht von ihnen tragen das HS70 Fragment als Insert, was aus der

Lange des Amplikons geschlossen werden kann (550 bp Genfragment+250 bp
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Plasmidrest). Die restlichen zwei tragen kein Insert, das Amplikon weist eine Lange
von 250 bp auf. Bei allen Klonierungen wurden mindestens 20 Kolonien gepickt, um
auch seltenere Transkripte aufzudecken. Amplifikate von zwdlf das Insert tragenden

14-3-3 Klonen sowie von 15 HS70 Klonen wurden aufgereinigt und sequenziert.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 - M
500 bp
s -
P e 08 v % 4 ayp T
[

Abbildung 3-4: Dokumentation der M13 PCR. Das Gelbild zeigt die Amplifikate der 10 gepickten HS70
Klone nach M13 PCR sowie Negativkontrolle (-) und Ladngenmarker (M). Die Klone 3 und 4 tragen kein
HS70 Genfragment als Insert. Nur der Plasmidrest wurde amplifiziert. Alle anderen Klone tragen das
550 bp lange Fragment als Insert, wodurch sich eine Amplikonlange von 800 bp ergibt.

Mithilfe der Software-Programme MEGAS5 und ClustalW wurden fir beide Gene
Sequenzalignments erstellt. Abbildung 3-5 zeigt das Alignment der cDNA-Sequenzen
der 14-3-3 Klone.
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AGGAACTCACGGTGGAGGA AACCTTCTCTCTETCECTTACAACAACE TCATCECTECCCEACETECTTCETEECECATCATCTCCTCCAT
ACGAACTCACGGETGGAGCA AACCTTCTCTCTETCCCTTACAACAACE TCATCECTECCCEACETGCTTCETECCECATCATCTCCTCCAT
ACGAACTCACCETGGAGCA AACCTTCTCTCTETCCCTTACAACARCE TEATCEETECCCEACETECTTCETECCECATCATCTCCTCCAT
AGGAACTCACGGETGCAGCA AACCTTCTCTCTETCCCTTACAACGARCETCATCECTECCCEACCETECTTCETEECECATCATCTCCTCCAT
AGGAACTCACGGETGGAGCA AACCTTCTCTCTETCCCTTACAAGARCETCATCEETECCCEACETGCTTCETECCECATCATCTCCTCCAT
AGGAACTCACGGETGCAGCA AACCTTCTCTCTETCCCTTACAACGARCETCATCECTECCCEACCETECTTCETEECECATCATCTCCTCCAT
ACCAACTCACCETGCAGCA AACCTCCTCTCAGTGCCCTACAACAACE TCATCECAGCACECCETGCCTCETECCETATCATCTCTTCCAT
ACCAACTCACCETECACGCA AACCTCCTCTCACTCECCTACAACAACE TCATCECAGCACECCETECOTCETECCOTATCATCTCTTCCAT
ACCAACTCACCCETCCAGCA AACCTCCTCTCACTCCCCTACAACAACETCATCECACCACECCETECCTCETECCETATCATCTCTTCCAT
ACCGAACTCACCETGGAGCA AACCTCCTCTCACTCECETACAACARCE TCATCECAGCACECCETECCTCETECCETATCATCTCTTCCAT
AGGAACTCACGGETGCAGCA AACCTCCTCTCAGTGECCTACAACGAACETCATCECAGCACGCCETECCTCETEECETATCATCTCTCCCAT
ACCAACTCACCCTCCAGCA AACCTCCTCTCAGTCCCCTACAACAACE TCATCECAGCACECCETGCCTCETECCETATCATCTCTTCCAT
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CGARCAGAAGCGAGGAGAGTA AAACGAGGATCACCTTTCCATTATCCCTGACTACCCATCTAAGATCCAGGCTGAGCTTTCCARRATCT G

CCARCAGAAGCGAGGAGAGTA AAACCAGGATCACCTTTCCATTATCCGTGACTACCCATCTARGATCCACGCTGAGCTTTCCARRATCTGC

CGARCAGAAGCGAGGAGAGTA AAACCAGGATCACCTTTCCATTATCCGTGACTACCCATCTAAGATCCAGGCTGAGCTTTCCARRATCT G

CCARCAGRACCGACGCACACTA AALCCAGCATCACCTTTCCATTATCCGTCACTACCCATCTARCATCCACCCTCACCTTTCCARRATCTCC

CGAACAGAAGCGAGCAGAGTA AAACGAGGATCACGTTTCCATTATCCGTGACTACCCATCTAAGATCCAGGCTGAGCTTTCCARRATCTCC

CGARCAGAAGCGAGGAGAGTA AAACGAGGATCACGTTTCCATTATCCGTGACTACCCATCTAAGATCCAGGCTGAGCTTTCCARARTCT G

CCAGCAGAACCAGCACACTCCETCECAACCACGCACCACCTCTCCETCATCCGTCACTACCCATCCAACATCCACGTCTGAACTCTCCARCATCTCC

CCAGCAGARGCGAGCACACTCETCECARCEACEACCACETCTCCETCATCCCTEACTACCCATCCAAGATCCACTCTEGAACTCTCCARCATCTCC

CCACCAGAACCACGCACACTCOTCACAACEACCACCACETCTCCATCATCCCTEACTACCCATCCARCATCOACTCTCAACTCTCCARCATOT GO

CCAGCAGAAGCAGCACACTCETCECAACCAGCACCACCTCTCCETCATCCETGACTACCCATCCAACATCCACGTCTGAACTCTCCARCATCTCC

CCAGCAGARGCGAGCACAGTCETCECAACCAGEACCACCTCTCCETCATCCETEACTACCCATCCARAGATCCAGTCTGAACTCTCCARCATCTGC

CCAGCAGAAGCAGCACACTCETCECAACCAGCACCACCTCTCCETCATCCETGACTACCCATCCAACATCCACGTCTGAACTCTCCARCATCTCC
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ACCCAATCCTCECECTCCTTCACTCACETCTCATTCCT TCTGCTACCTCCEETCACTCTAAGET TTTCTACCTCARAAT CARGCCACATTATCAC

ACCCAATCCTCCCECTCCT TEACTCACETCTCATTCCT TCTGCTACC TCCEETCACTCTAAGETTTTCTACCTCARAAT CARG CEACATTATCAC

ACCCAATCCTCCCECTCCT TCACTCACETCTCATTCCT TETCCTACC TOCEE TCACTCTAAGCTTTTCTACCTCARAAT CAACG CCACATTATCAC

ACCCAATCCTCCCECTCCT TCACTCACETCTCATTCCT TCTGCTACC TCCEETCACTCTAAGETTTTCTACCTCARAAT ARG CEACATTATCAC

ACCCAATCCTCCCECTCCT TCACTCACETCTCATTCCT TETCCTACC TOCEE TCACTCTAAGCTTTTCTACCTCARAAT CAACG CCACATTATCAC

ACCCAATCCTCCCECTCCTTCACTCACCTCTCATTCCT TCTCCTACCTCCCETCACTCTAAGCTTTTCTACCTCARAAT CARCCCACATTATCAC

ACCCAATCCTCAAACTCCT TCATACTCECCTCATTCCCECAGCTTCT TCCEECCATTCCAAGETTTTCTACCTCARGAT CARACGC TCATTACCAC

ACCCAATCCTCARACTCCT TCATACTCECCTCATTCCCECAGCTTCT TCCEECCATTCCAAG T TTTCTACCTCAAGAT CARAAGC TCATTACCAC

ACCCAATCCTCAAACTCCTTCATACTCECCTCATTCCCECAGCTTCT TCCEECCATTCCAAGETTTTCTACCTCARGAT CARACGCTCATTACCAC

ACCCAATCCTCARACTCCT TCATACTCECCTCATTCCCECACCTTCT TECEECCATTCCAAGCTTTTCTACCTCARCAT CAAACC TCATTACCAC

ACCGCAATCCTCAAACTCCTTCATACTCECCTCATTCCCECAGCTTCT TCCEECCATTCCAAGETTTTCTACCTCAAGAT CARACGGTCATTACCAC

ACCCAATCCTCARACTCCTTCATACTCECCTCATTCCCECAGCTTCT TCCEECCATTCCAAGETTTTCTACCTCAAGATCARACGCTCATTACCAC
veeee..200.......210.......220.......230.......240.......250.......260.......270.......280.....
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AGCTACCTCECTCAGTTCCACACCECCECTCACAGARRACGCECCECCEAGAGCACTCTCTCCECTTACAARTCCECTC - - - ACCACATTECEAR

ACGCTECCTCECTEACTTCAACACCECCECTCACGACAARACACECCECCEACAGCACTCTCTCCECTTACAAATCCCCTC - - - AGCACATTCCCAR

AGCTACCTCGCTCAGTTCARGACCEECECTCACAGARRACACECCECCEACAGCACTCTCTCCECTTACAARTCCECTC - - - AGCACATTGCEAR

ACCTACCTCUCTCACTTCAACACCECCECTCACACAARACACECCECCEACACCACTCTCTCCCCTTACAAATCCCCTC - - - ACCACATTCCCAR

AGCTACCTCGCTCACTTCARGACCEECECTCACAGAARACACECCECCEACAGCACTCTCTCCECTTACAAATCCECTC - - - AGCACATTCCEAA

ACCTACCTCOCTCACTTCARCACCECCEOTCACACARRACACECCECCEACACCACTOTOTCCCCTTACARATCCCCTC - - - ACCACATTACCAR

ACCTACCTCGCTCACTTCAACACCEETECCEAACCTARACAACCTCECCEACAGCACCCTCECCECATACAAATCTCCTC - - - ACCACATTCCARA

AGCTACCTCGCTCAGTTCARCGACCEETECCCARCGTARAGAAGCTCGCCEAGAGCACCCTCECCECATACAARTCTECTC - - - AGCACATTGCARA

ACGCTACCTCECTCAGTTCAACACCECTCCCEARCCTAAACARCCTCCCEACAGCACCCTCECCECATACARAATCTCCTC - - - ACCACATTCCARR

AGCTACCTCGCTCAGTTCARCACCEETCCCCARACCG TARACAACCTCGCCEACAGCACCCTCECCECATACAAATCTCECTC - - - AGCACATTCCARA

ACCTACCTCUCTCACTTCAACACCECTECCEARCCTAAACARCCTCCCEACACCACCCTCECCECATACARAATCTCCTC - - - ACCACATTCCARR

AGCTACCTCGCTCAGTTCARCGACCEETCCCCAACCG TARACAACCTCGCCEACAGCACCCTCECCECATACAAATCTCCTCACGCACCACATTCCARA
..290.......300.......310.......320.......330.......340.......350.......360.......370.......380
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CACTGAGCTGCCTCCAACTCACCCEATCAGECTTECTCTTGCTCTCAACT TCTC

CACTGAGCTGCCTCCAACTCACCCEATCAGECTTECTCTTGCTCTCAACTTCTC

CACTGAGCTGCCTCCAACTCACCCEATCAGECTTCCTCTTGCTCTCAACTTCTC

CACTGAGCTGCCTCCAACTCACCCEATCAGECTTECTCTTECTCTCAACTTCTC

CACTGAGCTGCCTCCAACTCACCCEATCAGECTTCCTCTTGCTCTCAACTTCTC

CACTGAGCTGCCTCCAACTCACCCEATCAGECTTCCTCTTECTCTCAACTTCTC

TGCEGAACTGCCTCCAACTCATCCAATTAGGCTTCCAR TTGCTCTCAACTTCTC

TGCEGAACTGCCTCCAACTCATCCAATTAGGCTTCCACTTGCTCTCAACTTCTC

TGCGGAACTGCCTCCAACTCATCCAATTAGGCTTCCACTTGCTCTCAACTTCTC

TGCEGAACTGCCTCCAACTCATCCAATTAGGCTTCCACTTGCTCTCAACTTCTC

TGCEGAACTGCCTCCAACTCATCCAATTAGGCTTCCACTTGCTCTCAACTTCTC

TECCCAACTCCOTCCAACTCATCCAATTACCOTTECARTTECTCTCAACT TCTC
vee....390.......400.......410.......420.......430....

Abbildung 3-5 Nukleotidsequenzalignment (5°-3°) der Klone des 14-3-3 Genfragments. Dargestellt
sind die Klonsequenzen, erhalten durch M13 PCR. Die vor der Ligation eingesetzten Primer
14-3-3GSP.B.for und 14-3-3GSP.D.rev sind durch Kasten markiert. Die * Symbole stehen fir eine
Ubereinstimmung der jeweiligen Base in allen Klonen.
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Eine pairwise distance Analyse der einzelnen Klone mithilfe der MEGAS5 Software
zeigt, dass drei verschiedene Gene der 14-3-3 Genfamilie amplifiziert wurden. Die

Klone werden wie folgt eingeteilt:

Rp14-3-3Gen1: Klon 2, Klon 3, Klon 10, Klon 11, Klon 12, Klon 13
Rp14-3-3Gen2: Klon 4, Klon 5, Klon 6, Klon 7, Klon 9
Rp14-3-3Gen3: Klon 14

Die Rp14-3-3Gen1 zugeordneten Klone zeigen untereinander eine Homologie von
99,3 bis 100 % in ihrer Nukleotidsequenz. Lediglich Klon 2 und Klon 3 unterscheiden
sich in zwei bzw. einer Base von den anderen Klonen dieser Gruppe: Klon 2 an
Alignmentposition 304 und 326; Klon 3 an Position 290. Bei allen drei Positionen
handelt es sich um eine Transition von G zu A. Die Transition bei Klon 2 bewirkt den
Austausch einer Aminosaure an Position 108 der Aminosauresequenz (Abbildung
3-6), hier wird Threonin durch Alanin ersetzt. An Position 96 der Aminosauresequenz
ersetzt ebenfalls Alanin das Threonin (Klon 3). Alle anderen Klone dieser Gruppe sind
sequenzgleich. Fir die Aminosauresequenz ergibt sich daher eine Homologie von
98,6 bis 100 %.

Fir die Klone von Rp14-3-3Gen2 ergibt sich eine Homologie der cDNA-Sequenz von
99,5 bis 100 %. Die Klone 4 und 6 zeigen jeweils eine unterschiedliche Base zu den
restlichen (identischen) Klonen der Gruppe. Bei Klon 4 befindet sich an Position 91
eine Transition von C zu T. An Position 42 zeigt Klon 6 ein G statt eines C
(Transversion). Die Transition bei Klon 6 bewirkt einen Austausch der Aminosaure
Serin durch Prolin (Aminosauresequenz, Position 14). Die Transversion bei Klon 4 hat
keinen Einfluss auf dessen Aminosauresequenz. Die Aminosauresequenzen der
Klone dieser Gruppe gleichen sich somit zu 99,3 bis 100 %.

Die beschriebenen Klonsequenzen lassen trotz der Basenunterschiede eine
Gruppierung in Rp14-3-3Gen1 und Rp14-3-3Gen2 zu. Der Austausch der jeweiligen
Aminosaure ist konservativ, d.h., strukturell oder funktionell dhnliche Aminosauren
wurden ausgetauscht (Clark und Pazdernik 2009).

Die Nukleotidsequenz des Rp14-3-3Gen1 weist eine Homologie von 84,7 bis 85,4 %
zu Rp14-3-3Gen3 und Rp14-3-3Gen2 auf. In der Aminosauresequenz betragt die
Homologie der ersten Isoform bis zu 62,4 % zu den beiden anderen.

Der einzige Unterschied zwischen Rp14-3-3Gen2 und Rp14-3-3Gen3 findet sich in
einem Indel ab Alignmentposition 365. Hier findet sich fur Rp14-3-3Gen3 die
Basenfolge AGC, welche allen Klonen von Rp14-3-3Gen2 fehlt. Dieses Basentriplett

codiert fur die Aminosaure Serin. Aufgrund dieser zusatzlichen Aminosaure soll Klon
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14 als Rp14-3-3Gen3 gruppiert werden. Der Datenbankabgleich mittels BLASTn ergibt
fur Rp14-3-3Gen2 und Rp14-3-3Gen3 Homologien von 90 bzw. 89 % zu einer
Sequenz von Glycine max (GenBank Referenzz NM_001251460.1). Fur
Rp14-3-3Gen1 ergibt sich eine Ubereinstimmung von 87 % mit Lotus japonicus
(GenBank Referenz: AK336483.1). Die Sequenzabdeckung betragt jeweils 100 %.

KRR I AR RIS, *hk ok ok kk Kk Kk kkkdk kk ok ok kkkkh kk kK kkkkkk kd  kk ok k| kkkkka s % k%

Klon 02 RNSRWRRGTFELSLTRT-SVPDVLRGA NRRRRVGETRITFPLSVITDLRERLEFPKSATESSRELTHVSFLLLEPPVILRE KREIT
Klon 03 RNSRWRRGTFELSLTRT-SVPDVLRGA NRRRRVGETRITFPLSVITDLRSRLEFPKESATESSRELTHVSFLLLPPVILRE KREIT
Klon 12 RNSRWRRGTFSLELTRT-SVPDVLRGA NRRRRVGETRITFPLSVITTDLRSRLEFPKSATESSRSLTHVSFLLLPPVILRE KREIT
Klon 13 RNSRWRRGTFELSLTRT-SVPDVLRGA NRRRRVGETRITFPLSVITDLRSRLEFPKSATESSRELTHVSFLLLEPPVILRE KREIT
Klon_10 RNSRWRRGTFSLELTRT-SVPDVLRGA NRRRRVGETRITFPLSVITDLRSRLEFPKESATESSRELTHVSFLLLPPVILRE KREIT
Klon 11 RNSRWRRGTFELELTRT-SVPDVLRGA NRRRRVGETRITFPLSVITDLRSRLEFPKSATESSRELTHVSFLLLPPVILRE KREIT
Klon:05 RNSRWRR QWFPTR EHAVPRGVSSL RRRRVVATR VITDPRSSLN: ATESSNSLILASFPQLLPAIPRF REKVI
Klon_ 07 RNSRWRR QWPTR EHAVFRGVSSL RRRRVVATR VTTDPRSSLN! ATESENSLILASFPQLLPAIPRF REVI
Klon 09 RNSRWRR QWEPTR EHAVPRGVSSL RRRRVVATR VITDPRSSLN ATESSNSLILASFPQLLPAIPRF REVI
Klon 06 RNSRWRR QWRTR EHAVFRGVESL RRRRVVATR VITDPRSSLN! ATESENSLILASFPQLLPAIPRF REKVI
Klon 04 RNSRWRR QWPTR EHAVFRGVSEL! RRRRVVATR VTTDPRESLN! ATESENSLILASFPQLLPAIPRF REKVI
Klon 14 RNSRWRR QWPTR EHAVPRGVSSL RRRRVVATR VTTDPRSSLN: ATESSNSLILASFPQLLPAIPRF REKVI
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Klon_02 LSSRPALRERKAPPRALSFLTNPL-RTLRTLSCLQLTRSGLVLL
Klon 03 ASLSSRPALREK RALSPLTNPL-RTLRTLSCLQLTRSGLVLL
Klon 12 LSSRPALREK RALSPLTNFL-RTLRTLSCLQLTRSGLVLL
Klon 13 LSSRPALREK RALSPLTNPL-RTLRTLSCLQLTRSGLVLL
Klon:lO LSSRPALREK RALSPLTNPL-RTLRTLSCLQLTRSGLVLL
Klon 11 LSSRPALREK RALSPLTNFL-RTLRTLSCLQLTRSGLVLL
Klon_05 LSSRPVPNVKKLFRA HTNLL-RTLQMRNCLQLIQLGLDLLTS -
Klon 07 LSSRPVPNVKKLFPRA HTNLL-RTLOMRNCLQLIQLGLDLLTS -
Klon:09 LSSRPVPNVKKLFRA HTNLL-RTLOMRNCLQLIQLGLDLLTS -
Klon_06 LSSRPVPNVKKLFRA HTNLL-RTLOMRNCLQLIQLGLDLLTS -
Klon 04 LSSRPVPNVKKLFRA HTNLL-RTLQMRNCLQLIQLGLDLLTS -
Klon 14 LSSRPVPNVKKLFRA HTNLLSRTLMRNCLQLIQLGLDLLTS -

ruler ..100....... 110. 0 0hu v 120000000 1300000 140

Abbildung 3-6: Alignment der Aminosaduresequenz der Klone des 14-3-3 Genfragments. Das
Alignment basiert auf der cDNA-Sequenz aus Abbildung 3-5. Die (*) Symbole stehen fiir eine
Ubereinstimmung der jeweiligen Aminosaure in allen Klonen. Die (.) und () Symbole stehen fiir einen
konservativen Unterschied der Aminosauren.

Analog zum 14-3-3 Gen wurden cDNA-Sequenzalignments der Klone des HS70 Gens
erstellt.  Abbildung 3-7 zeigt das Alignment. Die daraus abgeleitete

Aminosauresequenz ist in Abbildung 3-8 dargestellt.
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Klon01l |ACAAGGGTGAAGACAAGCANTTTGCTGCGCAACAAATCTCTTCCATGCCTACTTATAAAGCATGCCTCAGATTCCTCGAGCCTTACCTTGCGATCTACA
Klon02 |ACAAGGGTGAAGAGAAGCANTTTGCTGCGCAAGARATCTCTTCCATGGTACTTATAARCGATGCCGTCAGATTGCTCAGGCTTACCTTGGATCTACA
Klon0b |ACAAGCGTGAAGACAAGCANTTTGCTGCGCAACAAATCTCTTCCATCCTACTTATAAAGCATGCCCTCAGATTCCTCGAGCCTTACCTTGCGATCTACA
Klon0é |ACAAGGGTGAAGAGAAGCANTTTGCTGCGCAAGARATCTCTTCCATGGTACTTATAARCGATGCCGTCAGATTGCTCAGGCTTACCTTGGATCTACA
Klon07 |ACAAGGGTCAAGACGAAGCANTTTGCCTGCCECAACARATCTCTTCCATGCTACTTATAAACATCCCTCACATTCCTCAGCCTTACCTTGCATCTACA
Klon08 |ACAAGGGTGAAGACAAGCANTTTGCTGCGCAACAAATCTCTTCCATGCCTACTTATAAACGATCGCCTCAGATTCCTCGAGCCTTACCTTGCGATCTACA
Klon09 |ACAAGGCTCAACGACGAAGCANTTTGCTCCCCAACARATCTCTTCCATGCTACTTATAAACATCCCTCACATTCCTCAGCCTTACCTTGCATCTACA
KlonlQ |ACAAGGGTGAAGACAAGCANTTTGCTGCGCAACAAATCTCTTCCATCCTACTTATAAAGCATCCCTCAGATTCCTCGAGCCTTACCTTGCGATCTACA
Klonl2 |ACAAGGGTGAAGAGAAGCANTTTGCTGCGCAAGARATCTCTTCCATGGTACTTATAARCGATGCCGTCGAGATTGCTCAGGCTTACCTTGGATCTACA
Klonl3 |ACAAGCGTGAACGACAACGCANTTTCGCTCGCGCAACAAATCTCTTCCATCCTACTTATAAAGATCCCTCAGATTCCTCGAGCCTTACCTTGCATCTACA
Klonl4 |ACAAGGGTGAAGACAAGCANTTTGCTGCGCAACAAATCTCTTCCATGCTACTTATAAAGCGATGCCTCAGATTCCTCGAGCGCTTACCTTGCGATCTACA
Klonl7 |ACAAGGGTGCAACGACGAAGCANTTTGCTCCCCAACARATCTCTTCCATGCTACTTATAAACATCCCTCACATTCCTCAGCCTTACCTTGCATCTACA
Klonl8 |ACAAGGGTGAAGACAAGCANTTTGCTGCGCAACAAATCTCTTCCATCCTACTTATAAAGCGATGCCTCAGATTCCTCGAGCGCTTACCTTGCGATCTACA
Klonl9 |ACAAGGGTGAAGAGAAGCANTTTGCTGCGCAAGARATCTCTTCCATGGTACTTATAARCGATGCCGTCGAGATTGCTCGAGGCTTACCTTGGATCTACA
Klon20 |ACAACCCTCGAACACAACCANTTTCCTCGCCGCAACAAATCTCTTCCATCCTACTTATAAAGCATCCCTCACGATTCCTCAGCCTTACCTTGCATCTACA
ruler 1.......10........20........30........40........50........60........70... 80000000090,
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Klon0l ATTAACAATCCTCGTTCTCACTCTTCCTGCTTACTTTAACCATTCTCACGCCTCAGCGCTACCAAGCATCCTCEGTCTTATTCGCTCGGTCTTAATGTCAT

Klon02
Klon05
Klon0é6
Klon07
Klon08
Klon09
KlonloO
Klonl2
Klonl3
Klonl4
Klonl7
Klonl8
Klonl9
Klon20

ruler

ATTAAGAATGCTGTTGTCACTGTTCCTGCTTACTTTAACGATTCTCACGCGACAGGCTACCAAGCGATGCTGGTCTTATTGCTGGTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTCTTGTCACTCTTCCTGCTTACTTTAACCGATTCTCAGCCGACAGGCTACCRAGCATGCTGGTCTTATTGCTGCTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTGTTGTCACTGCTTCCTCCTTACTTTAACCGATTCTCAGCCTCAGGCTACCAAGCGATCCTCCGTCTTATTGCTGGTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTGTTGTCACTGTTCCTGCTTACTTTAACGATTCTCACGCGTCAGGCTACCAAGCGATGCTGGTCTTATTGCTGGTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTGTTGTCACTGTTCCTGCTTACTTTAACCGATTCTCAGCCGACAGGCTACCAAGCGATCGCTCEGTCTTATTGCTGGTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTGTTGTCACTGTCCCTGCTTACTTTAACGATTCTCAGCGACAGGCTACCAAGCGATGCTGGTCTTATTGCTGGTCTTAATGTCAT
ATTAACAATCGCTCGTTCTCACTCTTCCTCCTTACTTTAACCGATTCTCACCCETCAGGCTACCAAGCATCCTCETCTTATTCCTCGGTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTGTTGTCACTGCTTCCTCCTTACTTTAACCGATTCTCAGCCTCAGGCTACCAAGCGATCCTCCGTCTTATTGCTGGTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTGTTGTCACTGTTCCTGCTTACTTTAACGATTCTCACGCGTCAGGCTACCAAGCGATGCTGGTCTTATTGCTGGTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTGTTGTCACTGCTTCCTCCTTACTTTAACCGATTCTCAGCCACAGGCTACCAAGCGATCCTCCGTCTTATTGCTGGTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTGTTGTCACTGTTCCTGCTTACTTTAACGATTCTCACGCGTCAGGCTACCAAGCGATGCTGGTCTTATTGCTGGTCTTAATGTCAT
ATTAACAATCGCTCGTTCTCACTCTTCCTCCTTACTTTAACCGATTCTCACCCETCAGGCTACCAAGCATCCTCETCTTATTCCTCGGTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTGTTGTCACTGCTTCCTCCTTACTTTAACCGATTCTCAGCCTCAGGCTACCAGGCATCCTCCGTCTTATTGCTGGTCTTAATGTCAT
ATTAAGAATGCTCTTGTCACTCTTCCTGCTTACTTTAACCGATTCTCAGCCTCAGGCTACCRAGCATGCTGGTCTTATTGCTGCTCTTAATGTCAT

..100.......110.......12000.....130.......140.......1560.......160.......170.0.....180.......190
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GCGAATTATCAATCAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGGTCTTGACAAGAAGCCAACCAGTCTTIGCCGAGAAGAATCTCTTGATTTTTCGATC
GCGAATTATCAATCAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGGTCTTGACAAGAAGCCAACCAGTCTTGCCGAGAAGAATCTCTTCGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCGAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGCTCTTGACAAGAAGGCAACCAGTGTTGGCGAGAAGAATGTCTTCGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGGTCTTGACAAGAAGCGCAACCAGTGTTGGCGAGAAGAATCTCTTCGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCGAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGCTCTTGACAAGAAGGCAACCAGTGTTGGCGAGAAGAATGTCTTCGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGGTCTTGACAAGAAGCCAACCAGTCTTIGCCGAGAAGAATCTCTTGATTTTTCGATC
GCGAATTATCAATCAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGGTCTTGACAAGAAGCCAACCAGTCTTGCCGAGAAGAATCTCTTCGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCGAGCCCACTGCCGCTGCCATCGCTTATGCTCTTGACAAGAAGGCAACCAGTGTTGGCGAGAAGAATGTCTTCGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGGTCTTGACAAGAAGCCAACCGAGTGTTGGCGAGAACGAATGTCTTGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCGAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGCTCTTGACAAGAGGGCAACCAGTGTTGGCGAGAAGAATGTCTTCGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCAGCCCACTGCTGCTGCCATCECTTATCCTCTTCACARACAACCCAACCACTCTTCCCGACGAACGAATCTCTTCATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGGTCTTGACAAGAAGCCAACCAGTCTTGCCGAGAAGAATCTCTTCGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCGAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGCTCTTGACAAGAAGGCAACCAGTGTTGGCGAGAAGAATGTCTTCGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGGTCTTGACAAGAAGCCAACCAGTCTTGCCGAGAAGAATCTCTTCGATTTTTGATC
GCGAATTATCAATCGAGCCCACTGCTGCTGCCATCGCTTATGCTCTTGACAAGAAGGCAACCAGTGTTGGCGAGAAGAATGTCTTCGATTTTTGATC
teess04200000....2100.000...2200 0004442300 .00...240.00.....2B0.0.....260.......270.......280.....

Klon0l
Klon02
Klon05
Klon0é
Klon07
Klon08
Klon09
Klonl(
Klonl2
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Klonl?7
Klonl$
Klonl9
Klon20
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TTGETGETGETACCTITGATGTCTCTTTACTTACCATTGAACGAGGETATCTTTGAGGTGARAGCCACAGCTGCGAGACACCCATCTTGGAGGTGAG
TTGETGETGETACCTTTGATCTCTCTTTACTTACCATTGAAGAGGGTATCTTTGAGGTGARAGCCACAGCTGCACGACACCCATCTTGGAGGTGAG
TTGETGGTGETACCTTTGATGTCTCTTTACTTACCATTCAAGAGGETATCTTTCAGGTGARAAGCCACAGCTGCACGACACCCATCTTGCGAGGTGAG
TTGETGETGETACCTTTGATGTCTCTTTACT TACCATTCAAGAGGGTATCTTTGAGCGTGARAGCCACAGCTGGAGACACCCATCTTGGAGGTGAG
TTGETGGTGETACCTTTGATGTCTCTTTACTTACCATTCAAGAGGETATCTTTCAGGTGARAAGCCACAGCTGCACGACACCCATCTTGCGAGGTGAG
TTGETGETGETACCTITGATGTCTCTTTACTTACCATTGAACGAGGETATCTTTGAGGTGARAGCCACAGCTGCGAGACACCCATCTTGGAGGTGAG
TTGETGETGETACCTTTGATCTCTCTTTACTTACCATTGAAGAGGGTATCTTTGAGGTGARAGCCACAGCTGCACGACACCCATCTTGGAGGTGAG
TTGETGGTGETACCTTTGATGTCTCTTTACTTACCATTCAAGAGGETATCTTTCAGGTGARAAGCCACAGCTGCACGACACCCATCTTGCGAGGTGAG
TTGCETCETEGETACCTTTCATCTCTCTTTACTTACCATTCARGAGGETATCTTTCACGGTGARACCCACAGCTGCACACACCCATCTTCCAGGTGAG
TTGETGGTGETACCTTTGATGTCTCTTTACTTACCATTCAAGAGGETATCTTTCAGGTGARAAGCCACAGCTGCACGACACCCATCTTGCGAGGTGAG
TTGETGETGETACCTITGATGTCTCTTTACTTACCATTGAACGAGGETATCTTTGAGGTGARAGCCACAGCTGCGAGACACCCATCTTGGAGGTGAG
TTGETGETGETACCTTTGATGTCTCTTTACTTACCATTCGAAGAGGGTATCTTTGAGGTGARAGCCACAGCTGCAGACACCCATCTTGGAGGTGAG
TTGETGETGETACCTITGATGTCTCTTTACTTACCATTGAACGAGGETATCTTTGAGGTGARAGCCACAGCTGCGAGACACCCATCTTGGAGGTGAG
TTCETCETEGETACCTTTCATCTCTCTTTACTTACCATTCAACGAGCETATCTTTCACGGTCGARAGCCACAGCTGCACACACCCATCTTCCGAGETGAG
TTGETGGTGETACCTTTGATGTCTCTTTACTTACCATTCAAGAGGETATCTTTCAGGTGARAAGCCACAGCTGCACGACACCCATCTTGCGAGGTGAG
..290.......300.......310.......320.......330.......340.......350.......360.......370.......380

Klon01l
Klon02
Klon0b
Klon0é
Klon07
Klon08
Klon09
KlonlQ
Klonl2
Klonl3
Klonl4
Klonl?7
Klonl$
Klonl9
Klon20
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GATTTTGATAACAGGATGGTCGAACCACTTCGTTCARGAATTCARAGAGARAGAACAACGAAGGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTCATAACAGGATGGTCGAACCACTTCGTTCAAGAATTCAAGAGARACGAACAACAAGCGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTCATAACAGCATCCTCAACCACTTCCTTCARGAATTCARCACGAAACAACAACAAGCGACATTAGTCGCAACCCTACGAGCACTCAGCAGGTT
GATTTTCATAACAGGATGGTCGAACCACTTCCTTCAAGAATTCAACACGARACGAACAACAAGCACATTAGTCGCAACCCTAGAGCACTCAGCGAGCGTT
GATTTTCATAACAGCATGCGTCGAACCACTTCCTTCARGAATTCARCAGARAACGAACAACAAGCGACATTAGTCGCAACCCTAGAGCACTCAGCAGGTT
GATTTTCATAACAGGATGGTCGAACCACTTCCTTCAAGAATTCAAGAGAAACGAACCGACAAGGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTGATAACAGGATGGTCGAACCACTTCGTTCAAGAACTCAAGAGARAGAACAACAAGGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTGATAACAGGATGGTGAACCACTTCGTTCARGAATTCARGAGARAGAACAACGAAGGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTGATAACAGGATGGTCGAACCACTTCGTTCAAGAATTCAAGAGARAGAACAACAAGGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTGATAACAGGATGGTGAACCACTTCGTTCARGAATTCARGAGARAGAACAACGAAGGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTGATAACAGGATGGTCGAACCACTTCGTTCAAGAATTCAAGAGARAGAACAACAAGGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTGATAACAGGATGGTCGAACCACTTCGTTCARGAATTCARAGAGARAGAACAACGAAGGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTCATAACAGGATGGTCGAACCACTTCGTTCAAGAATTCAAGAGARACGAACAACAAGCGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTGATAACAGGATGGTCGAACCACTTCGTTCARGAATTCARAGAGARAAGAACAACGAAGGACATTAGTGGCAACCCCAGAGCACTCAGGAGGTT
GATTTTCATAACAGGATGGTCGAACCACTTCGTTCAAGAATTCAAGAGARACGAACAACAAGCGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTT

Klon01l
Klon02
Klon05
Klonl6
Klon07
Klon08
Klon09
Klonlo
Klonl2
Klonl3
Klonl4
Klonl?
Klonl8
Klonl?
Klon20
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Klon0l CAGGACTGCCTCTCGAGA CCAAGAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klon02 CAGCACTGCCTCTAACA CGAACGAGAACTCTATCATCACTGCCCAGACCACCATT
Klon05 CAGCACTGCCCTCTCAGA CCAAGCAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klon0é CACCACTGCCCTCTCAGA CCAAGAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klon07 CAGGACTGCCTGTCGAGA CCAAGAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klon08 CACCACTGCCCTCTCAGA CCAAGCAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klon09 CACCACTGCCCTCTCAGA CCAAGAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klonl0 CGAGGACTGCCTGTCGAGA CCAAGAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klonl2 CAGCACTGCCTCTCACA CGAACGAGAACTCTATCATCACTGCCCAGACCACCATT
Klonl3 CAGGACTGCCTCTCAGA CCAAGCAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klonld CAGGACTGCCTGTCGAGA CCAAGAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klonl?7 CAGCACTGCCTCTCACA CGAACGAGAACTCTATCATCACTGCCCAGACCACCATT
Klonl8 CAGCACTGCCTCTCAGA CCCAGAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klonl9 CAGGACTGCCTCTCAGA CCAAGCAGAACTCTATCATPACTGCCCAGACCACCATT)
Klon20 CGAGGACTGCCTGTCGAGA CCAAGAGAACTCTATCATCACTGCCCAGACCACCATT)
ruler ..480....... 490....... 500....... 5l0....... 520....... 520

Abbildung 3-7: Nukleotidsequenzalignment (5'-3‘) der Klone des HS70 Genfragments. Dargestellt
sind die Klonsequenzen, erhalten durch M13 PCR. Die vor der Ligation eingesetzten Primer
HS70.GSP.2.for und HS70.GSP.D.rev sind durch Kasten markiert. Die * Symbole stehen fir eine
Ubereinstimmung der jeweiligen Base in allen Klonen.
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Klon0l KCEEKQFAAEEISSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVTVPAYFNDEQROATKDAGVIAGLNVMRI INEPTARAATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

Klon02 KCEEKQFAAEEISSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVTVPAYFNDEQROATKDAGVIAGLNVMRI INEPTARAATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

Klon05 KGCEEKQFAAEEICSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVIVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVMRIINEPTAAATAYGLDKRATSVGEKNVLIFDL

Klon0é KCEEKQFAAEEISSMVLIKMRETIAEAYL TIKNAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVMRIINEPTARATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

Klon07 KCEEKQFAAREEISSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVMRIINEPTAAATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

Klon08 KCEEKQFAAEEISSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVTVPAYFNDEQROATKDAGVIAGLNVMRI INEPTARAATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

Klon09 KGEEKQFAAEEICSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVIVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVMRIINEPTAAATAYGLDKRATSVGEKNVLIFDL

Klonl0 KCGEEKQFAAEEISSMVLIKMRETIAEAYL TIKNAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVMRIINEPTARATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

Klonl2 KCGEEKQFAAEEISSMVLIKMRETAEAYL TIKNAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVMRIINEPTARATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

Klonl3 KCEEKQFAAEEISSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVTVPAYFNDEQROATKDAGVIAGLNVMRIINEPTARAATAYGLDKRATSVGEKNVLIFDL

Klonld4 KGEEKQFAAEEISSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVIVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVMRIINEPTARAATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

Klonl7 KGEEKQFAAEEICSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVIVPAYFNDEQRQATKDAGVIAGLNVMRI INEPTAAATAYGLDKRATSVGERNVLIFDL

Klonl8 KCGEEKQFAAEEISSMVLIKMRETIAEAYL TIKNAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVMRIINEPTARATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

Klonl9 KCEEKQFAAEEISSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVTVPAYFNDEQROATRDAGVIAGLNVMRIINEPTARAATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

Klon20 KGEEKQFAAEEISSMVLIKMREIAEAYL IKNAVVIVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVMRIINEPTARAATAYGLDKKATSVGEKNVLIFDL

ruler 1....... 10........ 20.. .00 00 300.00eaen 40........ 50.....0.04 60.......0 LR 80........ 90.....
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Klon01l FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRKNKKDISGNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klon02 FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRENKKDI SGNPRALRRLRTACKRAKRTL AQTTT

Klon0b FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRENKKDISGCNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klon0é FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRKNKKDISGNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klon07 FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRKNKKDISGNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klon08 FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRENEKDI SGNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTT

Klon09 FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQELKREKNKKDISGCNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klonl0 FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRENKKDISGCNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klonl2 FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRKNKKDISGNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klonl3 FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRKNKKDI SGNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klonl4 FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRENKKDISGCNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klonl?7 FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRENKKDISGCNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klonl8 FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRKNKKDISGNPRALRRLRTACERAERTL AQTTI

Klonl? FDVSLLTIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRKNKKDI SGNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

Klon20 FDVSLLTIEEGIFEVEKATAGDTHLGGEDFDNRMVNHFVQEFKRENKKDISGCNPRALRRLRTACERAKRTL AQTTI

ruler ..100....... 1100000 uu 12000000 130,000t 140, .00 0u 150....0.. 160. .00 17000 eeenn

Abbildung 3-8: Alignment der Aminosduresequenz der Klone des HS70 Genfragments. Das
Alignment basiert auf der cDNA-Sequenz aus Abbildung 3-7. Die (*) Symbole stehen fiir eine
Ubereinstimmung der jeweiligen Aminoséure in allen Klonen. Die (.) und (:) Symbole stehen fiir einen
konservativen Unterschied der Aminosauren.

Der Datenabgleich mittels BLASTn ergab eine Homologie von 92 % zu einer heat
shock cognate 70 Sequenz der Fabaceae Cicer arietinum, bei einer
Sequenzabdeckung von 100 %. Mithilfe der pairwise distance Analyse wurde auf die
Homologien zwischen den einzelnen Klonen geschlossen. Dabei ergeben sich
Homologien zwischen 99,2 und 100 % zwischen den Nukleotidsequenzen der

einzelnen Klone. Die Klone 1,6,7,17 und 20 sind sequenzgleich. An Position 146 des
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Alignments zeigen die Klone 1,5,8,9,12 und 14 die Base A, wahrend die restlichen
Klone ein T aufweisen. Diese Basen befinden sich an der dritten Stelle des Triplets.
Allerdings fuhrt dieser Unterschied zu keinem Austausch der Aminosaure, da sowohl
das Codon CGA, als auch CGT die Aminosaure Arginin codieren (vgl. Abbildung 3-8,
Position 48).

Klon 2 unterscheidet sich an Position 489 durch ein A statt eines G von den anderen
Klonen, dies fuhrt zu einem Austausch der Aminoséaure Lysin gegen Glutaminsaure an
Position 163 im Alignment der Aminosauresequenzen.

Klon 8 zeigt an Position 435 der cDNA-Sequenz ein G, alle anderen Klone ein A.
Dadurch wird die Aminosaure Lysin an Position 145 durch Glutaminsaure ersetzt.

Klon 9 zeigt zwei Unterschiede: An Position 117 besitzt er die Base C statt T, was
keinen Einfluss auf die Aminosaure hat. Der Austausch C statt T an Position 420 fuhrt
an Position 140 zur Codierung von Leucin statt Phenylalanin.

An Position 244 ist bei Klon 13 ein A durch ein G ausgetauscht. Dies fihrt zum
Austausch von Lysin durch Arginin an Position 81.

Klon 18 besitzt an Position 498 die Base G, alle anderen Klone ein A. Die Aminosaure
Lysin wird an Position 166 durch Glutaminsaure ersetzt.

Klon 19 unterscheidet sich an zwei Positionen. Die Base C statt A (Position 456),
bewirkt keine Anderung der Aminosaure. An Position 157 steht die Base G statt A,

dadurch findet ein Austausch der Aminosaure Lysin gegen Arginin an Position 52 statt.

Trotz der Unterschiede in der cDNA-Sequenz kann davon ausgegangen werden, dass
der Abschnitt eines einzelnen Gens amplifiziert wurde. Die Basenunterschiede
bewirken teilweise keinen Austausch der Aminosduren. Die Homologie der
Aminosauresequenzen reicht von 96,6 bis 100 %. An Stellen, an denen zu
Anderungen der Aminosdure kommt, handelt es sich um konservative Unterschiede,
d.h., strukturell oder funktionell ahnliche Aminosduren werden gegeneinander
getauscht. Es handelt sich bei den Klonen also nicht um mehrere Mitglieder der HS70

Genfamilie. Daher wird in der Folge von RpHS70 gesprochen.

Die Analyse des Chromatogramms mithilfe der Finch-TV Software zeigt fur die
einzelnen Basen aller drei Rp14-3-3 Gene sowie fur das RpHS70 Gen eindeutige
Peaks (Daten nicht gezeigt), sodass davon ausgegangen werden kann, dass

Amplifikation und Sequenzierung spezifisch verliefen.

Anhand der Sequenzen konnten im nachsten Schritt Real-Time PCR-Primer fur das
RpHS70Gen sowie fur die Rp14-3-3Gen1, Rp14-3-3Gen2, Rp14-3-3Gen3 Gruppen

erstellt werden.
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3.4 Erarbeitung und Uberpriifung von Primern fiir die Real-
Time PCR

Anhand der erarbeiten Sequenzen aus den Klonierungsversuchen wurden Real-Time
PCR-Primer konstruiert. Beim Primerdesign wurde versucht, die Anforderungen an
Real-Time PCR-Primer (vgl. Kapitel 2.11.2) zu beachten, was aufgrund der
begrenzten Fragmentlangen und der damit zusammenhangenden
Auswahlmdglichkeiten nicht immer mdéglich war. Fir jedes der vier Gene wurde eine
Vielzahl von Primern erstellt und auf Spezifitdt und Amplifikationseffizienz Gberprift.
Tabelle 3-11 zeigt die flr die Genexpressionsstudien verwendeten Primer fir das
HS70 Gen sowie fur die 14-3-3 Gengruppen. Der Hang zur Bildung von
Sekundarstrukturen sowie die Schmelztemperaturen der Primer sind in Tabelle 3-12
dargestellt. Die Markergene der Kernholzbildung RpCHS3 und RpPAL1 wurden
mithilfe der Primerkombination RpCHS3for/RpCHS3rev bzw. RpPAL1for/RpPAL1rev

amplifiziert. Diese Primer wurden von Lange (2009) erarbeitet.
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Tabelle 3-11: Ubersicht der fiir Genexpressionsstudien verwendeten Real-Time PCR-Primer.
Dargestellt sind das amplifizierte Genfragment, die Primersequenz und die Lédnge des Amplikons. Der
Primer 14-3-3.RT.G2+3for1 ist doppelt aufgefuhrt, da er sowohl zur Amplifikation von Rp14-3-3Gen2 als
auch von Rp14-3-3Gen3 dient.

ampl. Gen Primer Sequenz (5°-39) Fragment
14-3-3.RT.G1for6 CAGAAGGAGGAGAG
TAGGGGAAA
Rp14-3-3Gen1 267 bp
14-3-3.RT.G1rev6 CCTGAGCGGATTTG
TAAGCGG
14-3-3.RT.G2+3for1 | CAGAAGGAGGAGAGT
Rp14-3-3Gen2 CGTGGCAA 267 bp

14-3-3.RT.G2rev5 CCTGAGCAGATTTGTATGCGG

14-3-3.RT.G2+3for1 | CAGAAGGAGGAGAGT

Rp14-3-3Gen3 CGTGGCAA 267 bp
14-3-3.RT.G3rev1 GCTGAGCAGATTTGTATGCGG
HS70.RT8for CTGTTGTCACTGTTCCTGC
RpHS70 149 bp
HS70.RT8rev CACTCGTTGCCTTCTTGTC
RpCHS3for ACCACAGGTGAAGGACTCG
RpCHS3 127 bp
RpCHS3rev GATAAAATCCAGGTCCAAAGC
RpPAL1for GGAATGCCTTGGGGAGTG
RpPAL1 147 bp
RpPAL1rev CGACGCTGTATTGATTTGCC
Rp18Sfor GCTTTTAGGACTCCGCTGG
Rp18S 155 bp
Rp18Srev GGTAAGTTTCCCCGTGTTGA
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Tabelle 3-12: Hang zur Bildung von Sekundarstrukturen und Schmelzpunkte der verwendeten
Real-Time PCR-Primer. Gezeigt werden der Hang zur Bildung von Dimeren und Hairpins der jeweiligen
Primer sowie der zur Bildung von Cross-Dimeren der verwendeten Primerkombinationen.

AG in kcal/mol
Primer Tnin °C | Dimer | Hairpin | Cross-Dimer
14-3-3.RT.G1for6 62,4 0 0
14-3-3RT.GIrevé | 61,8 0 0 9
14-3-3.RT.G2+3for1 | 64,2 0 0
14-3-3RT.G2rev5 | 59,8 6.1 2 o1
14-3-3.RT.G2+3for1 | 64,2 0 0
14-3-3RT.G3revi | 59,8 6.1 2 o1
HS70.RT8for 56,67 0 0
HS70.RT8rev 56,67 0 0 0
RpCHS3for 59 0 0 70
RpCHS3rev 56 0 0
RpPAL1for 58 0 0
RpPAL1rev 57 0 0 0
Rp18Sfor 58,8 0 0
Rp18Srev 57,3 0 0 0

Mittels PCR, anschliefender Sequenzierung und Analyse der Sequenzen bzw.
Chromatogramme wurde bestétigt, dass die verwendeten Primerkombinationen
spezifisch den gewilinschten Genabschnitt amplifizieren (vgl. exemplarische Abbildung
3-9). Die Chromatogramme weisen keine Uberlagernden Peaks mehr auf. Es kann
somit ausgeschlossen werden, dass mehrere Mitglieder der jeweiligen Genfamilie
amplifiziert werden. Fir das untersuchte HS70 sowie fur alle drei Mitglieder der 14-3-3
Genfamilie bestatigte das Chromatogramm, im Vergleich mit Sequenzen der
Klonierung die spezifische Amplifikation des jeweiligen Genfragments. Die
Schmelzkurvenanalysen wahrend der Ermittlung der Amplifikationseffizienzen mittels

Real-Time PCR stellten eine weitere Uberpriifung der Spezifitat dar.
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20 100 110 120
C TGC TGCCATCGOCTTAT GGTCTTG ACAAG AAGGCAACG AG TG

Abbildung 3-9: Sequenzchromatogramm nach Amplifikation mit Real-Time PCR-Primern.
Exemplarischer Ausschnitt nach Amplifikation mit der Primerkombination HS70.RT8for/HS70.RT8rev. Der
Abschnitt entspricht den Alignmentpositionen 211-255 der Abbildung 3-8. Die erstellten Primer
amplifizieren ein spezifisches Produkt. Uberlagerungen von Peaks finden nicht statt.

3.4.1.1 Ermittlung der Amplifikationseffizienzen

Die Ermittlung der Amplifikationseffizienzen erfolgte mittels Real-Time PCR. Als
Template diente cDNA von Baum 1 in seriellen Verdiinnungen von 102 bis 10®. Fiir
jede Primerkombination wurden funf Messungen durchgefuhrt. Die Berechnung
erfolgte mithilfe der Gleichung (1), vgl. Kapitel 2.11.4. Die Mittelwerte fur die jeweiligen
Gene reichen von 1,69 bis 1,85. Vier der funf Uberpriften Primerkombinationen
erreichen eine Amplifikationseffizienz zwischen 1,80 und 1,85. Die Effizienzen liegen
also relativ nahe beieinander. Mit einer Effizienz von 1,69 fallt allein die Kombination
14-3-3.RT.G1for6/14-3-3.RT.G1rev6 etwas ab. Die Primerkombinationen
RpCHS3for/RpCHS3rev  und RpPAL1for/RpPAL1rev  wurden bereits in der
Dissertation Langes (2009) verwendet. Die Amplifikationseffizienzen von 1,87 bzw.
1,98 werden in der vorliegenden Arbeit bestatigt. Der Mittelwert der Effizienz fir die
Primerkombination Rp18S.RTfor/Rp18S.RT.rev betragt 1,85, wird jedoch von Lange
(2009) mit 2,02 angegeben. Bei allen weiteren Berechnungen wird der eigens
ermittelte Wert verwendet. In Tabelle 3-13 sind die Einzelmessungen sowie der
Mittelwert der funf Messungen dargestellt. Dieser Mittelwert diente spater der
Berechnung der relativen Expression der Zielgene im Verhaltnis zum 18S

Referenzgen.
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Tabelle 3-13: Amplifikationseffizienzen der verwendeten Primerkombinationen fiir die Real-Time
PCR. Gezeigt werden die funf Einzelmessungen sowie der Mittelwert, der zur spateren Berechnung der
relativen Expression herangezogen wurde.

Primerkombination Einzelmessungen Mittelwert

14-3-3.RT.G1for6/14-3-3.RT.G1rev6 1,67 | 1,72 1,67 | 1,72 1,65 | 1,69

14-3-3.RT.G2+3for1/14-3-3.RT.G2rev5 | 1,81 | 1,82 | 1,89 | 1,79 | 1,77 | 1,82

14-3-3.RT.G2+3for1/14-3-3.RT.G3rev1 | 1,79 | 1,81 | 1,84 | 1,88 | 1,85 | 1,84

HS70.RT8for/ HS70.RT8rev 1,75 11,73 11,79 | 1,84 | 1,91 | 1,80
Rp18S.RTfor/Rp18S.RT.rev 1,90 11,91 1188|1,78 1,78 | 1,85
RpCHS3for/RpCHS3rev 1911187191185 1,79 | 1,87
RpPAL1for/ RoPAL1rev 1,96 | 2,00 | 1,97 [ 1,99 | 1,96 | 1,98

Die Schmelzkurvenanalyse wahrend der Real-Time PCR belegt die Spezifitdt der
Primer, im erarbeiteten Assay. Die Schmelztemperatur korreliert dabei mit der
Fragmentlange des amplifizierten Produkts. So weisen spezifische Produkte deutlich
héhere Schmelztemperaturen auf als bspw. Primer-Dimere. Alle Verdiinnungen (107
bis 10°) zeigen einen spezifischen Peak auf Hohe der Schmelztemperatur des
erwarteten Produkts (ca. 84,5 °C). Allein die Negativkontrolle zeigt einen Peak bei
einer niedrigeren Schmelztemperatur (ca. 78,7 °C), was auf Dimerbildung in
Abwesenheit des cDNA-Templates zurlckzufihren ist. Abbildung 3-10 zeigt
exemplarisch die Dissoziationskurven, nach Messung der Amplifikationseffizienz fur
die Primerkombination 14-3-3.RT.G2+3for1/14-3-3.RT.G3rev1. Die erarbeiteten
Primer ermoglichen aufgrund ihrer Spezifitdt eine korrekte Berechnung der relativen

Expression und sind fir Genexpressionsstudien verwendbar.
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Abbildung 3-10: Schmelzkurven nach Real-Time PCR-Lauf zur Ermittlung der
Amplifikationseffizienzen. Die Schmelztemperatur ist gegen die Fluoreszenz aufgetragen. Die
Amplifikation erfolgte mithilfe der Primer 14-3-3.RT.G2+3for1/14-3-3.RT.G3rev1. Alle gewahlten
Verdlinnungen (10'2 bis 10'6) zeigen einen spezifischen Peak bei ca. 84,5 °C. Die Negativkontrolle zeigt
aufgrund von Dimerbildung einen Peak bei 78,7 °C. Die verwendeten Primer amplifizieren spezifisch das
cDNA-Template und sind damit fiir Genexpressionsstudien einsetzbar.

3.5 Ergebnisse der Genexpressionsstudien an RNA aus

Gesamtgewebe

Nach erfolgreicher Identifikation der Kandidatengene und dem Erarbeiten des
Real-Time PCR-Assays wurden Genexpressionsstudien fur alle Kandidaten- und
Markergene an Gesamtgewebe durchgefihrt. Als Template diente cDNA, erhalten aus
den finf Gewebezonen der jeweiligen Proben aus den Jahren 2008 und 2012. Anhand
der gemessenen CrWerte konnte mithilfe der  zuvor bestimmten
Amplifikationseffizienzen die relative Expression, im Verhaltnis zum 18S Gen,
berechnet werden. Der Jahresverlauf der Expression soll Aufschluss geben, ob es
sich bei den untersuchten Genen um Markergene der Kernholzbildung handelt. Die
relative Expression der untersuchten Gene ist in diesem Kapitel graphisch dargestellt.
Samtliche (Einzel-) Werte sowie die Cr-Werte finden sich in tabellarischer Form im
Anhang. Fir die graphische Darstellung aller Gewebezonen wurden Mittelwerte der
Parallelproben gebildet, soweit mehr als ein Individuum vorlag (vgl. Kapitel 2.1). Auf
die Darstellung der Standardabweichungen vom Mittelwert wird aus graphischen

Griinden verzichtet.
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3.5.1 Relative Expressionen der Rp14-3-3 Genfamilie

3.5.1.1 Relative Expression von Rp14-3-3Gen1

Die Genexpressionsstudien flur Rp14-3-3Gen1 wurden mittels Real-Time PCR
durchgefihrt. Die Amplifikation erfolgte mithilfe der  Primerkombination
14-3-3.RT.G1for6/14-3-3.RT.G1rev6. Die berechneten relativen Expressionen fir die
funf Gewebezonen zu den verschiedenen Fallzeitpunkten der Jahre 2008 und 2012
sind in Abbildung 3-11 dargestellt. Die beiden Individuen eines jeweiligen
Fallzeitpunkts sind dabei als Mittelwert zusammengefasst.

Das Rp14-3-3Gen1 ist in allen Gewebezonen zu allen Zeitpunkten quantifizierbar.
Allerdings ist die Expression in Relation zum 18S Referenzgen schwach. Der
Expressionsverlauf zeigt, auf alle Gewebe bezogen, einen Peak im Juni des Jahres
2008. 2012 verschiebt sich dieser in den Juli. Eine zweite saisonale Hochregulierung
des Rp14-3-3Gen1 findet sich im Spatherbst (allerdings nur im Jahr 2008). Die
starksten Expressionen finden sich im Phloem der im Spatherbst gefallten Baume
(2008_Nov: 2,8 %; 2012_Dez: 13,2 %). In beiden Jahren ist Rp14-3-3Gen1 in diesem
Gewebe von Spatherbst bis Frihjahr deutlich starker exprimiert als im Sommer und
Frihherbst. Im Splint unterscheiden sich die Expressionen des Kandidatengens im
Jahresverlauf zwischen Proben der Jahre 2008 und 2012 auch qualitativ. Wahrend die
relative Expression im duleren Splint im Jahresverlauf konstant niedrig ist (0,2-0,5 %),
zeigt sich im Jahr 2012 eine im Gegensatz zum Frihjahr erhdhte Expression von 8 %.
Im mittleren Splint ist die Expression im Jahresverlauf 2012 mit 0,2-1,5 % sehr
schwach. Nur im Juli zeigt sich ein Peak von 6,3 %. Fur 2008 zeigen sich leicht
erhohte Expressionen im Juni und November (1,5 %). Auch im inneren Splint
unterscheiden sich die Jahresverldaufe deutlich. Die untersuchten Proben von 2008
weisen, wie im mittleren Splint, erhéhte Expressionen im Juni (2,1 %) und November
(1,3 %) auf, wahrend die Expression im Jahr 2012 konstant niedrig ist (0,04-0,5 %),

mit einem Peak im Juli (4,1 %).
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Abbildung 3-11: Relative Expression des Rp14-3-3Gen1 in den verschiedenen Gewebezonen der
Proben von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die Expression (y-Achse) ist in Bezug zum Zeitpunkt der
Probenahme (x-Achse) und dem Gewebeabschnitt (z-Achse) dargestellt. Die relativen Expressionen
beziehen sich auf die Expression des 18S Referenzgens. Sie sind als Mittelwerte der jeweils zwei
Individuen eines Probenzeitpunkts dargestellt. Fiir den Juli 2012 sowie die Gewebe MS, OS, TZ vom
Juni 2008 lag jeweils nur ein Individuum vor.

Das Expressionsdiagramm der, fir die Kernholzbildung entscheidenden, Splint-Kern-
Ubergangszone ist flr beide Jahre der Probenahme in Abbildung 3-12 dargestellt. Fir
das Jahr 2008 ergibt sich eine konstante Expression (0,2-0,4 %) mit einem leichten
Anstieg im November (bis ca. 1 %). Vom Winter bis Fruhjahr des Jahres 2012 ist
Rp14-3-3Gen1 nur schwach exprimiert (bis zu 0,4 %). Der héchste Wert findet sich
hier im Juli (6 %), im September sinkt die relative Expression auf 1,8 bzw. 0,07 %.

Die Expressionswerte der zwei Individuen eines Fallzeitpunkts unterlagen teils starken

Schwankungen, woraus sich hohe Standardabweichungen vom Mittelwert ergeben.
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Dies traf auf alle untersuchten Gewebe zu. Da fur die Fragestellungen dieser Arbeit
die Splint-Kern-Ubergangszone ausschlaggebend ist, wird nur diese Zone mit
Einzelwerten der Expression dargestellt. Wahrend bspw. die Individuen vom April
2008 eine sehr geringe Standardabweichung vom Mittelwert aufweisen (4 %) und
damit der Fehler des Mittelwertes vernachlassigt werden kann, ist der
Expressionsunterschied anderer Individuen enorm. So zeigen die Einzelwerte im
November 2008 eine Standardabweichung von 60 %. So ist der oben genannte
Expressionspeak im November nur auf ein Individuum zurlckzufuhren. Dasselbe gilt
fur die Expressionswerte im September 2012 (Standardabweichung 123 %). Fir eine
spatere Diskussion, ob es sich bei dem Kandidatengen um ein Markergen handelt,
sollen daher die Einzelwerte der Individuen betrachtet werden. Zusammenfassend
lasst sich fur die Splint-Kern-Ubergangszone eine im Jahresverlauf konstant niedrige
Expression des Rp14-3-3Gen1 konstatieren (mit Ausnahme des Individuums im Juli
2012). Wahrend Spatsommer und Herbst (Zeitpunkt der Kernholzbildung in der
Robinie) ist keine verstarkte Expression in der Splint-Kern-Ubergangszone gegenuber
anderen Geweben erkennbar. Zumindest im Jahresverlauf 2012 ist wahrend dieser
Zeit die Expression innerhalb der Ubergangszone gegeniiber dem restlichen Jahr
verstarkt. Aufgrund der generell schwachen Expression ist Rp14-3-3Gen1 als
Markergen der Kernholzbildung eher ungeeignet. Dies soll im weiteren Verlauf dieser

Arbeit noch diskutiert werden.
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Abbildung 3-12: Relative Expression des Rp14-3-3Gen1 in der Splint-Kern-Ubergangszone der
Proben von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen der jeweils zwei Individuen
sind dargestellt. Fir Juni 2008 und Juli 2012 lag jeweils nur ein Individuum vor.

3.5.1.2 Relative Expression von Rp14-3-3Gen2

Die Amplifikation des Rp14-3-3Gen2 erfolgte mithilfe der Primerkombination
14-3-3.RT.G2+3for1/14-3-3.RT.G2rev5 und mittels Real-Time PCR. Die relativen
Expressionswerte aller Gewebezonen sind in Abbildung 3-13 dargestellt. Wie schon
bei Rp14-3-3Gen1 sind die Expressionen im Vergleich zum 18S Referenzgen
schwach. Im Jahresverlauf 2012 ergibt sich fir das Phloem eine Expression von
39,5 % im Juni, im Sommer und Herbst sinkt die Expression auf nahe 0% bis 0,7 %,
ab Spatherbst Uber das Fruhjahr ist wieder ein Anstieg zu verzeichnen (136 % bzw.
8,6 %). Dieser saisonspezifische Expressionsverlauf findet sich auch 2008 wieder.
Auch hier ist die Expression im Juni relativ stark (17,2 %), sinkt dann im Herbst ab

(0,3 %), um im Spatherbst wieder anzusteigen (2,3 %). Im aulieren Splint ergeben
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sich fur beide Jahre die héchsten Expressionen im Spatherbst (Nov. 2008: 8,8 %; Dez.
2012: 36 %). In diesem Gewebe ist die Expression im Jahr 2008 ansonsten konstant
niedrig (0,5-1,6 %). Im Jahresverlauf 2012 wird ein leichter Anstieg der Expression von
Frdhjahr (9,5 %) zu Sommer (26,3 %) sichtbar. Nach dem Peak im Spatherbst sinkt
die Expression im Marz wieder (3,5 %). Im mittleren Splint zeigt sich im Jahresverlauf
2008 von Frihjahr bis Herbst eine relativ konstante Expression (April 5%; Juni 10 %;
Oktober 6,9 %). Im Spatherbst sinkt diese deutlich ab (0,9 %). Fir das Jahr 2012 zeigt
sich die starkste Expression im Juli mit 20 %. Im Spatherbst betragt die relative
Expression 8 %. Im Winter (2,7 %), Fruhjahr (2,9 %) und Frihherbst (0,9 %) ist die
Expression im Vergleich sehr gering. Im inneren Splint ist Rp14-3-3Gen2 im Fruhjahr
und Sommer am starksten exprimiert (April 2008: 4 %, Juni 2008: 9,3 %; Juni 2012:
4,2 %, Juli 2012: 22,4 %). Von Fruhherbst bis Winter ist die Expression im Jahr 2012
deutlich niedriger (0,6 %-1,6 %). Im Jahresverlauf 2008 sinkt die Expression nach dem
FrGhsommerpeak auf 0,3 % (Oktober), um dann im November wieder leicht
anzusteigen (3,7 %). Zusammenfassend ist eine saisonale Hochregulierung des Gens
im Juni (Jahr 2008) festzustellen. Im Jahresverlauf 2012 verschiebt sich dieser Peak in

den Juli.
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Abbildung 3-13: Relative Expression des Rp14-3-3Gen2 in den verschiedenen Gewebezonen der
Proben von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die Expression (y-Achse) ist in Bezug zum Zeitpunkt der
Probenahme (x-Achse) und dem Gewebeabschnitt (z-Achse) dargestellt. Die relativen Expressionen
beziehen sich auf die Expression des 18S Referenzgens. Sie sind als Mittelwerte der jeweils zwei
Individuen eines Probenzeitpunkts dargestellt. Fir den Juli 2012 sowie die Gewebe MS, OS, TZ vom
Juni 2008 lag jeweils nur ein Individuum vor.

Die Expressionswerte fiir die Splint-Kern-Ubergangszone sind zuséatzlich als
Einzelwerte der Individuen dargestellt (Abbildung 3-14). Auch hier zeigt sich einheitlich
ein Muster niedriger Expressionen. Eine Ausnahme bildet das Individuum, das im Juli
2012 gefallt wurde. Die relative Expression von Rp14-3-3Gen2 betragt hier 96,3 % in
Bezug zum 18S Referenzgen. Im September sinkt diese auf 10 % (fir das zweite
Individuum). Von Spatherbst bis Frihjahr ist die Expression noch niedriger (unter
2,5%). Im Jahresverlauf 2008 zeigt sich die Expression von Rp14-3-3Gen2

ausgeglichener. Der April weist dabei mit bis zu ca. 6 % die héchste Expression auf.
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Im Weiteren sinkt diese auf 0,95 % im Juni bzw. 0,4 bis 2,5 % im Oktober, bevor sie
im Spatherbst wieder leicht ansteigt (bis zu 3,1 %).

Auch bei Rp14-3-3Gen2 zeigen die Individuen eines Fallzeitpunkts grolRe
Unterschiede in der Expression. Die grofite Standardabweichung findet sich mit fast
400 % im April 2008, was auch den Peak gegenuber allen anderen Fallzeitpunkten
bewirkt. Allerdings haben die Abweichungen vom Mittelwert, abgesehen vom soeben
genannten April 2008, keinen grof’en Einfluss auf das Expressionsmuster im
Jahresverlauf. Auch Rp14-3-3Gen2 zeigt gegentber anderen Geweben nicht die fur
ein Markergen der Kernholzbildung typische starke Expression in der Ubergangszone
von Sommer bis Herbst. Wiederum zeigt sich innerhalb des Jahresverlaufs in der
Ubergangszone eine saisonal erhéhte Expression im Sommer 2012. Im Jahr 2008 tritt
dieses saisonale Muster in der Splint-Kern-Ubergangszone nicht auf. Eine Diskussion

uber die Einsetzbarkeit des Rp14-3-3Gen2 als Markergen der Kernholzbildung folgt.
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Abbildung 3-14: Relative Expression des Rp14-3-3Gen2 in der Splint-Kern-Ubergangszone der
Proben von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen der jeweils zwei Individuen
sind dargestellt. Fir Juni 2008 und Juli 2012 lag jeweils nur ein Individuum vor.

3.5.1.3 Relative Expression von Rp14-3-3Gen3

Die Real-Time PCR-Amplifikation des Rp14-3-3Gen3 erfolgte mithilfe der
Primerkombination 14-3-3.RT.G2+3for1/14-3-3.RT.G3rev1. Die Werte der relativen
Expression sind in Abbildung 3-15 graphisch dargestellt. Die Expression ist flr dieses
Gen saisonspezifisch reguliert. Rp14-3-3Gen3 ist im Frihjahr beider Jahre in allen
Gewebezonen am starksten exprimiert. Die hdéchsten Werte fir das Jahr 2008
ergeben sich im inneren Splint (5,9 %) und in der Splint-Kern-Ubergangszone (5,3 %)
der Aprilproben. Im Juni 2012 weist das Phloem (30 %) die hdchste Expression auf. In
der Splint-Kern-Ubergangszone finden sich zu diesem Zeitpunkt die wenigsten
Transkripte aller Gewebe (1,6 %). Im Frihsommer 2008 sinkt die Expression in allen

Gewebezonen deutlich ab, wobei der mittlere Splint noch den hochsten Wert aufweist
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(3,1 %). In den restlichen Geweben ist Rp14-3-3Gen3 konstant niedriger exprimiert
(0,6-0,9 %). Im weiteren Jahresverlauf bleibt die relative Expression in allen Zonen
sehr gering (unter 1 %). Im Jahr 2012 sinkt die Expression nach dem Frihjahr noch
starker ab. Im gesamten Verlauf zeigen nur der aufl3ere Splint im September (11 %)
und das Phloem im Dezember (20,8 %, bedingt durch das Individuum 2012_Dez2)
starke Expressionen. Ansonsten bewegen sich die Werte unter 3 %.
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Abbildung 3-15: Relative Expression des Rp14-3-3Gen3 in den verschiedenen Gewebezonen der
Proben von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die Expression (y-Achse) ist in Bezug zum Zeitpunkt der
Probenahme (x-Achse) und dem Gewebeabschnitt (z-Achse) dargestellt. Die relativen Expressionen
beziehen sich auf die Expression des 18S Referenzgens. Sie sind als Mittelwerte der jeweils zwei
Individuen eines Probenzeitpunkts dargestellt. Fir den Juli 2012 sowie die Gewebe MS, OS, TZ vom
Juni 2008 lag jeweils nur ein Individuum vor.
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Die Rp14-3-3Gen3 Expressionswerte fiir die Ubergangszone sind in Abbildung 3-16
dargestellt. Fir das Jahr 2008 zeigt sich ein deutlicher Peak der relativen Expression
im Frahjahr (April: bis 6,9 %). Im weiteren Jahresverlauf ist im Vergleich keine
nennenswerte Menge an Transkripten messbar. Die Einzelwerte der jeweils zwei
Individuen zeigen dabei keine grofien Abweichungen. Der grofite Variationskoeffizient
findet sich im April (43 %).

Im Jahresverlauf 2012 ist ein saisonales Expressionsmuster in der Splint-Kern-
Ubergangszone zu beobachten. Trotz insgesamt niedriger Expressionswerte ist eine
Hochregulierung des Rp14-3-3Gen3 von Frihjahr bis Frihherbst zu beobachten. In
diesem Fall mussen die Einzelwerte der Individuen berucksichtigt werden. Im Juni und
September sind hier starke Abweichungen zu verzeichnen. So ergibt sich der
Mittelwert fur Juni aus den Einzelwerten 0,06 % und 3,11 %. Eine ahnlich hohe
Abweichung der Individuen ergibt sich im September 2012. Aufgrund der schwachen
Expressionswerte und des Expressionsverlaufs in der Splint-Kern-Ubergangszone im

Jahr 2008 erscheint Rp14-3-3Gen3 als Markergen der Kernholzbildung ungeeignet.
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Abbildung 3-16: Relative Expression des Rp14-3-3Gen3 in der Splint-Kern-Ubergangszone der
Proben von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen der Individuen sind
dargestellt. Fir Juni 2008 und Juli 2012 lag jeweils nur ein Individuum vor.

3.5.1.4 Vergleich der Mitglieder der Rp14-3-3 Genfamilie

Die Transkripte aller drei Mitglieder der Rp14-3-3 Genfamilie konnten zu allen
Jahreszeiten und in allen Gewebezonen quantifiziert werden. Die Gene sind im
Jahresverlauf 2012 starker exprimiert als 2008. Die hochsten Werte finden sich dabei
sowohl 2008 als auch 2012 im Phloem. Mit Ausnahme von Rp14-3-3Gen3 weisen alle
Gene eine saisonale Hochregulierung im Juni 2008 auf. Fur das Jahr 2012 verschiebt
sich diese in den Juli. Die Ausnahme bildet hier wieder Rp14-3-3Gen3, welches im
Juni am starksten in allen Gewebezonen exprimiert ist. Eine verstarkte Expression in
der Splint-Kern-Ubergangszone gegeniiber anderen Geweben ist nicht festellbar. Eine
Ausnahme bildet die Einzelmessung der Expression von Rp14-3-3Gen2 im Juli 2012.

Allerdings weisen alle drei Isoformen im Jahresverlauf 2012 eine Hochregulierung im
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Sommer gegenuber den Wintermonaten auf. Die Rp14-3-3 Genfamilie ist in Relation
zum 18S Gen deutlich schwacher exprimiert. Die fir Markergene der Kernholzbildung
typische starke Expression in der Ubergangszone wahrend des Sommers oder

Herbstes gegenuber anderen Geweben ist in dieser Genfamilie nicht erkennbar.

3.5.2 Relative Expression von RpHS70

Mittels Real-Time PCR und der Primerkombination HS70.RT8for/HS70.RT8rev gelang
es das RpHS70 Genfragment in allen Geweben, zu jeder Jahreszeit zu amplifizieren.
Die Expressionswerte des Zielgens sind in Abbildung 3-17 dargestellt. Saisonal &hneln
sich die Expressionsmuster der Jahre 2008 und 2012. So sind die
gewebespezifischen Expressionen im FrUhjahr und Sommer jeweils in etwa gleich
hoch, mit Ausnahme der Splint-Kern-Ubergangszone im Juli 2012, die eine deutlich
erhdhte Expression (57,7 %) gegenlber Juni (4 %) zeigt. Im Spatsommer/Frihherbst
ist in beiden Jahren ein Absinken der messbaren Transkripte zu beobachten. Eine
Ausnahme bildet der aufere Splint im September 2012. Hier steigt die relative
Expression mit 17,3 % gegenlber 12,9 % im Juli sogar leicht an. Im Spatherbst 2008
ist wieder ein leichter Anstieg der Expression zu verzeichnen. Dieser bleibt im
Spatherbst und Winter im Jahr 2012 aus.
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Abbildung 3-17: Relative Expression von RpHS70 in den verschiedenen Gewebezonen der Proben
von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die Expression (y-Achse) ist in Bezug zum Zeitpunkt der
Probenahme (x-Achse) und dem Gewebeabschnitt (z-Achse) dargestellt. Die relativen Expressionen
beziehen sich auf die Expression des 18S Referenzgens. Sie sind als Mittelwerte der jeweils zwei
Individuen eines Probenzeitpunkts dargestellt. Fiir den Juli 2012 sowie die Gewebe MS, OS, TZ vom
Juni 2008 lag jeweils nur ein Individuum vor.

Auffallig ist das unterschiedliche Expressionsmuster in Bezug auf die verschiedenen
Gewebe zwischen den Jahren 2008 und 2012. So sind hohe Expressionswerte im
Jahr 2012 uUberwiegend im Phloem zu finden. Im Splint und der Splint-Kern-
Ubergangszone ist die Zahl der Transkripte deutlich geringer. Fiir das Jahr 2008 ergibt
sich ein umgekehrtes Bild. Hier ist RopHS70 im Phloem im Gegensatz zu Splint und
Ubergangszone schwécher exprimiert.

Die relative Expression der Splint-Kern-Ubergangszone im Jahresverlauf ist in
Abbildung 3-18 dargestellt.
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Abbildung 3-18: Relative Expression von RpHS70 in der Splint-Kern-Ubergangszone der Proben
von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen der Individuen sind dargestellt. Fur
Juni 2008 und Juli 2012 lag jeweils nur ein Individuum vor.

Im Jahresverlauf 2008 zeigt sich auch in diesem Gewebe die héchste Menge an
Transkript im Frahjahr und Frihsommer (April: bis zu 15,1 %; Juni: 12,9 %). Im Herbst
und Spatherbst ist RoHS70 in der Ubergangszone, mit bis zu 5,9 % im Oktober und
5,4 % im November, weniger stark exprimiert. Trotz Variationskoeffizienten von 44 %
im April und 78 % im November wird das Genexpressionsmuster wird in diesem Fall
durch die Mittelwerte nicht verfalscht.

Im Jahresverlauf 2012 ist RpHS70 im Juli mit 57,7 % am starksten exprimiert. Bei der
Betrachtung dieses Jahresverlaufs sind die Einzelwerte zu betrachten, da der
Mittelwert flir September ein verzerrtes Bild des Genexpressionsmusters wiedergibt.

Far 2012_Sep1 ergibt sich eine relative Expression von 0,08 %, wahrend der Wert fir
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2012_Sep2 10,2 % betragt. Lasst man den ersten Wert aul3er Acht, ergibt sich im Jahr

2012 ein Expressionspeak im Sommer/Friihherbst.

3.5.3 Relative Expression von RpCHS3

Das Markergen der Kernholzbildung RpCHS3 wurde mithilfe der Primerkombination
RpCHS3for/RpCHS3rev und mittels Real-Time PCR amplifiziert. Die relative
Expression aller Gewebe im Jahresverlauf 2008 und 2012 ist in Abbildung 3-19
dargestellt. Das Genexpressionsmuster ist gewebe- und saisonspezifisch. RpCHS3
wird fast ausschlieRlich in der Splint-Kern-Ubergangszone exprimiert. Vergleichsweise
schwache Signale sind noch im inneren Splint im Juni 2008 (10 %) bzw. September
2012 (5,5 %) nachweisbar. In allen anderen Geweben wurde eine sehr schwache
(=1 %), bzw. gar keine Expression des RpCHS3 Gens detektiert.
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Abbildung 3-19: Relative Expression von RpCHS3 in den verschiedenen Gewebezonen der Proben
von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die Expression (y-Achse) ist in Bezug zum Zeitpunkt der
Probenahme (x-Achse) und dem Gewebeabschnitt (z-Achse) dargestellt. Die relativen Expressionen
beziehen sich auf die Expression des 18S Referenzgens. Sie sind als Mittelwerte der jeweils zwei
Individuen eines Probenzeitpunkts dargestellt. Fir den Juli 2012 sowie die Gewebe MS, OS, TZ vom
Juni 2008 lag jeweils nur ein Individuum vor.

Zur einfacheren Ubersicht sind die Expressionen der Splint-Kern-Ubergangszone in

Abbildung 3-20 separat von den anderen Geweben dargestellt.
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Abbildung 3-20: Relative Expression von RpCHS3 in der Splint-Kern-Ubergangszone der Proben
von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen der Individuen sind dargestellt. Fur
Juni 2008 und Juli 2012 lag jeweils nur ein Individuum vor.

Auch wenn die Expressionen der zwei Individuen zum selben Fallzeitpunkt starke
Schwankungen aufweisen, ist ein eindeutiges Expressionsmuster erkennbar. Im
Spatherbst und Winter ist RoCHS3 kaum bzw. nicht exprimiert. Im Fruhjahr steigt die
Menge der Transkripte deutlich an. Im Sommer ist das Gen am starksten exprimiert,
wobei im Juni 2008 eine relative Expression von 108,5 % und im Juli 2012 von 99 %
detektiert wurde. Im Oktober 2008 sinkt die Menge an Transskript dann wieder ab, im
November ist sie mit 1,3 bzw. 0,7 % am niedrigsten. In Ubereinstimmung dazu zeigt
sich das Genexpressionsmuster fur das Jahr 2012. Hier beginnt die Expression von
RpCHS3 im Juni mit 80,1 % fur das zweite Individuum. Die Transkriptmenge in der
Splint-Kern-Ubergangszone steigt dann im Juli auf 99 %. Auch im September ist das

Markergen (fur Individuum zwei) mit 110,2 % stark hochreguliert. Analog zum Jahr
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2008 ist die Expression in den Wintermonaten sehr gering oder nicht mehr
detektierbar. Die relative Expression schwankt zwischen den Individuen, gerade im
Juni und September 2012 sehr stark. So ist fir diese Zeitpunkte in jeweils einem
Individuum sehr wenig Transkript messbar (2012_Jun1: 4,9 %; 2012_Sep1: 2,8 %),
wahrend in dem jeweils zweiten Individuum eine deutliche Hochregulierung

festzustellen ist.

3.5.4 Relative Expression von RpPAL1

Da das Expressionsmuster von RpPAL1 nur eine weitere Validierung der Rolle von
axialen und radialen Parenchymen zur Kernholzbildung darstellen soll, beschranken
sich die Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe auf die Splint-Kern-
Ubergangszone. Die  Amplifikation erfolgte mit der Primerkombination
RpPAL1rev/RpPAL1rev.

Abbildung 3-21 zeigt die relative Expression in Bezug zum 18S Referenzgen. In
beiden Jahren ist ein saisonspezifisches Muster zu erkennen. Expressionspeaks
finden sich im Sommer. Im Juni des Jahres 2008 erreicht die relative Expression mit
27,7 % ihren Hohepunkt. Im Frihjahr wird RpPAL1 sehr schwach (2008 Apr1: 1,37
%), bzw. in der Splint-Kern-Ubergangszone des zweiten Individuums (berhaupt nicht
exprimiert. Im Oktober und November ist die Transkriptmenge messbar, aber sehr
gering. Es ergeben sich relative Expressionen von unter 1 % fur alle untersuchten
Individuen dieser Zeitpunkte. Das Jahr 2012 zeigt einen ahnlichen Verlauf. Wahrend
der Sommermonate Juni und Juli sowie im Frihherbst finden sich Expressionspeaks,
wahrend das Markergen im Dezember und Marz schwach bzw. nicht exprimiert wird.
Die Expressionsunterschiede zwischen den Individuen eines Probenzeitpunkts sind
sehr hoch. Besonders im Juni und September des Jahres 2012 ist jeweils ein
Individuum flr den Expressionspeak verantwortlich, wahrend RpPAL1 im zweiten

deutlich schwacher exprimiert ist.
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Abbildung 3-21: Relative Expression von RpPAL1 in der Splint-Kern-Ubergangszone der Proben
von 2008 und 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen der Individuen sind dargestellt. Fur
Juni 2008 und Juli 2012 lag jeweils nur ein Individuum vor.

3.6 Isolierung axialer und radialer Parenchyme mittels

Lasermikrodissektion

Im Verlauf dieser Arbeit wurde ein Assay erarbeitet, das es erlaubt; Axial- und
Radialparenchym der Robinienproben in der Splint-Kern-Ubergangszone histologisch
zu identifizieren und mittels ,Lasermicrodissection and pressure catapulting“ (LMPC)
zu isolieren. Die Untersuchungen der verschiedenen Parenchymgewebe beschrankten
sich dabei auf die Splint-Kern-Ubergangszone (TZ), da die Kernholzbildung in diesem

Gewebe stattfindet. Die zu untersuchenden Proben wurden vom Zeitpunkt der
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Probenahme Uber die Aufarbeitung mittels Stechbeitel und Sage bis zum Anfertigen
von radialen Dunnschnitten (10 um) im gefrorenen Zustand gehalten, um Qualitat und
Integritat der RNA nicht zu gefahrden. Nachdem die Dinnschnitte mit Zuckerldésung
fixiert und ca. 24 h gefriergetrocknet wurden, erfolgte eine weitere Fixierung, bzw. ein
Abdecken von Splint- und Kernholzbereichen mit Klebestreifen. Die so praparierten
Proben konnten nun der Lasermikrodissektion zugeflihrt werden.

Durch die beschriebene Fixierung wird eine ausreichend gute histologische Auflésung
erreicht, sodass axiale bzw. radiale Parenchyme und andere Gewebe, wie Gefalie,
identifiziert werden kénnen. Das Assay erlaubt, bei flinffacher Vergré3erung, mit den
Parametern Laserenergie 100 % und Fokus 69-72 % ein reproduzierbares
Ausschneiden und Katapultieren von Parenchymgewebe. Abbildung 3-22 zeigt einen
10 um Radialschnitt unter dem inversen Mikroskop des PALM® MicroBeam Systems
(Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Minchen), mit bereits ausgeschnittenem
Radialparenchym. Das Katapultieren durch einen finalen Impuls des Lasers
aulRerhalb der Fokusebene erfolgte in ,adhasive caps“. Die erfolgreiche
mikroskopische Uberpriifung dieses Vorgangs zeigt Abbildung 3-23. Das Foto zeigt
etwa 150.000 um? erfolgreich isoliertes Radialparenchym. Areale mit einer Flache von
10.000-30.000 um? erwiesen sich dabei als optimal fiir das LMPC Assay, bei groReren
Arealen verlief das Katapultieren in das ,cap” nicht immer erfolgreich. Die ,adhasiven
caps“ wurden nach Abschluss der LMPC mit 50 pl QlAzol Lysis Reagent (Qiagen)
versetzt und das dissektierte Gewebe in das Reagenz zentrifugiert. Dieser Vorgang

wurde wiederholt. Anschlieend konnte RNA extrahiert und amplifiziert werden.
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Abbildung 3-22: Radialschnitt von Robinia pseudoacacia unter dem Mikroskop des PALM®
MicroBeam Systems. Die histologische Auflésung ist hoch genug, um Gefalte (1), gefalRbegleitendes
Axialparenchym (2) und Radialparenchym (3) zweifelsfrei identifizieren zu kénnen. Links (4) sind bereits
durch LMPC isolierte Abschnitte des Radialparenchyms zu sehen.
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Abbildung 3-23: Mikroskopische Uberpriifung der LMPC. Abgebildet sind ca. 150.000 pm?
Radialparenchym, welches mittels LMPC erfolgreich aus 10 ym Diinnschnitten ausgeschnitten und in
Ladhasive caps” katapultiert wurde. Die einzelnen Abschnitte weisen eine Flache von 10.000-30.000 me
auf.

3.6.1 Aufbereitung des dissektierten Materials

Die RNA wurde mithilfe des Qiagen RNeasy Plus® Universal Mini Kit aus dem
dissektierten Material extrahiert. Die Agarosegelelektrophorese unter denaturierenden
Bedingungen erbrachte hier, anders als im Falle von Gesamt-RNA aus
Gesamtgewebe (vgl. Kapitel 3.1), keinen Erfolg (nicht gezeigt), was auf die sehr
geringe RNA-Konzentration zurtickzufiihren ist. Eine reverse Transkription in cDNA
mithilfe des SuperScript® Ill First-Strand Synthesis System fiihrte ebenfalls zu keinem
Erfolg (nicht gezeigt). Aufgrund der sehr geringen RNA-Konzentration der Eluate aus
dissektiertem Material wurde daher eine Amplifikation der RNA mithilfe des Qiagen
QuantiTect Whole Transcriptome Kit durchgefihrt. Die RNA wird dabei in cDNA
transkribiert, anschlieRend wird das komplette Transkriptom amplifiziert. Der Hersteller
Qiagen empfiehlt, das Amplifikat in darauffolgenden PCR-Versuchen in Verdinnungen
einzusetzen. Eine Uberprifende Amplifikation der 18S Untereinheit mittels PCR
(Primerkombination:  Rp18S.RTfor/Rp18S.RT.rev) bestatigt die erfolgreiche
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Transkriptom-Amplifikation. Abbildung 3-24 zeigt exemplarisch die Geldokumentation

der PCR mit Verdinnungen der cDNA, erhalten aus axialem und radialem Parenchym

fur die Probe 2012.Marz1. Die dokumentierten Produkte entsprechen der erwarteten

Amplikonlange von etwa 150 bp (vgl. Kapitel 2.11.3). Trotz in etwa gleicher

Einsatzmenge an dissektietem Material (Axialparenchym ca.

700.000 pm?

Radialparenchym ca. 550.000 um? was in etwa 1000 bis 1500 Zellen entspricht)

weisen Axial- und Radialparenchym unterschiedliche RNA-Konzentrationen auf. Eine

Amplifikation der cDNA erhalten aus Radialparenchym ist in allen gewahlten
Verdinnungen (bis 1:300, R1 bis R6 in Abbildung 3-24) mdglich. Verdinnungen von
cDNA, erhalten aus Axialparenchym, sind in diesem Fall nur bis zu einer Verdinnung
von 1:100 (A1, A2 und A6 in Abbildung 3-24) amplifizierbar. Héhere Verdinnungen
(A3, A4 und A5) zeigen dagegen nur noch schwache Produktbanden im Gelbild und

kénnen daher nicht flir die Genexpressionsstudien eingesetzt werden. Dieses

Ergebnis war fur alle Proben zu beobachten.

Mithilfe der Amplifikation des

Transkriptoms standen nun cDNA-Templates in genligend hoher Konzentration flr die

Genexpressionsstudien mittels Real-Time PCR zur Verfugung.

Al A2 A3 A4 A5 A6 R1 R2 R3 R4 R5 RG6 + -
A PR N e "G - - -

- 2 ~ 3_.-“-.».';"..' - .9 . } .‘ (- :
" -0 G e e e B o

M

— 500 bp

Abbildung 3-24: Uberpriifung der Transkriptomamplifikation mittels 188 PCR. Das Gelbild
dokumentiert die PCR-Produkte nach Amplifikation mit 18S Primern. Als Template dienten Verdiinnungen

der durch Transkriptom-Amplifikation erhaltenen cDNA aus Axial- und Radialparenchym.

(A)

Axialparenchym, (R) Radialparenchym, (1) 1:50; (2) 1:100; (3) 1:200 (4) 1:250, (5) 1:300, (6) unverdiinnt,

(+) Positivkontrolle,

(-) Negativkontrolle, (M) 100 bp Marker. Die Amplifikation von cDNA aus

Radialparenchym war in allen gewahlten Verdiinnungen erfolgreich. Die cDNA aus Axialparenchym ist
nur bis zu einer Verdunnung von 1:100 amplifizierbar. Die Amplifikate entsprechen der erwarteten Lange

von ca. 150 bp.
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3.7 Ergebnisse der Genexpressionsstudien an RNA, erhalten

aus Radialparenchym

Nachdem radiale Parenchymzellen der Splint-Kern-Ubergangszone mittels
Lasermikrodissektion ausgeschnitten und RNA extrahiert, in cDNA transkribiert sowie
mithilfe des Qiagen QuantiTect Whole Transcriptome Kit amplifiziert wurde, konnten
Genexpressionsstudien anhand von Real-Time PCR-Versuchen durchgefihrt werden.
Es wurde nur das Probenset des Jahres 2012 untersucht. Die Proben des Jahres
2008 lagen als homogenisiertes Holzmehl vor (alter Laborbestand) und konnten daher
nicht der Lasermikrodissektion zugefihrt werden. Samtliche (Einzel-) Werte sowie die

Cr-Werte der Versuche finden sich in tabellarischer Form im Anhang.

3.7.1 Relative Expression von Rp14-3-3Gen1

Die Amplifikation von Rp14-3-3Gen1 erfolgte mithilfe der Primerkombination
14-3-3.RT.G1for6/14-3-3.RT.G1rev6.

Abbildung 3-25 zeigt die berechneten relativen Expressionen in der Splint-Kern-
Ubergangszone der radialen Parenchymzellen in Bezug zum 18S Referenzgen. Dabei
wurde fur alle Probenzeitpunkte eine messbare Menge an Transkript gefunden.
Analog zu den Ergebnissen aus Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe
(vgl. Kapitel 3.5.1.1) wurden die hdchsten Transkriptmengen in diesem Gewebe in
den Monaten Juli (2,3 %) und September (bis zu 1,2 %) gemessen. Diese
Expressionspeaks stimmen mit dem Zeitpunkt der Kernholzbildung Gberein. Allerdings
finden sich auch hier grof3e Unterschieden zwischen den Individuen. So betragt die
relative Expression im September flr das erste Individuum weniger als 0,1 % und fir
das zweite 1,2 %, was den Mittelwert verfalscht. Fir die Monate Juni, Dezember und
Marz ist Rp14-3-3Gen1 mit deutlich unter 0,5 % nur schwach exprimiert. Die geringe
Menge an Transkript zu allen Zeitpunkten in der Splint-Kern-Ubergangszone deckt
sich mit den Expressionsergebnissen flir RNA aus Gesamtgewebe, wobei dort, mit bis
zu 5,9 % im Juli, unwesentlich héhere Werte flr die relative Expression gemessen
wurden. Das Expressionsmuster im Radialparenchym entspricht ansonsten

weitgehend dem der RNA aus Gesamtgewebe.
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Abbildung 3-25: Relative Expression des Rp14-3-3Gen1 in den Radialparenchymen der Splint-
Kern-Ubergangszone der Proben von 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen sind als
prozentuale Anteile in Bezug zur Expression des 18S Referenzgens dargestellt. Die relativen
Expressionen der Individuen sind dargestellt. Fiir den Monat Juli lag nur ein Individuum vor.

3.7.2 Relative Expression von Rp14-3-3Gen2

Die Amplifikation des Rp14-3-3Gen2 erfolgte mithilfe der

14-3-3.RT.G2+3for1/14-3-3.RT.G2rev5.

Abbildung 3-26 zeigt die relative Expression der Individuen im Radialparenchym der
Splint-Kern-Ubergangszone im Jahresverlauf.

Primerkombination
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Abbildung 3-26: Relative Expression des Rp14-3-3Gen2 in den Radialparenchymen der Splint-
Kern-Ubergangszone der Proben von 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen sind als
prozentuale Anteile in Bezug zur Expression des 18S Referenzgens dargestellt. Die relativen
Expressionen der Individuen sind dargestellt. Fiir den Monat Juli lag nur ein Individuum vor.

Auffallig ist die starke Expression von 90,6 % des Kandidatengens im Individuum mit
Fallzeitpunkt Juli. Zu allen anderen Zeitpunkten ist die relative Expression deutlich
schwacher. Das zweite Individuum aus dem September 2012 ist noch mit 6,1 % in
Bezug zum Referenzgen exprimiert. Analog zu den Untersuchungen flr
Rp14-3-3Gen1 weichen auch hier die gemessenen Expressionen der
Septemberindividuen stark voneinander ab, das erste Individuum weist dabei eine
relative Expression von 0,02 % auf. In den Radialparenchymen aller anderen Proben
wurden fur Rp14-3-3Gen2 Expressionen unter 2 % gemessen. Wie bereits flr
Rp14-3-3Gen1 festgestellt, ist auch hier ein Expressionspeak im Sommer und
Frihherbst zu konstatieren. Allerdings ist das Niveau der Peaks fur Rp14-3-3Gen2 in
diesen Monaten, mit 90,6 bzw. 6,1% gegeniber Rp14-3-3Gen1 (2,3 bzw. 1,2 %)
deutlich hoher. Das Expressionsmuster korreliert mit den Ergebnissen der

Untersuchungen an RNA aus Gesamtgewebe (vgl. Kapitel 3.5.1.2).

3.7.3 Relative Expression von Rp14-3-3Gen3

Die Amplifikation von Rp14-3-3Gen3, in der Real-Time PCR erfolgte mithilfe der
Primerkombination 14-3-3.RT.G2+3for1/14-3-3.RT.G3rev1. Die aus den Ci-Werten
berechneten relativen Expressionen zeigt Abbildung 3-27. Ahnlich wie fir

Rp14-3-3Gen1 ist das Niveau der Expression im Jahresverlauf sehr niedrig.
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Abbildung 3-27: Relative Expression des Rp14-3-3Gen3 in den Radialparenchymen der Splint-
Kern-Ubergangszone der Proben von 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen sind als
prozentuale Anteile in Bezug zur Expression des 18S Referenzgens dargestellt. Die relativen

Expressionen der Individuen sind dargestellt. Fir den Monat Juli lag nur ein Individuum vor.

Wie schon die beiden anderen identifizierten Gene der 14-3-3 Familie, weist auch
Rp14-3-3Gen3 hdhere Expressionen in den Sommer- und Herbstmonaten gegentber
den Wintermonaten auf. Im Gegensatz zu diesen weist das Gen mit 2,8 % die héchste
Expression im zweiten Individuum des Septembers auf. Es folgen Juli (1,5 %) und Juni
(1 % flr das erste Individuum). Im Dezember und Marz wurden, mit 0,002 bis 0,3 %,
nur sehr geringe Mengen an Transkript nachgewiesen. Auffallig ist die
Hochregulierung im Juni gegeniber dem Dezember und Marz, dieses Muster wurde
fur Rp14-3-3Gen1 und Rp14-3-3Gen2 nicht festgestellt. Wie bei allen Untersuchungen
sind auch hier die hohen Abweichungen der Expression der zwei Individuen eines
Zeitpunkts auffallig. Besonders im Juni und September treten gro3e Unterschiede auf,

wobei jeweils ein Individuum eine Expression nahe null aufweist.

3.7.4 Relative Expression von RpHS70

Mithilfe der Primerkombination HS70.RT8for/HS70.RT8rev wurde ein Fragment des
HS70 Gens amplifiziert.

Abbildung 3-28 zeigt die berechnete relative Expression des Gens in der Splint-Kern-
Ubergangszone im Jahresverlauf. Das Expressionsmuster entspricht dabei den
Ergebnissen aus Versuchen mit RNA aus Gesamtgewebe (vgl. Kapitel 3.5.2). Auch fur

das Radialparenchym findet sich eine Hochregierung von RpHS70 im Juli (41,5 %).
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Der errechnete Wert ist etwas niedriger als der fir die Expression der Versuche an
RNA aus Gesamtgewebe, der 57,7 % betragt. Zu allen anderen Zeitpunkten ist auch
im Radialparenchym die Transkriptmenge deutlich geringer. Im September wird fur
das zweite Individuum ein Wert von 6,2 % erreicht. Im Juni betragt die relative
Expression beider Individuen ca. 2,7 %. Im Dezember sinkt sie weiter auf 0,5 %, bis
sie im Marz mit 0,04 % gerade noch messbar ist.
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Abbildung 3-28: Relative Expression des RpHS70 Gens in den Radialparenchymen der Splint-
Kern-Ubergangszone der Proben von 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen sind als
prozentuale Anteile in Bezug zur Expression des 18S Referenzgens dargestellt. Die relativen
Expressionen der Individuen sind dargestellt. Fiir den Monat Juli lag nur ein Individuum vor.

3.7.5 Relative Expression von RpCHS3

Das fur Chalkonsynthase codierende Gen RpCHS3 wurde mithilfe der
Primerkombination RpCHS3for/RpCHS3rev und Real-Time PCR amplifiziert. Die
daraus berechneten Expressionswerte in Relation zum 18S Referenzgen zeigt
Abbildung 3-29.

106



Ergebnisse

RpCHS3 (2012)

180
160
140
120
100
80
60
40
20
0 T T T T )
Juni Juli September  Dezember Marz

rel. Expr. %

Fédllmonat

Abbildung 3-29: Relative Expression des RpCHS3 Gens in den Radialparenchymen der Splint-
Kern-Ubergangszone der Proben von 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen sind als
prozentuale Anteile in Bezug zur Expression des 18S Referenzgens dargestellt. Die relativen
Expressionen der Individuen sind dargestellt. Fiir den Monat Juli lag nur ein Individuum vor.

Als Markergen der Kernholzbildung zeigt RpCHS3 ein saisonspezifisches
Expressionsmuster. Zum Zeitpunkt der Kernholzbildung im Sommer und Herbst ist
eine deutliche Hochregulierung erkennbar, wahrend im Dezember und Marz kein
Transkript detektiert werden konnte. Dieses Muster ist in Ubereinstimmung mit den
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe (vgl. Kapitel 3.5.3). Auch im
Radialparenchym findet sich die starkste Expression im September (bei Individuum
zwei). Diese ist mit 166 %, gegenuber 110,2 % fur RNA aus Gesamtgewebe deutlich
erhoht. Im Juli (71,9 %) und Juni (60,5 % fur 2012_Jun2) wurde im Radialparenchym
weniger Transkript als wahrend der Versuche an RNA aus Gesamtgewebe detektiert
(99 bzw. 80,1 %). Auch im radialen Parenchymgewebe finden sich die individuellen
Expressionsunterschiede eines Probenzeitpunktes wieder. So ist sowohl im Juni, als
auch im September jeweils ein Individuum sehr stark hochreguliert, wahrend das

zweite einen Expressionswert unter 5 % aufweist.

3.7.6 Relative Expression von RpPAL1

Mithilfe der Primerkombination RpPAL1for/RpPAL1rev erfolgte die Amplifikation des
Markergens. Die Expressionswerte sind in Abbildung 3-30 wiedergeben. Das
Genexpressionsmuster entspricht dabei dem der Untersuchungen an RNA aus

Gesamtgewebe. Dabei ist auch hier ein saisonspezifisches Muster mit
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Expressionspeaks in den Sommermonaten sowie im Fruhherbst erkennbar. Das
Expressionsniveau liegt dabei im Radialparenchym etwas niedriger. So wurden in den
Studien an RNA aus Gesamtgewebe maximale Expressionen von 37 % im Juni, 18,8
% im Juli und 27,9 % im September errechnet. Im Radialparenchym dagegen
betragen die Werte fir diese Monate 16,7 %, 14,8 % und 16,8 %. Trotzdem ergibt sich
auch hier die saisonspezifische Hochregulierung des RpPAL1 Gens im Sommer und
Frihherbst. In den Monaten Dezember und Marz dagegen konnte kein Transkript des
Markergens nachgewiesen werden. Die Unterschiede zwischen den zwei Individuen
eines Probenzeitpunkts treten hier vor allem im September auf. Wahrend 2012_Sep2
mit 16,8 % die hochste Expression aller untersuchten Proben aufweist, ist die relative

Transkriptmenge in 2012_Sep1 mit 0,18 % gerade noch detektierbar.
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Abbildung 3-30: Relative Expression des RpPAL1 Gens in den Radialparenchymen der Splint-
Kern-Ubergangszone der Proben von 2012 im Jahresverlauf. Die relativen Expressionen sind als
prozentuale Anteile in Bezug zur Expression des 18S Referenzgens dargestellt. Die relativen
Expressionen der Individuen sind dargestellt. Fiir den Monat Juli lag nur ein Individuum vor.

3.8 Ergebnisse der Genexpressionsstudien an RNA, erhalten

aus Axialparenchym

Keines der untersuchten Gene (Rp14-3-3, RpHS70, RpCHS3, RpPAL1) weist eine
messbare Expression im Axialparenchym auf. Wie in Kapitel 3.6.1 dargelegt, steht
dies nicht in Zusammenhang mit zu geringem Ausgangsmaterial, qualitativ
unzureichender RNA oder fehlerhafter Transkription zu cDNA. Wie Abbildung 3-24 in
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dem genannten Kapitel zeigt, ist eine Amplifikation der 18S Untereinheit mittels PCR
moglich. Dies beweist, dass funktionierende cDNA aus dem Ausgangsmaterial
erarbeitet werden konnte. Die Amplifikationskurven in einer darauffolgenden
Real-Time PCR bestatigen dieses Ergebnis. Abbildung 3-31 zeigt beispielhaft die
Amplifikationskurven sowie die aufgenommenen Schmelzkurven aller neun Proben
des Jahres 2012 der Untersuchung von RpCHS3. Die Dissoziationskurvenkurven
zeigen fur 18S spezifische Peaks bei etwa 83 °C, dem Schmelzpunkt des Fragments,
wahrend die Kurven fur RpCHS3 Peaks bei ca. 70 und 77 °C aufweisen, was auf
Primer-Dimere bzw. Cross-Dimere hinweist. Diese Versuche belegen, dass Rp14-3-3,
RpHS70, RpCHS3 und RpPAL1 in den axialen Parenchymen der in dieser Arbeit
untersuchten Robinienquerschnitte nicht exprimiert sind, bzw. die Expression sehr
niedrig und unterhalb der Bestimmungsgrenze des verwendeten Real-Time PCR-
Assays liegt. Mogliche Grunde fur die fehlende Expression der untersuchten Gene im

Axialparenchym sollen in Kapitel 4 diskutiert werden.
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Abbildung 3-31 Dissoziations- und Amplifikationskurven der Genexpressionsstudie an RpCHS3
aus Axialparenchym der Proben des Jahres 2012. Die Dissoziationskurven (oben) zeigen die
spezifische Produktbildung des 18S Amplifikats mit der Schmelztemperatur von ca. 83 °C, wahrend die
Amplifikation von RpCHS3 zu Dimer- bzw. Cross-Dimerbildung fiihrte (ca. 70 bzw. 77 °C). Die
Amplifikationskurven (unten) weisen Cr-Werte von 18,5 bis 36 fur das 18S Genfragment auf.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Beitrag axialer und radialer Parenchyme zur
obligaten Kernholzbildung in Robinia pseudoacacia L. zu untersuchen. Dabei wurden
zunachst die Kandidatengene heat shock (HS70) und 14-3-3 molekulargenetisch
identifiziert und im Weiteren, mittels Genexpressionsstudien, der Zusammenhang mit
der Kernholzbildung beleuchtet. Zum Vergleich wurden Genexpressionsstudien an
RpCHS3 (Chalkonsynthase) und RpPAL1 (Phenylalanin-Ammonium-Lyase), den
Markergenen der Kernholzbildung, durchgeflihrt.

Da der unterschiedliche Einfluss von axialem und radialem Parenchym auf die
Kernholzbildung bisher weitgehend unbekannt ist, wurde mithilfe der
Lasermikrodissektion eine Methode entwickelt, die es erlaubt, RNA aus den
verschiedenen Parenchymgeweben getrennt voneinander aufzuarbeiten und mittels
Genexpressionsstudien zu untersuchen. Dies ermdglicht einen vertieften Einblick in
die molekularen und zellularen Grundlagen der Kernholzbildung der Robinie. Im
Folgenden werden die erbrachten Ergebnisse der Untersuchungen anhand aktueller

Studien und Verdéffentlichungen diskutiert.

4.1 Extraktion, Aufarbeitung und Qualitat der Gesamt-RNA aus

Gesamtgewebe

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus Gesamtgewebe erfolgte mit dem Qiagen
RNeasy® Plant Mini Kit. Es war fiir alle Proben und alle Gewebe méglich, qualitativ
gute RNA zu isolieren (vgl. Kapitel 3.1). Die Abnahme der RNA-Menge (dokumentiert
als abnehmende Bandenintensitat im Gelbild, Abbildung 3-1) in radialer Richtung zur
Splint-Kern-Ubergangszone ist mit der sinkenden Vitalitat der Zellen zu erklaren. Die
Phloem- und Splintgewebe bilden den physiologisch aktiven Teil des Stammes. Im
alternden Splintholz beginnt das Absterben der Parenchymzellen durch
programmierten Zelltod. In der Splint-Kern-Ubergangszone finden sich daher nur noch
wenige vitale Zellen. Das Kernholz weist schlieBlich keine physiologische Aktivitat
mehr auf (Hillis 1987; Taylor et al. 2002). Ein weiterer Beweis fur die fortschreitende
Desintegration der Zellen in Richtung der Ubergangszone ist die Quantitat von
Phospholipiden, welche einen Parameter fur die Integritdt von Parenchymzellen

darstellt. Mithilfe chromatographischer Methoden konnten Hillinger und Mitarbeiter
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(1996) eine quantitative Abnahme der Phospholipide in Richtung der Splint-Kern-
Ubergangszone nachweisen, im Kernholz finden sich nur noch Spuren dieser. In
letzteren Geweben akkumulieren Flavonoide, was Schwierigkeiten bei der reversen
Transkription von RNA in cDNA bzw. bei der Amplifikation mit sich bringen kann. Die
erschwerte Anwendung molekularbiologischer Methoden und Extraktion von
Nukleinsduren im alternden Splint ist in zahlreichen Verdffentlichungen beschrieben
(Fukazawa und Higuchi 1966; De Filippis und Magel 1998; Magel 2002; Rachmayanti
et al. 2009; Abe et al. 2011). Trotz dieser methodischen Schwierigkeiten gelang es in
der vorliegenden Arbeit, mit den gewahlten Methoden auch aus den altesten
Splintbereichen und der Splint-Kern-Ubergangszone intakte RNA zu isolieren, wie die
distinkten Bandenmuster (18S und 26S Bande sind deutlich erkennbar) in Abbildung
3-1 zeigen. Auch die reverse Transkription sowie die anschlieBende Amplifikation
eines Fragments der 18S Untereinheit als Kontrolle (Abbildung 3-2) gelang fur alle

Proben.

4.2 Identifizierung der Kandidatengene

Um Genexpressionsstudien an HS70 und 14-3-3 durchfiihren zu kénnen, missen die
Gensequenzen oder Teile davon bekannt sein. Daher galt es zunachst, die
Kandidatengene mittels  molekularbiologischer Methoden, wie PCR und

Sequenzierung, zu identifizieren.

Da zu Beginn dieser Untersuchungen weder fur 14-3-3 noch fur das HS70 Gen
Sequenzen flr Robinia pseudoacacia bekannt waren, wurden zunachst
Gensequenzen aus nah verwandten Arten aus der Familie der Fabaceaen in ein
multiples Sequenzalignment Uberfihrt. Anhand dieser Sequenzen wurden
degenerierte Primer erstellt, mit deren Hilfe entsprechende (noch unbekannte)
Genabschnitte der beiden Kandidatengene amplifiziert und anschlieRend sequenziert
wurden (vgl. Kapitel 3.2.1 und 3.2.2). Degenerierte Primer stellen ein Gemisch
verschiedener Primer dar. Der Grad der Degenerierung, also die Anzahl
verschiedener Primer im Gemisch, kann durch Multiplikation der Anzahl der mdglichen
Basen an jeder Position berechnet werden (Kwon et al. 2001). Mit zunehmender
Degenerierung nimmt die Konzentration einzelner Primer-Individuen im Gemisch ab,
was dazu fihren kann, dass schwach exprimierte Transkripte im Template nicht
amplifiziert werden, da alle Primer an starker exprimierte Transkripte binden. Dies

kann dazu flihren, dass einzelne Mitglieder von Genfamilien nicht identifiziert werden,
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da sie durch starker exprimierte Mitglieder ,verdeckt werden. Sambrook und Russel
(2001) geben den maximalen Grad der Degenerierung, bei dem auch seltene
Transkripte amplifizierbar sind, mit 60 an. Die in dieser Arbeit verwendeten
degenerierten Primer weisen eine Degenerierung von maximal 48 auf. Es ist also
davon auszugehen, dass auch seltene Transkripte amplifiziert wurden.

Auf diese Weise konnte ein 1767 bp langes HS70 Genfragment, bzw. ein 500 bp
langes 14-3-3 Genfragment, erarbeitet werden.

Die PCR mit degenerierten Primern diente zudem ausschlieBlich der
naherungsweisen Bestimmung einer Gensequenz der Kandidatengene. Die
Klonierung zur Identifikation der einzelnen Mitglieder der Genfamilien wurde nicht mit
Amplifikaten, welche mithilfe degenerierter Primer erhalten wurden, durchgefuhrt.
Stattdessen wurden genspezifische Primer entwickelt (Kapitel 3.2.3), die keine
Degenerierung aufweisen. So konnte das Problem der maximalen Degenerierung und
dem damit einhergehenden Verlust schwach exprimierter Mitglieder einer Genfamilie
umgangen werden. Fur die genspezifischen Primer wurden Sequenzabschnitte
gewahlt, an denen die Sequenz, erhalten aus der Amplifikation mit degenerierten
Primer, keine Doppelpeaks im Chromatogramm aufweist. Ein doppeltes Signal weist
auf zwei verschiedene Basen an einer Position wahrend der Sequenzierung hin. Dies
bedeutet entweder, dass zwei Gene einer Genfamilie im Gemisch vorliegen oder eine
unspezifische Anlagerung der Primer vorlag. Da die genspezifischen Primer keine
Degenerierung aufweisen sollten und alle Mitglieder einer Genfamilie amplifiziert
werden sollten, kamen diese Sequenzabschnitte fir Primer nicht in Betracht.

Mithilfe der genspezifischen Primer konnte ein 1767 langes HS70 Genfragment
erarbeitet werden (vgl. Kapitel 3.2.4). Die Homologie von 92 % zu einem HS70 Gen
von Glycine max, einer weiteren Art aus der Familie der Fabaceae, belegt die
berichtete hohe Konservierung des Gens (Lindquist und Craig 1988; Ellis und van der
Vies 1991; Gething und Sambrook 1992; Wu et al. 1994; Wisniewski et al. 1996).

Fir das 14-3-3 Gen wurde ein 478 bp langer Genabschnitt erarbeitet. Auch die 14-3-3
Genfamilie wird als hochkonserviert beschrieben (Muslin et al. 1996), was die
berechnete Homologie des erarbeiteten Genfragments von 89 % zu Glycine max

bestatigt.
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4.3 Klonierung und Einteilung der Gene innerhalb der

Genfamilien

Um festzustellen, ob es sich bei den amplifizierten HS70 und 14-3-3 Genfragmenten
jeweils um ein einzelnes Gen oder mehrere Mitglieder einer Genfamilie handelt, wurde
eine Klonierung durchgefiihrt. Nach erfolgreicher M13 PCR wurden zwolf Klone des

Rp14-3-3 bzw. 15 Klone des RpHS70 Genfragments sequenziert (vgl. Kapitel 3.3).

4.3.1 Klonierung des 14-3-3 Genfragments

Anhand der Klonsequenzen konnen fir die Rp14-3-3 Genfamilie drei verschiedene
Mitglieder unterschieden werden (vgl. Kapitel 3.3). In anderen Pflanzenarten ist die
Genfamilie zum Teil deutlich gréRer. So wurden fir Arabidopsis (DelLille et al. 2001;
Rosenquist et al. 2001) 15 Gene identifiziert. In der Fabaceae Glycine max kdnnen
sogar 18 verschiedene Mitglieder unterschieden werden (Li und Dhaubhadel 2011).
Andererseits wurden auch kleinere Genfamilien nachgewiesen. So beschreiben
Piotrowski und Oecking (1998) sechs Isoformen fur Nicotiana tabacum (Fabaceae).
Studien an Baumen ergaben vier 14-3-3 Gene in Eukalyptus (Furtado et al. 2007) und
sechs im Genom der Pappel (Lapointe et al. 2001).

Die in dieser Arbeit unterschiedenen Isoformen Rp14-3-3Gen1 und Rp14-3-3Gen2
weisen Homologien von 84,7 bis 85,4 % in ihrer Nukleotidsequenz auf, was den
Homologien der genannten sechs 14-3-3 Pappel Isoformen ungefahr entspricht (62 bis
90 %). Das Rp14-3-3Gen3 unterscheidet sich nur aufgrund der zusatzlichen
Aminosaure Serin von Rp14-3-3Gen2. Durch Berechnungen mithilfe des p-Distanzen
Modells, bei dem nur Substitutionen, aber keine Indel berticksichtigt werden (Knoop
und Muller 2009), ergeben sich Homologien von 99,8 bis 100 % zwischen den beiden
Isoformen. Bei ausschlieRlicher Betrachtung der Sequenzhomologie lage es daher
nahe, keine Separierung vorzunehmen. Da es sich hier nicht um einen konservativen
Austausch, sondern um eine zusatzliche Codierung fir eine Aminosaure handelt und
ein Fehler in der Sequenzierung unwahrscheinlich ist, wird Rp14-3-3Gen3 dennoch
als eigene Isoform betrachtet. Die Genexpressionsstudien in dieser Arbeit
untermauern diese Einteilung. Die beiden Gene zeigen zwar ahnliche
Expressionsmuster, unterscheiden sich aber quantitativ deutlich (vgl. Kapitel 3.5.1).
Die hohen Homologien zwischen den identifizierten 14-3-3 Isoformen sind auch auf

die Tatsache zurickzufihren, dass Genfragmente und nicht das gesamte Gen
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betrachtet wurden. Rp14-3-3Gen1-3 weisen Langen von 143 bzw. 144 Aminosauren
auf. Das vollstandige Gen in Glycine max beinhaltet 250 bis 260 Aminosauren (Li und
Dhaubhadel 2011), das Nicotiana tabacum Gen 251 (Chen et al. 1994). Bezogen auf
diese Werte, wurden daher nur maximal 57 % des Gens identifiziert.

Die Aminosauresequenzen der Rp14-3-3 Isoformen weisen zudem weder Methionin
auf, noch findet sich bei ihnen ein Stopp-Codon. Die Proteinbiosynthese startet am C-
Terminus immer mit Methionin als erster Aminosaure und endet am Stopp-Codon des
N-Terminus. Dies lasst darauf schlieRen, dass es sich bei den analysierten 14-3-3
Genfragmenten gréfltenteils um die Codierung des ,core® Teils handelt. Ferl und
Mitarbeiter (1999) beschreiben diesen flr Arabidopsis als den Abschnitt mit der
starksten Konservierung, wobei sich die verschiedenen Isoformen in 51 % der
Aminosauren gleichen. Die N- und C-Termini sind dagegen deutlich variabler und
weisen mit 14 % bzw. 0 % sehr geringe Homologien auf. Dies ist darauf
zurickzufihren, dass die Termini teilweise spezielle, bisher unerforschte
Proteinfunktionen ausfihren. Der konservierte ,core“ Teil ist fur die
Proteinbindungsaktivitat verantwortlich, daher besitzen alle 14-3-3 Proteine die
Fahigkeit, an Targetproteine zu binden (Aducci et al. 2002). Obwohl in dieser Arbeit
nur ein Fragment des 14-3-3 Gens in der Robinie analysiert wurde, konnten die drei
verschiedenen Isoformen problemlos differenziert werden. Die Unterschiede von bis
zu 15,3 % in der Nukleotidsequenz, bzw. eines kompletten Codons, lassen darauf
schliel3en, dass der ,core” Bereich variabel genug ist, um die verschiedenen Mitglieder
der Genfamilie zu identifizieren. Es ist daher anzunehmen, dass auch seltene
Transkripte erkannt wurden. Der Datenbankabgleich der Isoformen Rp14-3-3Gen2
und Gen3 mittels des BLASTn Algorithmus ergab die héchste Ubereinstimmung mit
der Glycine max 14-3-3 Isoform SGF14h (Li und Dhaubhadel 2011). Die Autoren
wiesen in weiteren Studien (Li et al. 2012) eine Interaktion dieses Proteins mit dem
Transkriptionsfaktor GmMYB176 nach, der die Genexpression einer CHS Isoform und

damit die Isoflavonoidbiosynthese reguliert (Yi et al. 2010).

4.3.2 Klonierung des HS70 Genfragments

Die Familie der heat shock 70 Gene wird in der Literatur als evolutionar stark
konservativ beschrieben (Lindquist und Craig 1988; Ellis und van der Vies 1991;
Gething und Sambrook 1992; Wisniewski et al. 1996). Die Homologie der
Nukleotidsequenz zwischen verschiedenen Pflanzen geben Wu et al. Mit 80-92 % an.

Die Sequenzen der RpHS70 Klone weisen eine Ubereinstimmung von 92 % zu Cicer
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arietinum (Familie: Fabaceae) auf. Auch zu Mitgliedern anderer Pflanzenfamilien
ergeben sich hohe Ubereinstimmungen, beispielsweise 82 % gegeniiber der Pappel
(Familie: Salicaceae). Die hohe Konservierung des Gens kann in der vorliegenden
Arbeit daher bestatigt werden. Heat shock 70 Proteine werden in Pflanzen zumeist
durch Multigenfamilien codiert. So finden sich in Vigna radiata funf Isoformen (Chen et
al. 2004) und 14 in Arabidopsis (Sung et al. 2001b). Die 15 Klone in dieser Arbeit
weisen dagegen eine Homologie von 96,6 bis 100 % in ihrer Aminosauresequenz auf,
wobei samtliche Unterschiede konservativer Art sind. Die Homologien der Isoformen in
Arabidopsis werden mit 81 bis 88 % beschrieben. Es ist daher davon auszugehen,
dass es sich bei den erarbeiteten Klonen um ein einzelnes Gen und nicht um mehrere
Mitglieder einer Genfamilie handelt, auch wenn nur ein Genfragment analysiert wurde
(die Aminosauresequenz beinhaltet keine Start- und Stopp-Codons). Es besteht
einerseits die Mdglichkeit, dass HS70 in der Robinie nicht als Multigenfamilie
organisiert ist. Fur Citrullus vulgaris wurde beispielsweise von einem einzelnen
codierenden Gen flir heat shock Proteine berichtet (Wimmer et al. 1997). Eine zweite
Moglichkeit besteht darin, dass bereits die PCR mit degenerierten Primern (vgl. Kapitel
3.2.2) nur ein Mitglied der Genfamilie amplifizierte. Dies erscheint aufgrund des
Einsatzes mehrerer degenerierter Primerpaare mit einem Degenerierungsfaktor von
bis zu 48 sowie der Amplifikation mit niedriger Annealing-Temperatur (50 °C) sehr
unwahrscheinlich. Um etwaige weitere HS70 Isoformen in der Robinie zu
identifizieren, mussten die untranslatierten 3‘ Regionen des Gens amplifiziert und
sequenziert werden. Auf diese Untersuchungen wurde verzichtet, da in dieser Arbeit

allein der Bezug des HS70 Gens zur Kernholzbildung von Interesse war.

4.4 Real-Time PCR-basierte Genexpressionsstudien

Die Genexpressionsstudien dieser Arbeit wurden mittels Real-Time PCR durchgeflihrt.
Diese Methode zur Quantifizierung von mRNA in verschiedensten Geweben hat sich
in den letzten Jahren zur am weitesten verbreiteten Methode entwickelt. Die
wichtigsten Vorteile sind die dynamische Reichweite, die Sensitivitdt und die
Sequenzspezifitdt der Methode (Jozefczuk und Adjaye 2011). So ist es aufgrund der
Sensitivitdt moglich, auch sehr schwach exprimierte Gene zu detektieren. Die hohe
Sequenzspezifitat erlaubt es, einzelne Genfamilienmitglieder mit  hoher
Sequenzhomologie differenziert zu analysieren. Beide genannten Punkte sind in

dieser Arbeit von grolier Bedeutung. Wie sich herausstellte, sind die untersuchten
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Kandidatengene Rp14-3-3 und RpHS70 zu vielen Probenzeitpunkten gerade in der
Splint-Kern-Ubergangszone nur sehr schwach exprimiert (vgl. Kapitel 3.5.1 und 3.5.2).
Trotzdem konnten aufgrund der hohen Sensitivitdt des Real-Time PCR-Assays auch
Spuren von Transkript detektiert werden. Die Werte der relativen Expression lagen
dabei teilweise deutlich unter 0,1 %. Aufgrund der hohen Sequenzkonservierung der
14-3-3 Genfamilie spielt auch die Sequenzspezifitat eine wichtige Rolle. So
unterscheiden sich Rp14-3-3Gen2 und Rp14-3-3Gen3 in ihrer Nukleotidsequenz nur
um ein Basentriplett (vgl. Kapitel 3.3). Wahrend der Genexpressionsstudien konnten
beide Mitglieder trotzdem differenziert analysiert werden.

Grundlage fur ein spezifisches Real-Time PCR- (QPCR) Assay sind spezifische
Primer. Hier sind hohe Anforderungen beim Erstellen der Primer zu beachten, da bei
der Fluoreszenzmessung nicht zwischen spezifischem Produkt und Fehlanlagerung
oder Primer-Dimer unterschieden werden kann. Eine hohe Spezifitdt soll durch

folgende Vorgaben gewahrleistet werden (SABioscienes 2008):

- kurzes Amplikon (50-210 bp)
- Lange der Primer zwischen 19 und 23 bp
- hohe Schmelztemperatur der Primer (60-68 °C)

- mdglichst geringer Hang zur Bildung von Sekundarstrukturen.

Mithilfe des Programmes Primer Premier 5 (Lalitha 2000) wurde versucht, Primer zu
erstellen, die diesen Anforderungen gentgen (vgl. Kapitel 3.4). Alle erarbeiteten
Primer weisen Langen zwischen 19 und 23 bp auf. Die Schmelztemperaturen
betragen 59,8 bis 64,4 °C. In diesen Punkten entsprechen die Oligonukleotide den
Vorgaben von SABiosciences. Die hohen Schmelztemperaturen ermdglichen dabei
die verwendete Annealing-Temperatur von 60 °C wahrend der Amplifikation, was zu
einer spezifischen Anlagerung fuhrt. In Bezug auf Amplikonlange und Bildung von
Sekundarstrukturen erfullen die verwendeten Primer nicht die Anforderungen. Fur die
Kandidatengene wurde eine Vielzahl von forward und reverse Primern erstellt und in
verschiedenen Kombinationen getestet: fir das RpHS70 Gen acht forward und acht
reverse Primer, fir Rp14-3-3Gen1 sechs forward und sechs reverse Primer, flr
Rp14-3-3Gen2 ein forward und ein reverse Primer, fiur Rp14-3-3Gen3 vier forward und
sechs reverse Primer (Daten nicht gezeigt). Die Sequenzspezifitat wurde mittels PCR
und anschlieBRender Sequenzierung Uberprift. Mithilfe der wahrend der Real-Time
PCR aufgenommenen Schmelzkurven wurde die Produktspezifitdt der Amplifikation
mit den verschiedenen Primerkombinationen analysiert, dies stellt eine Validierung der
Primer in Anlehnung an Jozefczuk und Adjaye (2011) dar. Hierbei stellte sich heraus,

dass die mittels Primer Premier 5 errechneten Werte zum Hang zur Bildung von
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Sekundarstrukturen nur eine sehr bedingte Voraussage auf die Produktspezifitat
erlauben. So wurden Primerkombinationen eingesetzt, die keinerlei Hang zur Bildung
von Sekundarstrukturen aufweisen (Hang zur Bildung von Dimeren, Hairpins, Cross-
Dimeren jeweils AG = 0 kcal/mol). Trotzdem zeigte die Schmelzkurvenanalyse, dass
die Produktbildung unspezifisch verlief. Umgekehrt weist beispielsweise der Primer
Rp14-3-3G2rev5 einen Hang zur Dimer- (AG = -6,1 kcal/mol) und Hairpinbildung
(AG = -2 kcal/mol) auf. Eine spezifische Amplifikation war hier jedoch, wie bei allen
letztendlich verwendeten Primern und Primerkombinationen, mdglich. Ein weiteres
Problem beim Erarbeiten von Oligonukleotiden stellte die hohe Sequenzhomologie der
Rp14-3-3 Genfamilienmitgliedern dar. Die Mitglieder Rp14-3-3Gen2 und
Rp14-3-3Gen3 unterscheiden sich nur um ein Basentriplett am Ende des
Genfragments, welches Rp14-3-3Gen3 zusatzlich hat. Daher musste der reverse
Primer zwangslaufig an diesem Sequenzabschnitt angreifen, um eine getrennte
Analyse zu ermoglichen. Die empfohlene Amplikonlange fiir gqPCR-Assays von bis zu
210 bp konnte daher nicht eingehalten werden. Nach Sequenzierung und
Schmelzkurvenanalyse der Produkte konnte festgestellt werden, dass die
Amplikonlange von 267 bp trotzdem eine spezifische Amplifikation erlaubt.

Wie bereits beschreiben, stellt die Real-Time PCR ein sehr sensitives System dar.
Diese Sensitivitat birgt auch eine Anfalligkeit fir Kontaminationen. Daher wurden die
Versuche in einem eigens fir Real-Time PCR und Lasermikrodissektion
eingerichteten Labor durchgefihrt. In diesem fanden keine weiteren PCR-basierten
Versuche statt, sodass die Gefahr einer Kontamination mit Fremd-DNA bzw.
Amplifikat minimiert werden konnte. Beim erarbeiteten Assay zur Anwendung der
Lasermikrodissektion wurde ebenfalls darauf geachtet, Kontaminationen in Hinblick
auf die Genexpressionsstudien auszuschlieRen. Durch Einsatz von Negativkontrollen
und anschlieRender Uberpriifung der Produkte anhand der Schmelzkurven konnte
gewahrleistet werden, dass die Quantifizierung der mRNA in samtlichen Real-Time
PCR-Laufen, die  far Genexpressionsstudien herangezogen wurden,
kontaminationsfrei ablief.

Durch die hohe Sensitivitat ergibt sich eine hohe Empfindlichkeit der
Expressionsergebnisse gegenliber Schwankungen der Amplifikationseffizienz. Die in
dieser Arbeit verwendete Gleichung (2) zur Berechnung der relativen Expression (vgl.
2.11.4) setzt voraus, dass sich die Amplifikation in der exponentiellen Phase befindet.
Am Anfang des PCR-Laufs ist die cDNA-Menge zu gering, zum Schluss
(Plateauphase) ist die cDNA-Menge der Zielsequenz so stark angestiegen, dass
immer haufiger Produktfragmente miteinander hybridisieren und eine Hemmung

bewirken (Holzapfel und Wickert 2007). Diese Voraussetzung wird bei der Real-Time
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PCR erflllt, da die gesamte Amplifikationskurve und der C+-Wert, der den Eintritt in die
exponentielle Phase kennzeichnet, aufgenommen werden (Arya et al. 2005). Aufgrund
des exponentiellen Anstiegs flhren selbst geringe Schwankungen in der
Amplifikationseffizienz zu  steigenden  Ungenauigkeiten  der  errechneten
Transkriptmenge (Sambrook und Russel 2001). Unterschiedliche chemische
Zusammensetzungen des cDNA-Templates (beispielsweise einzel- und
doppelstrangig) kénnen dabei zu veranderten Amplifikationseffizienzen fihren. Da
wahrend der Aufbereitung der Gesamt-RNA alle Proben dieselben Prozessschritte
erfuhren und auch gleiche Volumina verwendet wurden, ist davon auszugehen, dass
sich die eingesetzte cDNA der Proben chemisch sehr stark gleicht. Dies gilt analog fur
die Aufbereitung von RNA, erhalten aus axialem und radialem Parenchym. Daher ist
ein systematischer Fehler an dieser Stelle auszuschlieRen. Auch Reste von
Polysacchariden und Phenolen, die wahrend der RNA-Extraktion nicht entfernt
werden, stellen einen Storfaktor dar (Staub et al. 1995). Dieses Problem ist im
vorliegenden Fall vernachlassigbar, da im Laufe der weiteren Verarbeitung durch
DNase-Verdau, reverse Transkription und der geringen Template-Konzentration im
Real-Time PCR-Ansatz eine erhebliche Verdiinnung etwaiger Stérkomponenten
erfolgte.

Die Berechnung der relativen Expression eines Zielgens setzt ein geeignetes
Referenzgen voraus, mithilfe dessen die Expressionsdaten normalisiert werden. Die
Signale des Referenzgens dienen dazu, Variationen in der Ausgangsmenge der
eingesetzten cDNA-Proben auszugleichen (Holzapfel und Wickert 2007). Dabei sollte
dieses zu jedem Zeitpunkt des Zellzyklus stabil exprimiert und leicht zu detektieren
sein. Zumeist codieren diese Gene fiur Enzyme, Strukturproteine oder RNA-Molekiile,
die fur elementare Funktionen der Zelle verantwortlich sind. Daher wird auch der
Begriff ,housekeeping genes” (Haushaltsgene) verwendet. In der vorliegenden Arbeit
wurde ein Genfragment der 18S Untereinheit der ribosomalen RNA (rRNA) als
Referenzgen verwendet. Die Struktur-RNA codiert fur die kleine Untereinheit aller
cytoplastischen Ribosomen in Eukaryoten. 18S ist eines der am haufigst verwendeten
Referenzgene in Eukaryoten (Finnegan et al. 1993). Es wird fir mRNA-
Quantifizierungsversuche als interner Standard empfohlen, da die mRNA-
Schwankungen in verschiedenen Geweben im Vergleich zu anderen Haushaltsgenen
sehr gering sind (Thellin et al. 1999 und Referenzen darin). Auch fur Angiospermen
wurde 18S erfolgreich als Haushaltsgen eingesetzt (Olbrich et al. 2008). Es ist in
Pflanzen auch unter Stressbedingungen stabil exprimiert (Olbrich et al. 2008; Huang
et al. 2014), was fur die Untersuchungen in der Splint-Kern-Ubergangszone in dieser

Arbeit von Vorteil ist, da der Prozess der Kernholzbildung auch mit Wassermangel in
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Verbindung gebracht wird (Sachsee 1967; Hillis 1968; De Filippis und Magel 2012).
Da ein 18S Genfragment zur Normalisierung auch fur Fabaceaen zufriedenstellende
Ergebnisse lieferte (Martins et al. 2008; Lange 2009), fiel die Entscheidung fiur die
Genexpressionsstudien in dieser Arbeit auf dieses Haushaltsgen.

Die Amplifikationseffizienz der Primerkombination Rp18S.RTfor/Rp18S.RT.rev wurde
nach Auswertung der Standardkurven mit 1,85 berechnet und ist damit niedriger als
von Lange (2009) angeben (2,02). Da die Effizienzen fur die Amplifikation von
RpPAL1 und RpCHS3 denen Langes entsprechen, ergibt sich daraus flr beide
Markergene ein quantitativ niedrigerer Wert bei der Berechnung der relativen

Expression.

4.5 Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe

In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse der Genexpressionsstudien an den
Kandidatengenen Rp14-3-3Gen1-3 und RpHS70 diskutiet werden. Das
Hauptaugenmerk liegt dabei auf mdglichen Verbindungen zur Kernholzbildung sowie
Uberlegungen (ber sonstige Rollen der resultierenden Proteine. Im Weiteren werden
auch die Expressionsdaten der Markergene RpPAL1 und RpCHS3 diskutiert und mit
vorherigen Studien verglichen. Auffallig bei samtlichen untersuchten Genen sind die
teilweise starken Expressionsunterschiede zwischen den Individuen eines
Probenzeitpunkts, was darauf hindeutet, dass die Transkriptmenge auch vom Alter
des Individuums und dessen Entwicklungsstand abhangig ist. Umweltfaktoren als
Grund fur die Expressionsunterschiede konnen fur die Proben des Jahres 2012
vernachlassigt werden, da mit Ausnahme des zweiten Juni-Individuums alle Baume
wenige 100 Meter voneinander entfernt gefallt wurden. Ahnlich hohe
Standardabweichungen fir den Mittelwert der relativen Expressionen aus mehreren
Individuen wies auch Lange (2009) fur RpCHS3 und RpPAL1 nach. Da die
Kernholzbildung ein genetisch determinierter Prozess ist, sind zeitliche Unterschiede
des Beginns der Kernholzbildung (und damit des Genexpressionsmusters) zwischen

Individuen verschiedenen Alters und Entwicklungsstands zu erwarten.

4.5.1 Die Rp14-3-3 Genfamilie

Transkripte der drei Mitglieder der Genfamilie konnten in allen Geweben zu allen

Probenzeitpunkten nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.5.1). Diese Ergebnisse
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decken sich mit der Aussage, dass 14-3-3 Proteine in Pflanzen ubiquitar vorkommen
und an verschiedensten Prozessen, wie Signaltransduktion und Metabolismus,
beteiligt sind (Wu et al. 1997; Ferl et al. 1999). Da 14-3-3 in Pflanzen an uber 300
Targetproteine bindet (Denison et al. 2011), war zu erwarten, dass es auch an
physiologischen Prozessen sowohl im Phloem, dem Splint sowie der Ubergangszone
der Robinie beteiligt ist. Alle drei Gene sind dabei schwach exprimiert. Einzelne
Expressionspeaks finden sich nur im Phloem bzw. im duf3eren Splint vor allem im
Frahjahr/Frihsommer sowie im Winter. Diese Peaks sind nicht darauf zuriickzuflhren,
dass diese Gewebe den physiologisch aktivsten Teil aller untersuchten Gewebe
darstellen. Der Anteil physiologisch aktiver Zellen spielt, aufgrund des Abgleichs mit
dem 18S Referenzgens, bei der Betrachtung der Genexpressionsmuster keine Rolle.
Ein Expressionspeak in der Splint-Kern-Ubergangszone findet sich nur im
Juli-Individuum des Jahres 2012 flir Rp14-3-3Gen2. Zu diesem Zeitpunkt ist die
relative Expression mit 96 % deutlich hdher als in anderen Geweben. In allen anderen
Individuen zu allen Zeitpunkten sind die Rp14-3-3 Gene in der Splint-Kern-
Ubergangszone schwacher exprimiert als in Phloem und Splint. Damit und aufgrund
der generell geringen Transkriptmenge ist die Genfamilie als Markergen der
Kernholzbildung ungeeignet. Die ahnlichen Expressionsmuster aller identifizierten
14-3-3 Isoformen sowie die hohe Sequenzkonservierung unterstitzen die Vermutung
von Finnie und Mitarbeitern (2000), dass die einzelnen Mitglieder der Genfamilie keine
funktionellen Unterschiede aufweisen, sondern dieselben Targetproteine binden,
allerdings mit unterschiedlicher Bindungsspezifitat.

Ein Zusammenhang des Kandidatengens mit  dem Prozess der
Kerninhaltsstoffsynthese ist dennoch wahrscheinlich. So konnten Li und Mitarbeiter
(2012) eine Interaktion von 14-3-3 Proteinen mit dem Transkriptionsfaktor GmMYB176
in Glycine max nachweisen, welcher die Genexpression von CHS reguliert
(Dhaubhadel und Li 2010; Yi et al. 2010). Die Autoren vermuten, dass 14-3-3 in den
Transport des Transkriptionsfaktors vom Nukleus in das Cytosol beteiligt ist. Wahrend
der vorliegenden Genexpressionsstudien wurden die groften RpCHS3
Transkriptmengen im Sommer und Friihherbst in der Splint-Kern-Ubergangszone
detektiert. Diese Genexpressionsmuster lassen sich mit denen der Rp14-3-3
Genfamilie im selben Gewebe nur teilweise in Ubereinstimmung bringen.
Rp14-3-3Gen1 zeigt im Jahresverlauf 2008 keine deutlichen Peaks. Vielmehr zeigt
sich eine konstant schwache Expression 0,2 bis ca. 1 % zu allen Probenzeitpunkten.
Im Jahr 2012 sind die Expressionsmuster von Rp14-3-3Gen1 und RpCHS3 dagegen
vergleichbar. Beide Gene weisen die hdochsten relativen Expressionen im Juli und
September auf. Wobei Rp14-3-3Gen1 (Juli 5,9 %; September bis zu 1,8 %) deutlich
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schwacher exprimiert ist, als RpCHS3 (Juli 99 %; September bis zu 110 %). Ein
ahnliches Bild ergibt sich beim Vergleich des CHS Markergens mit Rp14-3-3Gen2.
Auch hier kann fir das Jahr 2008 kein gemeinsames Expressionsmuster entdeckt
werden, da Rp14-3-3Gen2 eine konstant niedrige Expression aufweist. Im Jahr 2012
zeigt das Kandidatengen einen deutlichen Peak im Juli (96,3 %). Auch im September
ist es mit bis zu 10 % im Vergleich zum Fruhjahr, Spatherbst und Winter starker
exprimiert. Die Genexpressionsmuster von Rp14-3-3Gen2 und RpCHS3 stimmen im
Jahresverlauf 2012 also qualitativ Uberein. Gleiches gilt auch fur Rp14-3-3Gen3. Im
Jahresverlauf 2008 ist eine Hochregulierung (bis zu 6,9 %) im April gegenuber
anderen Zeitpunkten zu beobachten. Im Jahr 2012 ist das Gen in den Monaten Juni
(bis 3,1 %), Juli (1,6 %) und September (bis 3 %) deutlich starker exprimiert, als im
Dezember und Méarz. Bei allen drei Mitgliedern der Rp14-3-3 Genfamilie ist also ein
qualitativ ahnliches Genexpressionsmuster wie flir das RpCHS3 Markergen zu
beobachten. Die Hochregulierung aller drei Rp14-3-3 Isoformen im Sommer des
Jahres 2012 gegeniber dem Spatherbst ist in Ubereinstimmung mit den
Genexpressionsstudien von Yang und Mitarbeitern (2004), die von einer 2,3fachen
Erhdhung der Transkriptmenge im November gegenuber dem Juli berichten.

Eine mogliche Erklarung fur die relativ niedrige Rp14-3-3 Expression, im Vergleich mit
den Markergenen, liefern Dhaubhadel und Li (2010): Einerseits bewirkte ein ,silencing®
des CHS regulierenden Transkriptionsfaktors GmMYB176 in Glycine max eine
reduzierte CHS Genexpression und damit eine niedrigere Isoflavonoidakkumulation.
Eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors fiihrte andererseits nicht zu einer
erhdhten Expression des CHS Gens. Erhohte 14-3-3 Transkriptmengen dagegen
bewirkten eine Translokation von GmMYB176 in das Cytosol, was zu einer reduzierten
Flavonoidsynthese fuhrte (Li et al. 2012). Erhohte 14-3-3 Mengen hemmen in diesem
Fall also Chalkonsynthase. Ein anderes Phanomen wurde in Kartoffel beobachtet (Zuk
et al. 2005). Hier agiert 14-3-3 u.a. mit Saccharose-Phosphat Synthase und Nitrat
Reduktase, wobei die Aktivitat der Targetproteine sinkt. Eine Reduzierung der
14-3-3 Proteinmenge sorgte fur eine erhohte Aktivitat von SPS und NR. Eine
Uberexpression des Proteins hatte hingegen keinen Effekt auf die Targetproteine,
was die Autoren vermuten lasst, dass 14-3-3 Proteine im Uberschuss in der Zelle
vorliegen und eine Uberexpression keinen Einfluss auf den Metabolismus hat.
Einen weiteren Zusammenhang zwischen 14-3-3 Proteinen und dem
Sekundarmetabolismus zeigen Lapointe (2001) und Mitarbeiter auf. Im Anschluss an
Wundinduktionen mittels Chitosan und Methyl-Jasmonat wurde eine erhéhte
Akkumulation von 14-3-3 mRNA detektiert. Gleichzeitig stieg auch die Menge der PAL
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Transkripte an, was die Autoren vermuten lasst, dass ein Zusammenhang zwischen
14-3-3 und der erhdhten PAL Expression besteht. Moglicherweise kommt 14-3-3 eine
Rolle bei der Signaltransduktion nach Verwundung zu. Die Genexpressionsstudien an
RpPAL1 in dieser Arbeit zeigen fur das Jahr 2012 die héchsten relativen Expressionen
im Juni (bis zu 37 %), Juli (18,8 %) und September (bis zu 27,9 %). Das
Genexpressionsmuster, mit einer konstanten Hochregulierung von Sommer bis
Frihherbst dhnelt somit allen drei Mitgliedern der Rp14-3-3 Genfamilie. Im Jahr 2008
allerdings ist PAL lediglich im Juni mit 27,7 % stark exprimiert. Zu allen anderen
Zeitpunkten betragt die relative Expression weniger als 1,5 %. Dieses Muster wird flr
Rp14-3-3 nicht beobachtet.

Aufgrund der nachweisbaren Expression aller Rp14-3-3 Gene in der Splint-Kern-
Ubergangszone zu allen Zeitpunkten und der Hochregulierung des Kandidatengens im
Sommer und Fruhherbst scheint ein Zusammenhang mit der Kernholzbildung
wahrscheinlich. Ob die 14-3-3 Isoformen tatsachlich mit PAL, CHS oder deren
Transkriptionsfaktoren interagieren, kdénnen nur biochemische Versuche auf
Proteinebene zeigen. Zudem ist zu beachten, dass 14-3-3 nicht allein auf
transkriptioneller Ebene reguliert wird (Roberts und Bowles 1999; Lapointe et al.
2001). So konnte eine metabolische Kontrolle in vitro nachgewiesen werden. Dabei
interagiert Adenosinmonophosphat (AMP) mit 14-3-3 und reduziert so die
Bindungsaffinitat zu anderen Liganden. In Spinat wurden AMP Bindungsstellen an
14-3-3 Proteinen entdeckt, was die Autoren zur Vermutung flhrt, dass eine
metabolische Kontrolle auch in vivo stattfindet (Athwal et al. 1998; Comparot et al.
2003). Eine posttranslationale Modifikation der 14-3-3 Isoformen konnte in Gerste
aufgezeigt werden (van Zeijl et al. 2000).

Die gegeniiber der Splint-Kern-Ubergangszone erhdhten Expressionswerte, im
Phloem und Splint lassen Spekulationen Uber weitere Aufgaben der 14-3-3 Genfamilie
in der Robinie zu. Zahlreiche Verdffentlichungen weisen auf verschiedene Rollen des
Proteins im Primarmetabolismus hin. In Kartoffel und Tomate dient SPS als
Targetprotein fur die 14-3-3 Genfamilie. Eine verringerte Menge an 14-3-3 Protein
fuhrt dabei, wie bereits erwahnt, zu erhdhten Aktivitaten der interagierenden Enzyme.
Erhohte SPS-Aktivitaten im Winter, detektiert in allen Geweben der Robinie, werden
mit der Adaption auf Kalte in Verbindung gebracht (Hauch und Magel 1998). Die
Genexpressionsmuster der vorliegenden Arbeit zeigen dagegen keine verringerte
saisonspezifische Expression im Winter auf. Vielmehr verlauft die Expression im
Dezember und Marz des Jahres 2012 gewebespezifisch mit einer erhdhten
Expression des Gens in den auBeren Bereichen des Querschnitts (Phloem und

aulerer Splint), sodass anhand dieser Studien kein Zusammenhang zwischen der
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14-3-3 Transkriptmenge und einer etwaigen Interaktion mit SPS schlussfolgert werden
kann. Die im Vergleich zum inneren Teil des Xylems hohen Transkriptmengen der
Rp14-3-3 Gene im Phloem und &uferen Splint kdnnten ein Hinweis auf die flr
zahlreichen Pflanzen beschriebene Interaktion mit H*-ATPase sein. Dieses Enzym
dient als Protonenpumpe der Energiebereitstellung fir Transportprozesse von
Reservestoffen und Wasser (Palmgren 1998). Die C-terminale Region der H*-ATPase
wird dabei durch 14-3-3 aktiviert (Oecking und Hagemann 1999; Sze et al. 1999;
Comparot et al. 2003).

4.5.2 Das RpHS70 Gen

Mithilfe des aufgestellten Real-Time PCR-Assays konnte Transkript des RpHS70
Gens in allen Geweben und zu jeder Jahreszeit detektiert werden (vgl. Kapitel 3.5.2).
Auch wenn das Gen teilweise nur sehr schwach exprimiert ist, beispielsweise im
Phloem einer der Septemberproben des Jahres 2012 mit nur 0,2 % im Vergleich zum
18S Referenzgen, lasst sich das untersuchte Gen damit den heat shock cognates
(HSC) zuordnen. HSC werden im gesamten Jahr unter normalen
Wachstumsbedingungen synthetisiert, wahrend die zweite Gruppe der heat shock
Proteine (HSP) durch Stressbedingungen, wie Hitzestress, aktiviert werden (Lindquist
und Craig 1988). In der Splint-Kern-Ubergangszone findet sich nur im Juli des Jahres
2012 eine Hochregulierung des Kandidatengens gegenuber anderen Geweben. Daher
kommt RpHS70 als Markergen fur die Kernholzbildung in der Robinie nicht in Betracht.
Trotzdem deutet das Expressionsmuster in der Splint-Kern-Ubergangszone auf einen
Zusammenhang mit dem Prozess der Kernholzbildung hin. Sowohl 2008 als auch
2012 ist ein Anstieg der Transkriptmenge von Frihjahr bis Friihherbst gegenlber den
Spatherbst und Wintermonaten zu verzeichnen. Genexpressionsstudien mittels ESTs
in der Ubergangszone der Robinie (Yang et al. 2004) ergaben dagegen eine
Hochregulierung eines heat shock Gens (HSP70) im November um den Faktor 4,4
gegeniber Juli.

Die deutliche Hochregulierung von RpHS70 im Juli 2012 gegenuber allen anderen
Zeitpunkten ist auch flir Rp14-3-3Gen1 und Rp14-3-3Gen2 erkennbar, was
Spekulationen uber eine Interaktion der Proteine in der Robinie zulasst. May und Soll
(2000) beschreiben einen 14-3-3/heat shock Komplex, der an Proteinvorstufen bindet
und deren Translokationsrate um den Faktor vier erhdht.

Der Beginn des programmierten Zelltods wird in der Robinie auf Spatsommer/Herbst
datiert und endet im Marz des darauffolgenden Jahres (Nobuchi et al. 1984). RpHS70
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weist im Winter die schwachste Expression aller Jahreszeiten auf. Ein
Zusammenhang des Gens mit dem Zelltod, wie flir Arabidopsis berichtet (Fang et al.
2013), kann aus den erarbeiteten Ergebnissen daher nicht geschlossen werden. Eine
Expression als Reaktion auf den verringerten Wassergehalt wahrend der
Kernholzbildung, wie von de Filippis und Magel (2012) spekuliert, erscheint ebenfalls
unwahrscheinlich, da RpHS70 im Phloem, einem Gewebe mit hohem Wassergehalt,
zumindest im Jahresverlauf 2012 ebenfalls konstant zwischen 11 und 37,2 %
exprimiert ist (mit Ausnahme der Septemberindividuen).

Diese Abweichungen von anderen Studien kénnen damit erklart werden, dass es sich
bei dem in der vorliegenden Arbeit identifizierten Gen nicht um ein HSP, sondern ein
HSC handelt. Ob RpHS70 eine Rolle bei Stressreaktionen wie beispielsweise Hitze
und Wassermangel spielt, ist fraglich, aber nicht auszuschlieen, da auch heat shock
cognates an der Reaktion auf Stress beteiligt sein kdnnen. So wiesen Xiu et al. (2014)
einen Anstieg der Genexpression zweier HS70 cognates in Macrobrachium
nipponense als Reaktion auf Hitzestress nach. Vielmehr ist jedoch zu vermuten, dass
RpHS70 in das normale Wachstum und die Entwicklung der Robinie involviert ist.
Ahnliche Ergebnisse lieferten Studien auf Transkript- und Proteinebene an Vigna
radiata (Chen et al. 2004). Die Autoren stellten eine ahnliche Expression von drei heat
shock cognate Genen in allen Geweben, mit Ausnahme von gereiften Samen und
Keimlingen zu Beginn der Keimung, fest,. Aufgrund der Bindungsaktivititen kommen
sie zu der Schlussfolgerung, dass HS70 in Vigna radiata an Signal- und Transitpeptide
bindet und als Motor der Translokation dient. Es bleibt daher zu spekulieren, dass
RpHS70 als Chaperon an Transportprozessen sowie an der Aufrechterhaltung der
Protein-Homoéostase beteiligt ist, wie bereits flir zahlreiche Pflanzen beschrieben (Wu
et al. 1994; Neupert 1997; Hartl und Hayer-Hartl 2002; Nollen und Morimoto 2002).

4.5.3 Die Markergene RpPAL1 und RpCHS3

Phenyl-Ammonium-Lyase (PAL) und Chalkonsynthase (CHS) stellen Markergene der
obligaten Kernholzbildung dar. Beide Enzyme spielen eine Schlisselrolle bei der
Flavonoidbiosynthese in der Splint-Kern-Ubergangszone. PAL ist das Eingangsenzym
des Phenylpropanstoffwechsels, welcher die Ausgangssubstrate der
Flavonoidbiosynthese bereitstellt, wahrend CHS die Bildung von Naringenin-Chalkon,
dem Grundgerust aller Flavonoide, katalysiert. Die Rolle beider Markergene konnte
sowohl auf Enzymebene (Magel et al. 1991; Magel und Hibner 1997), als auch auf

Genexpressionsebene (Beritognolo et al. 2002; Yang et al. 2004; Lange 2009) in der
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Splint-Kern-Ubergangszone nachgewiesen werden. Fir die vorliegende Arbeit wurden
die Gene RpPAL1 und RpCHS3 exemplarisch fir beide Genfamilien herangezogen.
Die Mitglieder beider Genfamilien weisen in der Robinie gleiche gewebespezifische
Verteilungsmuster in der Genexpression auf. Lediglich der quantitative Anteil an der
Gesamtexpression unterscheidet sich (Lange 2009). Daher wurde jeweils das
quantitativ.  am  starksten  vertretene = Genfamilienmitglied gewahlt. Die
Expressionsdaten sollten einerseits im Vergleich mit den Kandidatengenen Rp14-3-3
und RpHS70 Aufschluss darlber geben, ob es sich bei diesen ebenfalls um
Markergene der Kernholzbildung handelt. Zudem sollte ein Abgleich der
Expressionsdaten, erhalten aus RNA aus Gesamtgewebe, mit denen der RNA aus
Axial- bzw. Radialparenchymen Licht auf den Beitrag der verschiedenen Parenchyme

auf den Prozess der Kernholzbildung werfen.

Das erarbeitete Genexpressionsmuster von RpPAL1 (vgl. Kapitel 3.5.4) weist sowohl
im Jahr 2008, als auch im Jahr 2012 die hdéchsten Transkriptmengen im Sommer und
im Herbst (nur 2012) auf, wahrend das Gen im Frihjahr und Winter wenig bis gar nicht
exprimiert wird. Diese Ergebnisse decken sich mit vorherigen Untersuchungen an
RpPAL1 (Lange 2009). In besagter Studie konnte eine Hochregulierung im Juli und
August (ca. 50 % relative Expression) nachgewiesen werden. Im Oktober sank die
Transkriptmenge (ca. 10 % relative Expression), im Mai und November war sie
nahezu nicht mehr nachweisbar. Da PAL in der Robinie nicht ausschlielich in der
Splint-Kern-Ubergangszone, sondern auch im umliegenden Xylemgewebe
nachgewiesen werden konnte (Magel et al. 1991; Magel und Hibner 1997), entschied
sich der Autor, die Expressionsdaten der Splint-Kern-Ubergangszone auf die des
inneren Splints zu beziehen. Dies bewirkte eine Verschiebung des Expressionspeaks
in den Spatherbst, was dem Muster der PAL-Enzymaktivitat in der Robinie entspricht
(Magel et al. 1991). Trotz des Einsatzes gleicher Primer sowohl fir RpPAL1, als auch
fur das 18S Referenzgen erweisen sich die relativen Expressionen in der vorliegenden
Arbeit konstant niedriger als in der vorangegangenen Studie Langes. Dies ist auf die
erneute Berechnung der Amplifikationseffizienz der 18S Primer zurtckzufihren (vgl.
Kapitel 3.4.1.1 und 4.4). Diese Unterschiede beschranken sich folgerichtig auf den
Zahlenwert der relativen Expression, aber nicht auf das saisonale
Genexpressionsmuster. Genexpressionsstudien mithilfe von Microarrays (Yang et al.
2004) untermauern dieses Muster, so zeigte die Studie eine Hochregulierung eines
PAL Genabschnitts im Juli gegentiber dem November um den Faktor 3,3. Wahrend

der vorliegenden Untersuchungen erwies sich die Hochregulierung im Sommer
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gegenuber dem Spatherbst noch als deutlich héher (Faktor 103 im Jahr 2008 und
6280 im Jahr 2012).

Die Expression der Chalkonsynthase ist nahezu ausschliellich auf die Splint-Kern-
Ubergangszone beschrankt (vgl. Kapitel 3.5.3). Geringere Transkriptmengen finden
sich bei zwei Proben im inneren Splint. In allen anderen Geweben ist das Gen sehr
schwach bzw. gar nicht exprimiert. Dies ist in Ubereinstimmung mit Untersuchungen
zur radialen Verteilung des CHS Proteins und dessen Enzymaktivitat in der Robinie
(Magel et al. 1991; Magel und Hubner 1997). Dieser Zusammenhang lasst darauf
schlieBen, dass die Steigerung der CHS Transkriptmenge nétig ist, um auch den
Enzymgehalt zu steigern, was bedeutet, dass die Regulierung von CHS hauptsachlich
auf transkriptionellem Wege erfolgt (Beritognolo et al. 2002). Die geringen Mengen
CHS Transkript im Splintholz sind nicht auf eine Akkumulation von Flavonoiden oder
deren Vorstufen zurlckzufiuhren, wie es fur den Juglans Typ oder Typ 2 der obligaten
Kernholzbildung charakteristisch  ist.  Vielmehr wird von einer initialen
Dihydrorobinetinsynthese wahrend der Xylemdifferenzierung ausgegangen. So
konnten Magel und Mitarbeiter (1994) dieses Flavonoid in sehr geringen Mengen im
Splint der Robinie nachweisen, allerdings ohne eine Konzentrationszunahme bis zur
Splint-Kern-Ubergangszone. Die Autoren vermuten daher, dass die geringe
Flavonoidmenge dem praventiven Schutz vor Insekten und holzzerstérenden Pilzen
dient. Bereits diese geringen Mengen sind ausreichend, um einen aktiven Schutz zu
gewabhrleisten.

In der Splint-Kern-Ubergangszone weist RoCHS3 sowohl im Jahresverlauf 2008, als
auch 2012 ein saisonspezifisches Muster mit einer Hochregulierung in den Sommer
und Frihherbstmonaten auf. Im Spatherbst und Winter ist die Expression sehr gering
bzw. nicht messbar, bevor sie im Frihjahr wieder ansteigt. Diese Ergebnisse sind in
guter Ubereinstimmung mit den Studien Langes (2009), der die hdochsten
Transkriptmengen im Juli und August detektierte (ca. 250 bzw. 180 % relative
Expression). Darauf folgte ein Absinken auf ca. 75 % im Oktober und unter 5 % im
November. Im Mai stieg die relative Expression wieder auf ca. 10 % an. Dieses Muster
deckt sich qualitativn mit dem saisonspezifischen Verlauf der vorliegenden
Genexpressionsstudien der Proben des Jahres 2012. Die Werte der relativen
Expression steigen hier vom Juni (bis zu 80 %) zum Juli (99 %) bis September (bis zu
110 %) an, wahrend im Dezember und Marz nur noch Spuren bzw. keine Transkripte
detektierbar sind. Die quantitativ niedrigeren Expressionswerte der vorliegenden
Studien sind, wie fir PAL, auf die geanderte Amplifikationseffizienz der 18S Primer

zuruckzufuhren. Die Hochregulierung von CHS im Sommer wurde in der Robinie auch
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von Yang und Mitarbeitern (2004) nachgewiesen. Microarray-basierte
Genexpressionsstudien deckten dabei eine Hochregulierung des Gens im Juli um den

Faktor 2,8 gegentiber dem November auf.

4.5.4 Fazit der Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe

Mit der vorliegenden Arbeit konnte ein weiterer Beweis flr die typischen
Genexpressionsmuster von PAL und CHS erbracht werden. Die Kandidatengene
Rp14-3-3Gen1-3 und RpHS70 weisen in der Splint-Kern-Ubergangszone, bis auf
wenige Ausnahmen, keine Hochregulierung gegeniber anderen Geweben wahrend
der Sommermonate und Herbstmonate (dem Zeitpunkt der Kernholzbildung) auf.
Daher und aufgrund der generell schwachen Expression kommen beide
Kandidatengene als Markergene der Kernholzbildung nicht in Betracht. Wie bereits
diskutiert, ist ein Zusammenhang mit diesem Prozess dennoch wahrscheinlich.

Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich das im Jahr 2012 gesammelte
Probenset von Robinienquerschnitten gut eignet, um den unterschiedlichen Einfluss
von axialen und radialen Parenchymen auf die Flavonoidsynthese und damit auf die
obligate Farbkernbildung aufzuzeigen. Der Einfluss der Parenchyme soll dabei anhand
der relativen Expression im Vergleich zu Expressionsversuchen an RNA aus

Gesamtgewebe diskutiert werden (vgl. Kapitel 4.7).

4.6 Erstellen eines Assays zur Lasermikrodissektion und

Aufbereitung des dissektierten Parenchymmaterials

Ziel dieser Arbeit ist es, axiale und radiale Parenchyme getrennt voneinander
aufzuarbeiten, um anhand der isolierten RNA Genexpressionsstudien durchzufihren.
Daher wurde ein Assay flr die Lasermikrodissektion entwickelt, welches diese
differenzierte Aufarbeitung erlaubt (vgl. Kapitel 3.6). Das grofite Problem stellt dabei
die Fixierung des Dinnschnitts auf dem Objekttrager dar. Hier gilt es histologische
Details zu bewahren, um die verschiedenen Gewebe (axiale und radiale Parenchyme,
Fasern, Gefalde) unterscheiden zu koénnen. Gleichzeitig darf es nicht zur
Desintegration der RNA kommen, da dies spatere Genexpressionsstudien unmdglich
machen wirde. In Studien an anderem Pflanzenmaterial angewendete Methoden wie

Acetonfixierung mit anschlieRender Kryoeinbettung (Asano et al. 2002) sind nur
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schwer auf den Werkstoff Holz anwendbar, da sie Protokollen zur Untersuchung
tierischer Zellen entstammen, was aufgrund der Vakuolen in pflanzlichen Zellen zu
einer Destabilisierung und damit verminderten histologischen Auflésung fihrt (Kerk et
al. 2003). Auch das in der Zellwand der verholzten Achse eingelagerte Lignin ist in
diesem Zusammenhang problematisch. Trotzdem gelang es Larisch (2012; 2013),
mithilfe einer modifizierten Farmer-Losung (Ethanol-Essigsaure) und anschlieBender
Paraffineinbettung der Mikrotomschnitte ein Fixierungsprotokoll fur Pappel zu
erarbeiten. Allerdings erscheint dieses System sehr aufwendig, da die Dunnschnitte
vor der LMPC (,Lasermicrodissection and pressure catapulting“) entparaffiniert werden
missen. Zudem berichten Deeken und Mitarbeiter (2008), dass die Paraffineinbettung
mit einer Desintegration der RNA einhergehen kann. Daher wurde in der vorliegenden
Arbeit ein reproduzierbares und einfach zu handhabendes Assay erarbeitet.
Verschiedenste Vorversuche waren noétig, um letztendlich eine zufriedenstellende
Methode zu erhalten. Zunachst wurde ein Ethanol basiertes Fixierungsprotokoll zur
Lasermikrodissektion aus menschlichem Knochengewebe (Benoyahu et al. 2005) in
Erwagung gezogen. Eine Fixierung der Robiniendiinnschnitte auf dem Objekttrager ist
mit dieser Methode nicht moglich. Weitere Versuche wurden unter Einsatz von PEN-
Slide-Objekttragern (MembraneSlide NF 1.0 PEN; Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Minchen) durchgeflhrt. Dies sind Objekttrager, die mit einer dinnen Polyethylen-
Naphthalat-Membran (berzogen sind. Diese wird zusammen mit dem Gewebe
geschnitten und katapultiert und soll als ,Stlitze" dienen, sodass weniger Laserenergie
noétig ist. Eine Fixierung auf diesen speziellen Objekttragern bewirkte allerdings einen
nahezu totalen Verlust der histologischen Details. Auch die Fixierung mit PALM®
Liquid CoverGlass N (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Minchen), einem
Sprihreagenz, das auf Dinnschnitt und Objekttrager aufgetragen wird, um diesen
mithilfe eines Glasstabs zu fixieren, brachte keinen Erfolg. Allein die entwickelte
Methode der Zuckerfixierung in Kombination mit dem Fixieren durch Klebestreifen
erbrachte den gewiinschten Erfolg. Wie in Kapitel 3.6 gezeigt, kdnnen auf diese Weise
histologische Details bewahrt werden, sodass Markieren und Dissektieren
verschiedener Parenchymgewebe problemlos moglich sind. Da sich herausstellte,
dass sich die Klebestreifen wahrend der Gefriertrocknung I|6sten, wurden die
Dunnschnitte zunachst mit der Zuckerlésung fixiert und gefriergetrocknet. Erst im
Anschluss erfolgte die weitere Fixierung mit Klebestreifen. Die Proben wurden danach
umgehend der Lasermikrodissektion zugefuhrt. Durch den Vorgang der
Gefriertrocknung werden samtliche biologische Vorgange der Zellen gestoppt, sodass
die Integritat der RNA bewahrt bleibt. Der Vorteil der entwickelten Methode liegt in der

sehr einfachen Handhabung und der Zeitersparnis. So sind keine aufwandigen
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Schritte zur Fixierung mit atzenden oder giftigen Substanzen, wie dies beispielsweise
bei der Farmer-Lésung der Fall ist, nétig. Auch das zeitaufwandige Einbetten bzw.
Entparaffinieren entfallt. Das erarbeitete System bietet zudem nur eine niedrige
Kontaminationsanfalligkeit. Da eine Kontamination mit Fremd-RNA aufgrund deren
geringer Stabilitdt unwahrscheinlich ist, bleibt nur die Kontaminationsgefahr mit
Fremd-DNA. Aus diesem Grund findet wahrend der RNA-Extraktion ein Verdauschritt
mit DNase | statt (vgl. Kapitel 2.4.2), sodass mdgliche Verunreinigungen an dieser

Stelle beseitigt werden.

Ein Problem bei mittels Lasermikrodissektion gewonnenem Material stellt die sehr
geringe RNA-Menge dar. Die reverse Transkription mit dem SuperScript® Ill First-
Strand Synthesis System und eine anschlieBende Amplifikation des 18S
Genfragments mittels PCR war nicht erfolgreich. Dieses Problem wurde in zahlreichen
Studien beschrieben und durch eine Amplifikation des gesamten Transkriptoms geldst.
Dabei kamen T7-RNA-Polymerase basierte Systeme (Asano et al. 2002; Kehr 2003;
Kerk et al. 2003 und Referenzen darin) sowie verschiedene kommerzielle Kits zum
Einsatz (Deeken et al. 2008; Goué et al. 2012; Larisch 2013). In der vorliegenden
Arbeit wurde das Qiagen QuantiTect Whole Transcriptome Kit (vgl. Kapitel 2.5.3)
verwendet. Dieses Kit erlaubt eine lineare, uniforme Amplifikation aller Transkripte
einer RNA-Probe. Dabei erfolgt zunachst eine reverse Transkription, anschlielend
eine Ligation von zwei Enzymen an die cDNA und schlie3lich die Amplifikation dieser
mithilfe einer REPLI-g Midi DNA-Polymerase in einer isothermen Reaktion (Qiagen
2011). Spezifische Angaben zum Reaktionsablauf und den Enzymen gibt der
Hersteller nicht preis. Wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben, konnte mithilfe dieses Kits flr
alle Proben cDNA hergestellt und flr die Genexpressionsstudien eingesetzt werden.
Eine Limitierung des Kits ftritt fur ,low-copy“-Transkripte auf. Hierbei kann es einer
Unterreprasentation der Transkripte wahrend der Amplifikation kommen, was zu
stochastischen Fehlern fihren kann und im schlimmsten Fall eine Amplifikation der
.low-copy“-Transkripte verhindert. In darauffolgenden Genexpressionsstudien waren
daher schwach exprimierte Gene nicht mehr detektierbar. Qiagen empfiehlt eine
Ausgangsmenge von 100 Zellen, um dieses Problem zu umgehen. In den
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe stellte sich heraus, dass
Rp14-3-3 und RpHS70 in der Splint-Kern-Ubergangszone schwach exprimiert sind.
Die Markergene RpPAL1 und RpCHS3 zeigen zwar im Sommer und Herbst sehr hohe
relative Expressionen, im Winter jedoch findet sich nur sehr wenig Transkript (vgl.
Kapitel 3.5). Aus diesem Grund mussen auch ,low-copy“-Transkripte linear amplifiziert

werden, um aussagekraftige Genexpressionsstudien durchfihren zu kénnen. Daher
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wurde die Menge der dissektierten Parenchymzellen naherungsweise berechnet.
Anhand von Tangentialschnitten der Robinie, die unter dem Systemmikroskop Bx41
mit E-330 Digitalkamera (Olympus, Tokio, Japan) beobachtet wurden, wurde der
tangentiale Durchmesser von Radialparenchym mithilfe der ,Cell*B-Imaging Software
for Life Science Microscopy“ (Olympus) bestimmt (Abbildung 4-1). Der Durchmesser
betragt dabei 7 bis 13 ym, was der Schnittdicke der in der LMPC eingesetzten
Radialschnitte (10 ym) ungefahr entspricht. Es ist also davon auszugehen, dass bei
dieser Schnittdicke durchschnittlich eine Zelle dissektiert wird. Die Flache einer
einzelnen Parenchymzelle in radialer Richtung wurde wahrend der LMPC mit dem
PALM® MicroBeam Systems und der PALM® Robo Software bestimmt. Eine radiale
Parenchymzelle weist im Durchschnitt eine Fliche von 400 um? auf. Bei einer
dissektierten Gesamtflaiche von mindestens 500.000 um? entspricht dies ca. 1250
Zellen Ausgangsmaterial. Damit ist auch die Amplifikation von Genen mit geringer
Transkriptmenge moglich und die nachfolgenden Genexpressionsstudien an RNA,

erhalten aus LMPC-Material, aussagekraftig.
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Abbildung 4-1: Tangentialschnitt der Robinie zur Bestimmung der durchschnittlichen GrofRe von
radialen Parenchymzellen. Die einzelnen Zellen weisen Durchmesser zwischen 7 und 13 um2 auf.
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4.7 Genexpressionsstudien an axialen und radialen

Parenchymen und deren Beitrag zur Kernholzbildung

Anhand der aus axialen und radialen Parenchymen erhaltenen RNA (bzw. cDNA)
wurden Genexpressionsstudien mittels Real-Time PCR durchgefuhrt. Ein Vergleich
dieser Genexpressionsmuster, besonders der Markergene RpCHS3 und RpPAL1, mit
denen aus Versuchen an RNA aus Gesamtgewebe, erlaubt Rickschlisse auf den
Beitrag der verschiedenen Parenchyme zur Kernholzbildung.

Die Genexpressionsmuster aller untersuchten Gene an RNA aus Radialparenchym
entsprechen dabei weitgehend denen aus RNA des Gesamtgewebes (vgl. Kapitel 3.5.
und 3.7). So sind auch hier die Kandidatengene Rp14-3-3Gen1-3 und RpHS70 bis auf
wenige Ausnahmen schwach exprimiert. Die starke Hochregulierung von
Rp14-3-3Gen2 (96,3 %) und RpHS70 (57,7 %) im Juli findet sich im Radialparenchym
wieder (Rp14-3-3Gen2: 90,6 %; RpHS70: 41,5 %). Die Markergene RpCHS3 und
RpPAL1 zeigen im Radialparenchym das typische Genexpressionsmuster, mit einer
Hochregulierung in den Sommermonaten. Auch hier sind die Unterschiede zu Studien
an RNA aus Gesamtgewebe allein quantitativer Natur. Ein Trend zu einer generell
hoheren bzw. niedrigeren berechneten relativen Expression fir RpCHS3 ist nicht
erkennbar. Fur RpPAL1 ergeben sich dagegen durchgehend niedrigere Werte.

Die quantitativen Unterschiede konnen auf die Probenahme zuriickgeflihrt werden.
Diese erfolgte in der Splint-Kern-Ubergangszone an unterschiedlichen Stellen des
Stammaquerschnitts. Zwar lagen diese nur wenige Zentimeter auseinander, trotzdem
ist ein gewebespezifischer Unterschied denkbar. Ein Einfluss der unterschiedlichen
Aufbereitung der RNA (vgl. Kapitel 3.6.1 und 4.6) erscheint unwahrscheinlich, da das
Qiagen QuantiTect Whole Transcriptome Kit eine lineare Amplifikation erlaubt (Qiagen
2011). Damit ist eine Verschiebung des Transkriptverhaltnisses zwischen Ziel- und
Referenzgengen ausgeschlossen. Aufgrund der Normalisierung mithilfe der 18S
Untereinheit als Referenzgen sind die Unterschiede in der RNA-Aufbereitung nicht von

Bedeutung fur das Quantifizierungsergebnis.

Im Gegensatz zum Radialparenchym konnte im Axialparenchym keine Expression der
Zielgene (RpCHS3, RpPAL1, RpHS70, Rp14-3-3Gen1-3) detektiert werden. Die
stabile Expression der 18S Untereinheit konnte sowohl mittels PCR (vgl. Kapitel 3.6.1)
als auch mittels Real-Time PCR (vgl. Kapitel 3.8) nachgewiesen werden. Dies dient
als Nachweis, dass cDNA in ausreichender Konzentration und Qualitat vorliegt. Die

Ergebnisse lassen nur den Schluss zu, dass sowohl die Kandidatengene RpHS70 und
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Rp14-3-3 als auch die Markergene RpCHS3 und RpPAL1 im Axialparenchym der
Robinie nicht exprimiert sind, bzw. diese nur Spuren von Transkript enthalten. Beide
Markergene stehen im Sekundarmetabolismus in Zusammenhang mit der
Flavonoidbiosynthese. PAL ist als erstes Enzym des Phenylpropanstoffwechsels an
der Bereitstellung von Cumaroyl-CoA, dem Ausgangssubstrat der Flavonoidsynthese,
beteiligt (Hanson und Havir 1981; Magel et al. 1991). CHS katalysiert die
Kondensation dieses Substrats zu Naringenin-Chalkon, dem Grundgerust aller
Flavonoide (Heller und Forkmann 1988; Hahlbrock und Scheel 1989). Eine Synthese
der Kerninhaltsstoffe Robinetin und Dihydrorobinetin ist daher nur in Anwesenheit
beider Enzyme moglich. In den durchgefuhrten Genexpressionsstudien weisen nur die
radialen Parenchyme Transkripte der beiden Markergene auf, im Axialparenchym
dagegen konnten diese nicht nachgewiesen werden. Das Fehlen von PAL und CHS
Transkript (und damit auch Enzym) im axialen Parenchym weist darauf hin, dass diese
Gewebe nicht an der Kerninhaltsstoffsynthese dieser wichtigen phenolischen
Komponenten in der Robinie beteiligt sind. Das Radialparenchym scheint fir die
Flavonoidbiosynthese allein verantwortlich zu sein. Dieses Ergebnis Iasst sich gut in
vorhandene Studien einordnen, die im Strahlparenchym den Hauptort der
Kerninhaltstoffsynthese sehen. So konnten Nakaba und Mitarbeiter (2012) mittels
licht- und fluoreszenzmikroskopischer Methoden nachweisen, dass der programmierte
Zelltod von axialen Parenchymen in der Robinie zeitlich vor dem der radialen erfolgt.
Die Einlagerung von Kerninhaltsstoffen dagegen wurde mittels Autofluoreszenz zuerst
im Strahlparenchym nachgewiesen. Die Autoren schlussfolgerten, dass axiale
Parenchyme nicht an der Kerninhaltsstoffsynthese, sondern anderweitig an der
Kernholzbildung beteiligt sind. Dies deckt sich mit friheren mikroskopischen
Untersuchungen an Cryptomeria japonica (Higuchi et al. 1969; Nobuchi und Harada
1983), die zwar ein ahnliches Verhalten von Axial- und Radialparenchym wahrend des
Zelltods beobachteten, den Zeitpunkt des axialen Zelltods allerdings vorangestellt
beschrieben. Zudem konnten Kerninhaltsstoffe in der Splint-Kern-Ubergangszone
mittels Farbreagenzien im Radialparenchym, nicht aber im Axialparenchym
nachgewiesen werden, was zu der Vermutung fuhrte, dass Kerninhaltsstoffe nur im
Strahlparenchym synthetisiert werden, um anschlieBend in benachbarte tracheale
Elemente abgesondert zu werden (Sachs et al. 1966; Nobuchi und Harada 1985).
Diese Aussage unterstitzen Sekundarionen-massenspektrometrische Versuche an
Sugi, die in Kombination mit Elektronenmikroskopie durchgefiihrt wurden (Kuroda et
al. 2014). Der Kerninhaltsstoff Ferruginol akkumulierte dabei allein im
Radialparenchym der Ubergangszone. Mithilfe derselben Methode konnte der

Kerninhaltsstoff 4,8-dihydroxy-5-methoxy-2-naphtaldehyd im Strahlparenchym der
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Splint-Kern-Ubergangszone von Diospyros kaki nachgewiesen werden. Nur daran
angrenzende Axialparenchyme enthielten ebenfalls diesen Inhaltsstoff, was die
Autoren zu der Vermutung flhrt, dass die Synthese im Radialparenchym erfolgt,
gefolgt von einer Penetration der umliegenden Zellen (Matsushita et al. 2012). Der
Prozess der Kernholzbildung stellt ein Zusammenspiel von Primar- und
Sekundarmetabolismus dar. Die Reservestoffe in der Ubergangszone dienen zunachst
der Energiegewinnung. Erst ein Umschalten zum sekundaren Stoffwechsel flihrt zu
einem Verbrauch der Kohlenstoffgeriste flr die Kerninhaltsstoffsynthese (H&ll und
Lendzian 1973; Magel und HOll 1993). Die bendtigten Reservestoffe sind in der
Robinie hauptsachlich in den Holzstrahlen lokalisiert (Ziegler 1964; Magel et al. 1997;
Sauter und Witt 1997). Andere Arten wie die asiatische Bridelia retusa weisen
dagegen in beiden Parenchymgeweben Starkekdrner auf (Nair et al. 1981). Auch
Saccharose, welche in der Robinie, nach Spaltung durch SuSy, Kohlenstoffgeruste fur
die Flavonoidsynthese bereitstellt, wird durch die Strahlen von auleren Geweben in
Ubergangszone importiert (Magel et al. 1994; Magel 2001). Der Mineralstofftransport
vom Splint- in das Kernholz verlauft ebenfalls Uber das Radialparenchym, wie Okada
(2011, 2012) mittels der Injektion von Rubidium und anschliefienden biochemischen
Untersuchungen an Cryptomeria japonica (Sugi) nachweisen konnte. Aus den
genannten Grinden wird seit langerem vermutet, dass die radialen Parenchyme
hauptsachlich fir die Kerninhaltsstoffsynthese verantwortlich sind (Bamber und
Fukazawa 1985; Hillis 1987; Climent et al. 1998). In der Robinie betragt der Anteil des
Radialparenchyms 21 %, der des Axialparenchyms nur 6 % (Wagenfuhr 2007), was
ein weiterer Hinweis auf die Dominanz des  Strahlparenchyms ist. Mit der
vorliegenden Arbeit konnte die vorherrschende Ansicht bestatigt werden, dass die
radialen Parenchyme fur die Synthese der Flavonole Robinetin und Dihydrorobinetin
verantwortlich sind. Dies bedeutet nicht, dass axiale Parenchyme an der
Kernholzbildung der Robinie unbeteiligt sind. Uber einen Beitrag dieser Parenchyme in
anderer Weise kann spekuliert werden. Fur andere Arten ist bekannt, dass axiale und
radiale Parenchyme unterschiedliche Beitrage zur Kernholzbildung leisten. Nagasaki
und Mitarbeiter (2002) wiesen den Kerninhaltsstoff Agatharesinol, ein Norlignan, in
Cryptomeria japonica mit immunohistochemischen Versuchen und anschliefender
Mikroskopie allein im Radialparenchym nach. Allerdings fanden sich im
Axialparenchym braungefarbte Stoffe, die die Autoren aufgrund von Farbe und
exklusivem Vorkommen im Kernholz als mdglichen Kerninhaltsstoff beschreiben.
Axiale und radiale Parenchyme synthetisieren in Sugi also unterschiedliche
Kerninhaltsstoffe. Die Farbe des Kernholzes dieser Art ist dagegen durch

Komponenten, die im Axialparenchym akkumulieren determiniert, wie
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mikrophotometrische Studien belegen (Kuroda und Shimaji 1983). Ein Beitrag der
axialen Parenchyme, abseits der Flavonoidbiosynthese, scheint daher auch in der

Robinie wahrscheinlich.

4.8 Schlussfolgerung und Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden HS70 und 14-3-3 Genfragmente, die
Kandidatengene der Kernholzbildung in der Robinie darstellen, als RpHS70 und
Rp14-3-3Gen1-3 identifiziert und anhand von Genexpressionsstudien auf ihre
maogliche Rolle als Markergene untersucht. Beide Kandidaten erweisen sich aufgrund
ihrer schwachen relativen Expression sowie dem ubiquitdren Vorkommen von
Transkript in allen untersuchten Geweben zu allen Zeitpunkten als nicht geeignet.
Zuklnftige biochemische Versuche koénnten belegen, ob die Kandidatengene
tatsachlich mit Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) und Chalkonsynthase (CHS)
interagieren und damit am Prozess der Flavonoidsynthese beteiligt sind. Die
Hochregulierung der Gene im Sommer und Herbst innerhalb der Splint-Kern-
Ubergangszone sowie bereits veroffentlichte Studien an anderen Baumarten lassen

dies vermuten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Assay zur getrennten Aufarbeitung von Axial- und
Radialparenchym mittels Lasermikrodissektion erarbeitet. Dieses ist einfacher zu
handhaben und zeitlich weniger aufwandig als bisher veroffentlichte Methoden. Die
meiste Zeit fallt hier auf das Dissektieren von ca. 1000 Zellen. Diese Menge ist nétig,
um im Weiteren eine genugend hohe RNA-Ausbeute zu erreichen. Trotzdem ist diese
noch so gering, dass ein Amplifikationsschritt nétig ist, um genigend cDNA fur
Genexpressionsstudien zu erhalten. Verschiedene Hersteller entwickeln momentan
»Single cell* PCR-Systeme, die es ermdglichen sollen, RNA linear aus einer einzigen
Zelle zu amplifizieren. Ein solches System wirde den zeitlichen Aufwand der hier

erarbeiteten Methode noch einmal deutlich verringern.

Die durchgefuhrten Genexpressionsstudien an RNA, erhalten aus axialen und radialen
Parenchymen, zeigen, dass sowohl PAL als auch CHS allein im Radialparenchym der
Robinie exprimiert sind. Da beide Markergene flr Schlisselenzyme der
Flavonoidbiosynthese codieren, muss geschlussfolgert werden, dass axiale
Parenchyme an dieser Synthese nicht beteiligt sind und dass das Strahlparenchym,

wie bereits in vorherigen biochemischen und mikroskopischen Veroffentlichungen
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beschrieben, die dominierende Stellung wahrend der Kernholzbildung einnimmt. Die
Gene RpHS70 und Rp14-3-3 sind ebenfalls allein im Radialparenchym exprimiert. Da
ein Zusammenhang beider Gene mit der Kernholzbildung vermutet wird, sind diese
Ergebnisse ein weiterer Hinweis auf die Dominanz des radialen Parenchyms.

Die vorliegende Arbeit liefert einen weiteren Beitrag zum molekularbiologischen
Verstandnis der Kernholzbildung, wobei erstmals die zellulare Ebene einbezogen
wurde. Ein volles Verstandnis der Mechanismen der Kernholzbildung ist die
Voraussetzung flr eine zukiinftig mdgliche Kontrolle der chemischen Eigenschaften

von Holz sowie fir das ,metabolic engineering®.
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5 Zusammenfassung

Die obligate Kernholzbildung in den innersten, lebenden Xylemgeweben vieler Baume
ist einer der O&kologisch und Okonomisch  wichtigsten  sekundaren
Differenzierungsprozesse verholzter Achsen. Der Prozess ist genetisch determiniert
und wird von endogenen wie exogenen Faktoren beeinflusst. Das herausragende
Charakteristikum des Kernholzes sind die Kerninhaltsstoffe, die dem Holz seine
dunklere Farbe und eine ,natlrliche Dauerhaftigkeit® verleihen. Zu den wichtigsten
Kerninhaltsstoffen der Robinie gehéren die Flavonoide Robinetin  und
Dihydrorobinetin. Diese verleihen dem Holz eine Resistenz gegenlber
holzzerstérenden Pilzen und Mikroorganismen. Die Flavonoide akkumulieren in situ
im Parenchymgewebe der Splint-Kern-Ubergangszone. Phenylalanin-Ammonium-
Lyase (PAL) als Eingangsenzym des Phenylpropanstoffwechsels und
Chalkonsynthase (CHS) als wichtigstes Enzym der Flavonoidbiosynthese nehmen
dabei SchlUsselpositionen ein. Die codierenden Gene gelten daher als Markergene
der obligaten Farbkernbildung und weisen in den Sommer- und Herbstmonaten einen
saisonalen Expressionshohepunkt in der Splint-Kern-Ubergangszone auf. Der Prozess
der obligaten Kernholzbildung endet mit dem programmierten Zelltod der beteiligten
Parenchyme. An Robinia pseudoacacia L., einem Modellbaum der obligaten
Kernholzbildung, wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit die Verwendbarkeit von
zwei Genen 14-3-3 und heat shock 70 als Markergene untersucht. Beide Genfamilien
werden in Zusammenhang mit Signaltransduktionswegen, Transportprozessen und
der Stressantwort genannt. Ein Zusammenhang mit der Farbkernbildung wird von
Autoren verschiedener Veroffentlichungen vermutet. Sie gelten somit als
Kandidatengene der Kernholzbildung. Mithilfe von Amplifikation mittels PCR,
Klonierung und Sequenzierung konnten drei 14-3-3 Genfragmente (Rp14-3-3Gen1-3)
und ein heat shock Genfragment (RpHS70) identifiziert werden. Anhand
weiterflihrender Genexpressionsstudien mittels Real-Time PCR konnten Transkripte
beider Genfamilien in samtlichen Xylemgeweben sowie im Phloem der Robinie zu
allen Jahreszeiten nachgewiesen werden. Die Transkriptmengen erwiesen sich dabei
als sehr niedrig in Vergleich zum eingesetzten 18S Referenzgen. Ein fur Markergene
typischer, saisonaler Expressionspeak in der Splint-Kern-Ubergangszone konnte in
den Sommer- und Herbstmonaten nachgewiesen werden, wobei die
Transkriptmengen vorwiegend niedriger als in den aufl’eren Geweben waren. Weder
Rp14-3-3 noch RpHS70 kdnnen daher als Markergene der obligaten Kernholzbildung

eingesetzt werden. Ein Zusammenhang mit diesem Prozess ist dennoch
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wahrscheinlich.

Bisherige molekularbiologische Untersuchungen zur Kernholzbildung betrachteten
allein das Gesamt(parenchym)gewebe der Splint-Kern-Ubergangszone.
Mikroskopische und biochemische Studien gehen jedoch von unterschiedlichen
Beitragen von axialen und radialen Parenchymen aus. In der vorliegenden Arbeit
wurde eine Methode zur Lasermikrodissektion entwickelt, die eine getrennte
Aufarbeitung von Axial- und Radialparenchym erlaubt. Dabei wurden zunachst
Mikrotomschnitte angefertigt und mittels einer Zuckerlésung auf einen Objekttrager
fixiert. Die DUnnschnitte wurden gefriergetrocknet, die endgultige Fixierung erfolgte im
Anschluss mit Klebestreifen. Nach separater Dissektion von Axial- bzw.
Radialparenchym aus der Splint-Kern-Ubergangszone erfolgte die Extraktion der RNA,
reverse Transkription zu cDNA sowie die Amplifikation des Transkriptoms.
Vergleichende Genexpressionsstudien an den Markergenen PAL und CHS sowie den
Genen HS70 und 14-3-3 anhand von cDNA, erhalten aus (1) Axialparenchym, (2)
Radialparenchym sowie (3) dem Gesamtgewebe der Splint-Kern-Ubergangszone
bestatigen die bereits vermutete Dominanz des Strahlparenchyms wahrend der
obligaten Farbkernbildung. Die Expressionsmuster von (2) und (3) gleichen sich in
gualitativer Hinsicht sehr stark. Im Axialparenchym konnten keinerlei Transkripte der
Kandidatengene HS70 und 14-3-3 sowie der Markergene PAL und CHS
nachgewiesen werden, was zu der Schlussfolgerung fiihrt, dass allein radiale
Parenchyme der Splint-Kern-Ubergangszone an der Flavonoidbiosynthese beteiligt

sind.
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6 Abkurzungsverzeichnis

2D SDS-PAGE Twodimensional sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gelelectrophoresis

A Adenin

AMP Adenosinmonophosphat

BLAST Basic local alignment search tool

bp Basenpaar

C Cytosin

Cr Treshold-Wert

CHS Chalkonsynthase

DEPC Diethylpyrocarbonat

ddH,O Reinstwasser

dNTP Desoxynucleosidtriphosphat

dsDNA doppelstrangige DNA

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ESTs Expressed sequence tags

G Guanin

GSP Genspezifischer Primer

HS70 Heat shock 70 Genfamilie

HSP70 Heat shock protein 70

HSC Heat shock cognates

IUPAC International Union of Pure and Applied
Chemistry

IS Innerer Splint

Kb Kilobase (1000 Basenpaare)

lacZ-Gen Lactose-Operon

LB Loading buffer

LB-Medium Lysogeny broth medium

LMD Lasermikrodissektion

LMPC Lasermicrodissection and pressure
catapulting

MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
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MS mittlerer Splint

NCBI National Center for  Biotechnology
Information

NR Nitratreduktase

oPPZ oxidativer Pentosephosphat-Zyklus

(O Outer sapwood (aulderer Splint)

PAL Phenylalanin-Ammonium-Lyase

PCR Polymerase chain reaction

Ph Phloem

PPS Phenylpropanstoffwechsel

rDNA Ribosomale DNA

rpm Umdrehungen pro Minute

ROX 6-Carboxy-X-rhodamin

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Ketten-
reaktion

SOC-Medium Super optimal browth medium

SPS Saccharose-Phosphat Synthase

SuSy Saccharose Synthase

SYBR Green 2-2-[(3-Dimethylamino-propyl)-

propylamino]-1-phenyl-1H-chinolin-4-

ylidenmethyl-3-methyl-benzothiazol-3-ium-

Kation

T Thymin

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taq DNA-Polymerase (aus Thermus aquaticus)

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TZ Transition zone (Splint-Kern Ubergangs-
zone)

u Uracil

uv Ultraviolett

Tl Thinen-Institut

gPCR Quantitative Real-Time PCR

X-Gal 5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-

galactopyranoside
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8 Anhang

R I T I T e
Deg -------------- CATGGAGAANGTNTCCGCCRCCGYGGASAACGAGGAACTCACGETGCGAGCGAGAGGAACCTYCTCTCNTGTNCGCYTACAAGAACGET
GSP GAGATGGTGGAGTTCATGGAGAAGGTGTCCGCCACCGCCGACAACCGAGGAACTCACGGTGCGAGGAGAGGAACCTCCTCTCA-GTG-GCCTACAAGAACGT
ruler 1.......10........20........30........40........50........60........70........80........90.......100

kkkkk ok Fkkkk kkkkdkkkdk kkkhkkdkokd khdkkhkdkk kkhkkhkkdkkkkkkhk Kk kk kkkkkkkhk khkkkk kkhk Kk RkkRkkhkkkkk
Deg SATCGGWGCMCGMCGTGCYTCGTGGCGYATCATCTCYTCCATCGARCAGAAGCGAGCGAGAGTMGKGEMAACCAGCAYCACGTYTCCRTYATCCGTGACTAC
GSP CATCGGAACCGCACGTGCCTICGTGECGTATCATCTCTTCCATCGAGCAGAAGGAGGAGAGTCGTGGCAACCGAGGACCACGTCTCCGTCATCCGTGACTAC
ruler ....... 110....... 120....... 130....... 140....... 150....... 160....... 170. ... 180....... 190....... 200

dkkkk kkkkkkkkk Kkkk kk kkkkk kkkkkkkkkEkhkkkkhkk Fkkkkkkk Kk kk kkkkkkkk ok kkk ok Kkkkkk Kk Kk kK
Deg CGATCYAAGATCGAGKCTGARCTYTCCAAMATCTGCGACGGAATCCTCRMRCTCCTTGAYWCWCGYCTCATTCCYKCWGCTWCYTCCGGYGAYTCYAA
GSP CGATCCAAGATCGAGTCTGAACTCTCCAACATCTGCGACGGAATCCTCAAACTCCTTGATACTCEGCCTCATTCCCGCAGCTTCTTCCEGCCGATTCCAA

ruler ....... 210....... 220....... 230....... 240....... 250....... 260....... 270....... 280....... 290....... 300

dhkkhkhkkhkhkhkhkhhk *khhk *k Khkkk KkKA kK Rk khkkhkbhhhhkhrhkhrhhhhd k% ** & *hkkk *% Kkkkkkkkkkk *kk khkkk k%

Deg TTTTCTACCTCAARATGAARGGWGATTAYCACAGGTACCTCGCTGAGTTCAAGACCGGYGCYGARMGWAAAGAMGCYGCCGAGAGCACYCTCKCCGCWTA
GSP TTTTCTACCTCAAGATGAAAGGTGATTACCACAGGTACCTCGCTGAGTTCAAGACCGETCGCCGAACGTAAACGAAGCTGCCCGAGAGCACCCTCTCCGCATA
ruler ....... 310....... 320....... 330....... 340....... 350....... 360....... 370....... 380....... 390....... 400

dhkhkhkkk KhkkhhEEAEIA*AK Kk Kk Kk Kkkkkkk  khhkhkhkhkh kk kk kkhkkhhk Akkhkk kA kKA KKK KKK

Deg CAAATCYGCTCAGGACATTGCRAAYRCKGARCTGCCTC--CAACTCAYCCRATYAGGCTTGGWCTTGCTCTGAACTTCTCKGTGTTTTACTATGARATYC
GSP CAAATCTGCTCAGGACATTGCAAACGCGGAACTGCCTCETCAACTCATCCAATTAGGCTTGCGACTTGCTCTGAACTTCTC -~~~ -~~=~--~=-=------
ruler .......410.......420.......430.......440.......450.......460.......470.......480.......490.......500

Deg TTAACTCTCCTGATCGKGC
G8P -----emmeemmaeaaa-
ruler .......510.........

Abbildung A 1: Sequenzalignment des 14-3-3 Genfragments. Dargestellt sind die Nukleotidsequenzen
erhalten durch die Amplifikation mit degenerierten (Deg) und genspezifischen Primern (GSP).
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Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg TG
GSP T

ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GSP
ruler

Deg
GsSP
ruler

D R R R R R R R R Ry L e s T
GAACGACGCCGTCTTAYGTCGGTTTCACTGATACCCAGCETCTCATTGCGTGATGCCCGCTAAGAACCAGGTCGCCATGAACCCTATCAACACCGTCTTCGA
AACGACGCCGTCTITAYGTCGGTTTCACTGATACCGAGCETCTCATTGCTGATGCCGCTAAGAACCAGETCGCCATGAACCCTATCAACACCGTCTTCGA
l.......10........20........30........40........50........60........70........80........90.......100

R R R R L R R R R R R R R ST T T
TGCCAAGAGGTTGATTGGTCCGTAGATTCAGTGATGCCTCTGTTCAGAGTGATATTAAATTGTGCGCCTTTTAAGGTTATTCCTGGCCCTGCTGATAAGCCA
TGCCAAGAGGTTGATTGGTCGTAGATTCAGTGATGCCTCTGTTCAGAGTGATATTAAATTGTGGCCTTTTAAGGTTATTCCTGGCCCTGCTGATAAGCCA
“eee...110.......120.......130.......140.......150.......160.......170.......180.......190.......200

R T L T L L R R T L T T
ACGATYGTTGTTAACTACAAC AAGAAATCTCTTCCATGGTACTTATAAAGATG AGATTGCTGAGGCTTACC
ACGATTGTTGTTAACTACAAC 3T AA AGAAGCAATTTGCTGCECGAAGAAATCTCTTCCATGGTACTTATAAAGAT C\T JAGATTGCTGAGGCTTACC
“ee+...210.......220.......230.......240.......250.......260.......270.......280.......290.......300

B L
TTGGATCTACAATTAAGAATGCTGTTGTCACTGTTCCTGCTTACTTTAACGATTCTCAGCGTCAGGCTACCAAGGATGCTGEGTGTTATTGCTGGTCTTAA
TTGGATCTACAATTAAGAATGCTGTTGTCACTGTTCCTGCTTACTTTAACCGATTCTCAGCEGTCAGGCTACCAAGGATGCTGEGTGTTATTGCTGGTCTTAA

B L
CTTGGTGGTGGTACCTTTGATGTCTCTTTACTTACCATTGAAGAGGGTATCTTTGAGGTGAAAGCCACAGCTGGAGACACCCATCTTGGAGGTGAGGATT
CTTGGTGETGETACCTTTGATGTCTCTTTACTTACCATTGAAGAGGGTATCTTTGAGGTGAAAGCCACAGCTGGAGACACCCATCTTGGAGGTGAGGATT

B R L R R R T R L T T T T s S e s L e

TTGATAACAGGATGGTGAACCACTTCCGTTCAAGAATTCAAGAGAAAGAACAAGAAGGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTTGAGGACTGC
TTGATAACAGGATGGTGAACCACTTCGTTCAAGAATTCAAGAGAAAGAACAAGAAGGACATTAGTGGCAACCCTAGAGCACTCAGGAGGTTGAGGACTGC

B O L R R R R L E Ty T T T s s E e s L e L]

CTGTGAGAGGGCGAAGAGAACTCTATCATCTACTGCCCAGACCACCATTGAAATTGATTCTCTTTATGAGGGAATTGATTTCTACTCCACCATTACTCGA
CTGTGAGAGGGCGAAGAGAACTCTATCATCTACTGCCCAGACCACCATTGAAATTGATTCTCTTTATGA AATTGATTTCTACTCCACCATTACTCGA

L L R R R R R R R R T S A SR TS T T Y
GCTAGATTTGAGGAGCTCAACATGGATCTCTTTAGCGARATGTATGCGAACCGGTTGACGARATGTTTGAGAGATGCTAACGATGGACAAAAGAASTGTCCATG
GCTAGATTTGA: CTCAATATGGATCTCTTTAGGAAATGTATGGAACCGCGTTGAGAAATGTTTGAGAGATGCTAAGATGGACAAAAGAAGTGTCCAT:
“++....810.......820.......830.......840.......850.......860.......870.......880.......890.......900

D R R R R R I T E L L R R L S R e
ATGTTGTCCTTGTTGCGTGGTTCTACCAGAATTCCCAAGGTTCAACAACTTCTGCAGGATTTCTTTAATGGAAAGGAGCTTTGCAAGAGCATCAATCCTGA
ATGTTGTCCTTGTTGGTGGTTCTACCAGAATTCCAAAGGTTCAACAACTTCTGCAGGATTTCTTTAATGGAAAC GCTTTGCAAGAGCATCAATCCTGA
..910.......920.......930.......940.......950.. ..960.......970.. ..980.......990......1000

HAERRRRERRRRREE RRERE HE KR KR RREEE hk KRR ERRRRRRRRE RRRRR AR AR ARRRRRR AR IR AR RE KR RA AR hhhAddd Hhd
( CWGCYGTYCARGCTGCWATTTTC G e e
TGCATACGGTGCTGCTGTCCAGEGCTGCAATCTTCAGTGC e GETTCAGGATCTTCTCCTCCTEGEGATETCACCCCTCTC
...1030.. .1070......1080......1090......1100

GACTGCTGGETGETCTCGATGACTGTCCTGATCCCCAGGAACACCACAATTCCAACAAAGARAGAACAGGTTTTCTCAACATATTCT

“ee...1110......1120......1130......1140......1150......1160......1170......1180......1190......1200

B I I L I I I
ACAAYCAGCCT &

GTGTTGATTCAGGTCTTTGAAGGTGAGAGAACAA
..1220...... 1230...... 1240...... 1250

L R T
TGCACCCAGGGGTGTTCCTCAGATTACRGTGTGCTTTGACATTGATGCCAATGGTATCTTGAATGTCTCTGCYGAAGATAAARACCACTGGACAGAAGAAC
TGCTCCYAGGGGTGTTCCTCAGATTACGGTGTGCTTTGACAT TGCCAATGGTATCTTGAATGTCTCTGCTGAAGATAAAACYACTGGACAGAAGAAC
...... 1310......1320......1330......1340......1350......1360......1370......1380......1390......1400

KRk RARARERE kR R KRR AR R AR AR AR R AR AR AR AR Rk ARk R kR ARk Rk Rk Rk R Rk kR Rk kR R R ARk kR ko ko Rk Rk kA Rk Rk k kR

AAGATCACCATTACTAATGACAAGGGTAGATTGTCCAAGGATGAKATTGAGAAGATGCTTCAAGAGGCTGAGAAGTACAAATCTGAAGATGAAGAGCATA
C GGTAGAYTGTCCAAGGAAGATATTGAGAAGATGC GAAGTACAAATCTGAGGATGAAGAGCATA

L L T Ty

‘TAGAG G G AGAACTATGCATACAACATGAGGAACACCGTGAAAGATGAGAAGATTGCGAGGAAAGCTTGANCCNGCTGA
ARAACTATGCATACAACATGAGGAAYACTGTGAAAGATGAAAAGATTGCAGGAAAACTTGATCCTGCTGA
...... 1540......1550......1560......1570......1580......1590......1600

EERAKEKEE AAERARRREEERRRRAE AEE EREREEERRRKAIRIR KRR R AR R R R R RN A AR R AR AA AR RRR R R RRRA T R AAARRRR AR
CAACRAGARAATTCACCATCCTATTCANGCEECSATCCACGTCCCTACACANCAACCACGCTTCGCACACCCACATCACTTTCACCACARRATCGARCGAATT
CAACAAGAACATTCACCATGCTATTCACCAGECEATCCACTCCCTACGACACGCAACCACGCTTEGCACACGECACATCACTTTCACGCACAACATCAAGCEAATT
...... 1610......1620......1630......1640......1650......1660......1670......1680......1690......1700

L L T T Y
ABMAGCATCTGCAACCCWATCATTGCCAAGATGTACCAS TGGTGCTGETCCAGACAT TGGT

AAAGCATCTGCAACCCTATCATTGCCAAGATGTACCA! TGGTGCTGGTCCAGACAT TGGT
...... 1710......1720......1730......1740......1750......1760.......

Abbildung A 2: Sequenzalignment des HS70 Genfragments. Dargestellt sind die Nukleotidsequenzen
erhalten durch die Amplifikation mit degenerierten (Deg) und genspezifischen Primern (GSP).
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Tabelle A 1: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir Rp14-3-3Gen1 im Jahr 2008 bei
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe.

2008_Aprl 2008_Apr2
Zone | C; Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin %
Ph 35,93 | 26,82 0,99 32,5 21,93 0,37
(0N 32,2 | 22,54 0,63 31,93 | 20,97 0,28
MS 33,18 | 20,92 0,13 34,41 | 23,76 0,37
IS 35,64 | 25,48 0,51 32,93 | 22,74 0,47
TZ 35,25 24,6 0,38 33,48 | 22,59 0,31
2008_Jun1 2008_Jun2
Cr Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin %
Ph 35,87 24,8 0,29 31,81 | 24,86 3,32
0s 35,16 | 23,56 0,21 - - -
MS - - - 31,72 | 23,52 1,54
IS 33,43 | 21,61 0,17 32,45 | 25,82 4,12
TZ 35 | 23,28 0,19 - - -
2008_0Okt1 2008_Okt2
Cr Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin% | C;Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin %
Ph 28,9 | 17,34 0,18 30,36 | 17,05 0,06
0s 26,65 | 15,52 0,22 25,81 | 13,03 0,08
MS 30,39 | 20,83 0,64 29,12 | 14,58 0,03
IS 29,85 | 18,87 0,26 31,17 | 17,26 0,05
TZ 30,31 | 19,93 0,39 30,85 | 18,72 0,13
2008_Nov1 2008_Nov2
Cr Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin %
Ph 27,89 | 21,33 3,80 30,81 | 22,91 1,80
(0N 32,22 | 19,88 0,12 29,71 | 20,51 0,79
MS 45 | 23,78 0,00 28,79 | 20,63 1,45
IS 31,93 | 23,75 1,56 32,17 | 23,17 0,95
TZ 31,49 | 19,55 0,15 33,79 | 24,87 1,04
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Tabelle A 2: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir Rp14-3-3Gen1 im Jahr 2012 bei
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe.

2012_Junl 2012_Jun2
Zone | C; Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin %
Ph 30,96 | 22,14 1,03 24,29 | 19,66 11,27
(6N 29,28 | 21,85 2,31 26,75 20,3 3,94
MS 35,91 | 22,04 0,05 30,96 | 22,82 1,56
IS 36,59 | 23,97 0,12 35,81 | 26,36 0,80
TZ 35,63 | 25,09 0,41 35,66 23,5 0,15
2012_Jul
Cr Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin %
Ph - | 32,73 0,00
0s 24,43 | 16,79 1,78
MS 26,59 | 20,92 6,33
IS 30,97 | 24,39 4,08
TZ 34,42 | 28,29 5,91
2012_Sepl 2012_Sep2
Cr Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin% | C; Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin %
Ph 32,02 | 22,48 0,68 | - 25,68 0,00
0s 22,93 | 18,74 14,24 27,47 | 19,83 1,93
MS 29,89 20,2 0,58 31,51 | 20,69 0,30
IS 34,81 | 22,92 0,17 32,94 23,1 0,58
TZ 33,17 | 19,72 0,06 32,76 | 24,77 1,80
2012_Dezl 2012_Dez2
Cr Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin %
Ph 29,16 | 18,76 0,37 27,92 | 24,49 26,05
(6N 20,66 | 15,18 6,05 29,26 | 20,88 1,29
MS 25,87 | 16,55 0,66 27,83 | 18,45 0,67
IS 33 18,6 0,04 31,78 | 17,45 0,04
TZ 32,77 | 17,83 0,03 33,59 | 20,94 0,10
2012_Mirl 2012_Mir2
Cr Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Genl | C;18S | NRQin %
Ph 22,53 | 16,73 5,23 37,77 | 15,91 0,00
(6N 24,96 | 16,81 1,32 34,81 | 15,47 0,00
MS 29,14 | 19,39 0,55 36,52 | 17,01 0,00
IS 29,98 | 18,21 0,16 36,24 | 17,17 0,00
TZ 31,09 | 19,15 0,15 34,31 | 18,49 0,02
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Tabelle A 3: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir Rp14-3-3Gen2 im Jahr 2008 bei
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe.

2008_Aprl 2008_Apr2
Zone | C; Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin %
Ph 35,73 | 24,17 0,15 28,47 | 21,93 2,85
(0N 29,72 | 19,87 0,38 27,56 | 20,98 2,74
MS 29,44 18,5 0,19 28,25 | 23,73 9,84
IS 31,84 | 22,72 0,62 27,69 | 22,76 7,58
TZ 31,2 21,8 0,51 27,83 | 22,55 6,12
2008_Jun1 2008_Jun2
Cr Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin %
Ph 33,78 24,8 0,69 27,35 | 24,86 33,80
0s 32,69 | 23,56 0,62 - - -
MS - - - 28,04 | 23,52 9,81
IS 30,64 | 21,61 0,64 29,39 | 25,82 17,98
TZ 31,69 | 23,28 0,95 - - -
2008_0Okt1 2008_Okt2
Cr Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin% | C; Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin %
Ph 27,73 | 17,86 0,36 29,78 | 18,55 0,16
0s 24,24 | 15,94 0,90 24,67 13,9 0,20
MS 26,59 | 21,53 6,87 27,23 15,6 0,12
IS 26,72 | 19,78 2,17 28,89 | 18,62 0,29
TZ 27,44 20,7 2,48 29,59 | 19,88 0,41
2008_Nov1 2008_Nov2
C: Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin %
Ph 25,15 | 19,24 3,98 31,74 | 22,79 0,68
(0N 23,83 | 20,27 16,52 28,66 | 20,43 1,01
MS 26,23 | 20,16 3,67 28,44 | 19,98 0,87
IS 26,91 | 21,52 5,64 30,17 | 22,86 1,82
TZ 27,01 | 20,66 3,13 33,77 | 24,76 0,68
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Tabelle A 4: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir Rp14-3-3Gen2 im Jahr 2012 bei
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe.

2012_Junl 2012_Jun2
Zone | C; Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin %
Ph 31,42 | 22,91 0,89 21,83 | 20,85 78,19
(6N 29,84 | 22,89 2,26 24,81 | 21,24 16,69
MS 37,65 | 22,68 0,02 29,03 | 23,62 5,76
IS 37,48 | 24,83 0,08 32,34 | 27,43 8,28
TZ 36,91 | 25,44 0,16 32,88 | 24,65 1,08
2012_Jul
Cr Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin %
Ph - | 32,92 0,00
0s 18,79 | 16,12 26,31
MS 23,58 | 20,34 20,04
IS 26,63 | 23,49 22,40
TZ 28,55 | 27,73 96,30
2012_Sepl 2012_Sep2
Cr Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin% | C; Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin %
Ph 30,96 | 23,19 1,39 - | 26,69 0,00
0s 22,15 | 18,82 18,52 24,93 20,9 12,60
MS 29,71 | 20,11 0,44 29,47 | 21,73 1,38
IS 33,36 | 22,95 0,29 30,56 | 23,94 2,81
TZ 32,76 | 20,61 0,10 29,66 | 25,14 10,07
2012_Dezl 2012_Dez2
Cr Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin %
Ph 26,18 | 20,55 4,81 23,82 | 24,79 268,09
(6N 18,52 | 16,83 47,86 24,06 | 21,14 24,59
MS 24,01 | 18,18 4,10 22,83 | 18,75 11,80
IS 28,73 | 21,46 1,83 26,07 | 17,62 0,85
TZ 31,43 | 19,19 0,09 27,92 | 20,91 2,12
2012_Mirl 2012_Mir2
Cr Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin %
Ph 21,2 | 17,54 14,88 24,86 | 18,07 2,30
(6N 23,71 | 17,57 3,37 22,86 | 16,83 3,56
MS 27,91 | 20,26 1,43 32,85 | 26,74 3,99
IS 28,9 | 18,92 0,35 32,6 | 23,96 0,84
TZ 29,23 | 19,67 0,45 33,65 | 26,31 1,90
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Tabelle A 5: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir Rp14-3-3Gen3 im Jahr 2008 bei
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe.

2008_Aprl 2008_Apr2
Zone | C; Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin %
Ph 32,27 | 25,41 1,75 27,72 | 22,06 3,57
(0N 26,58 | 21,23 4,30 27,46 21,4 2,79
MS 26,89 | 20,92 2,94 28,51 | 23,82 6,52
IS 28,7 | 23,65 5,23 27,56 | 22,93 6,73
TZ 28,57 | 22,94 3,66 27,36 | 22,77 6,89
2008_Jun1 2008_Jun2
Cr Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin %
Ph 38,16 24 0,02 34,25 | 26,86 1,28
0s 30,57 | 22,29 0,72 - - -
MS - - - 34,86 28,9 3,09
IS 30,91 | 23,25 1,06 36,99 | 28,77 0,78
TZ 36,54 | 27,87 0,59 - - -
2008_0Okt1 2008_Okt2
Cr Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin% | C;Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin %
Ph 33,89 | 19,98 0,02 36,83 | 22,51 0,02
0s 31,43 | 18,98 0,06 28,62 | 17,41 0,12
MS 33,62 | 23,75 0,28 32,96 | 21,06 0,08
IS 34,61 | 22,32 0,06 33,96 | 23,01 0,14
TZ 33,89 | 19,98 0,02 36,83 | 22,51 0,02
2008_Nov1 2008_Nov2
C: Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin %
Ph 35,15 22,6 0,05 33,38 | 21,56 0,08
(0N 27,94 | 18,65 0,38 28,56 | 18,98 0,32
MS 32,3 21,8 0,19 31,1 | 20,59 0,18
IS 30,94 | 22,25 0,56 32,14 | 22,09 0,25
TZ 27 | 18,18 0,51 32,05 | 22,71 0,38
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Tabelle A 6: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir Rp14-3-3Gen3 im Jahr 2012 bei
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe.

2012_Junl 2012_Jun2
Zone | C; Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin %
Ph 29,44 | 20,58 0,50 21,88 | 20,85 59,75
(6N 29,07 | 20,79 0,72 22,78 | 21,24 43,87
MS 45 21,1 0,00 26,67 | 23,62 17,70
IS 35,63 | 22,39 0,04 29,86 | 27,43 26,37
TZ 35,78 | 23,49 0,06 30,56 | 24,65 3,11
2012_Jul
Cr Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin %
Ph - | 32,48 0,00
0s 22,95 | 16,03 1,60
MS 27,79 | 20,01 0,97
IS 31,63 | 23,61 0,85
TZ 34,66 | 27,66 1,63
2012_Sepl 2012_Sep2
Cr Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin% | C; Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin %
Ph 28,28 | 20,86 1,21 35,93 | 24,88 0,14
0s 19,58 | 16,61 17,89 24,2 | 18,82 4,16
MS 26,91 | 17,86 0,44 28,82 | 19,78 0,45
IS 31,45 | 21,43 0,25 29,95 | 21,94 0,85
TZ 30,17 | 17,67 0,05 29,11 | 23,15 2,99
2012_Dezl 2012_Dez2
C: Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin %
Ph 28,65 | 18,27 0,20 24,24 | 22,59 41,33
(6N 20,85 | 14,78 2,68 24,76 | 18,72 2,78
MS 26,3 | 16,19 0,23 23,64 | 16,88 1,78
IS 31,59 | 19,24 0,06 27,6 | 15,74 0,08
TZ 34,79 | 17,44 0,00 29,92 19,3 0,17
2012_Mirl 2012_Mir2
C: Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin % | C; Rp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin %
Ph 22,2 | 15,47 1,80 26,71 | 18,07 0,57
(6N 24,78 | 15,46 0,37 24,88 | 16,83 0,81
MS 28,92 | 17,98 0,14 34,4 | 26,74 1,08
IS 29,94 | 16,89 0,04 35,63 | 23,96 0,09
TZ 30,51 | 17,47 0,04 36,27 | 26,31 0,27
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Tabelle A 7: Ubersicht aller Cy- und Expressionswerte fiir RpHS70 im Jahr 2008 bei
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe.

2008_Aprl 2008_Apr2
Zone | C;RpHS70 | C;18S | NRQin % | C; RpHS70 | C;18S | NRQin %
Ph 33,76 | 26,56 3,01 29,65 | 22,59 2,93
0S 27,83 | 21,86 5,45 27,75 | 22,23 7,17
MS 27,55 | 204 2,62 28,83 | 255 28,40
IS 29,52 | 24,53 10,43 28,37 | 24,06 15,35
1z 28,93 | 23,51 7,87 27,94 | 23,62 15,08
2008_Jjunl 2008_jun2
CrRpHS70 | C;18S | NRQin% | C; RpHS70 | C;18S | NRQin %
Ph 31,91 | 25,64 5,06 35,67 | 24,86 0,34
0sS 29,87 | 243 7,37 - - -
MS - - - 28,67 | 23,52 9,23
IS 27,2 | 22,48 11,55 29,89 | 25,82 18,55
1z 2871 | 241 12,88 - - -
2008_Okt1 2008_Okt2
CrRpHS70 | C;18S | NRQin% | C; RpHS70 | C;18S | NRQin %
Ph 253 | 16,88 1,13 27,73 | 17,93 0,51
0S 22,7 | 14,82 1,46 22,86 | 13,94 0,77
MS 24,48 16 1,06 24,68 | 15,65 0,76
IS 252 | 173 1,55 25,71 | 18,05 1,82
1z 25,19 | 19,47 5,91 26,26 | 19,43 3,07
2008_Nov1 2008_Nov2
CrRpHS70 | C;18S | NRQin% | C; RpHS70 | C;18S | NRQin %
Ph 30 | 22,95 2,97 29,38 | 21,68 1,96
0s 24,45 | 18,82 6,12 24,95 | 18,91 4,82
MS 27,86 | 22,14 6,36 27,09 | 20,74 4,22
IS 27,84 | 22,3 7,10 27,92 | 21,94 5,43
1z 26,52 | 18,54 1,53 28,54 | 22,51 5,35
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Tabelle A 8: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir RpHS70 im Jahr 2012 bei
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe.

2012_Junl 2012_Jun2
Zone | C; RpHS70 | C;18S | NRQin % | C; RpHS70 | C;18S | NRQin %
Ph 25,63 | 21,79 19,01 21,78 | 19,66 49,29
(6N 24,87 | 21,66 27,44 23,88 20,3 21,27
MS 29,99 | 21,89 1,56 30,99 | 22,82 1,53
IS 34,09 | 23,57 0,39 31,52 | 26,36 9,92
TZ 32,39 25 2,58 29,54 23,5 5,47
2012_Jul
C; RpHS70 | C;18S | NRQin %
Ph 36,88 | 33,63 37,20
0s 20,82 | 16,57 12,95
MS 25,61 | 20,76 10,21
IS 27,66 | 22,91 11,48
TZ 30,2 | 27,96 57,66
2012_Sepl 2012_Sep2
C; RpHS70 | C;18S | NRQin % | C; RpHS70 | C;18S | NRQ in %
Ph 31,76 20,8 0,28 38,73 | 25,99 0,11
0s 20,92 | 16,64 12,75 23,85 | 20,29 21,51
MS 28,16 | 17,85 0,38 28,68 | 20,98 1,92
IS 32,87 | 20,92 0,16 29,91 | 23,64 4,79
TZ 30,59 | 17,63 0,08 29,82 | 24,78 10,19
2012_Dez1l 2012_Dez2
C: RpHS70 | C;18S | NRQin % | C; RpHS70 | C;18S | NRQin %
Ph 29,92 | 17,63 0,12 26,68 | 24,49 54,00
(6N 19,45 | 14,18 6,66 29,94 | 20,88 0,86
MS 24,6 | 15,62 0,78 22,1 | 18,45 19,40
IS 31,7 18,8 0,09 25,74 | 17,45 1,23
TZ 28,67 | 17,39 0,21 27,45 | 20,94 3,87
2012_Mirl 2012_Mir2
C: RpHS70 | C;18S | NRQin % | C; RpHS70 | C;18S | NRQin %
Ph 18,93 | 15,42 19,39 27,91 | 20,74 2,61
(6N 21,18 | 15,68 6,06 26,55 | 17,96 1,05
MS 24,53 18,1 3,75 26,95 | 19,71 2,43
IS 25,59 | 16,95 0,99 29,64 | 19,83 0,54
TZ 25,86 | 17,57 1,24 30,51 | 20,69 0,55
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Tabelle A 9: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir RpCHS3 im Jahr 2008 bei
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe.

2008_April 2008_Apr2
Zone | C;RpCHS3 | C;18S | NRQin% | C; RpCHS3 | C;18S | NRQin %
Ph -] 26,82 0,00 -1 21,93 0,00
0S - | 22,54 0,00 34,4 | 20,97 0,02
MS -1 2092 0,00 -1 23,76 0,00
IS -] 2548 0,00 - | 22,59 0,00
1z 2569 | 24,6 38,80 23,75 | 22,74 41,61
2008_Junl 2008_Jun2
CrRpCHS3 | C;18S | NRQin% | C;RpCHS3 | C;18S | NRQin %
Ph 33,81 | 248 0,27 -] 2486 0,00
0sS -] 23,56 0,00 - - -
MS - - - -] 23,52 0,00
IS 29,68 | 21,61 0,51 27,98 | 25,82 19,60
1z 22,75 | 23,28 108,48 - - -
2008_Okt1 2008_Okt2
CrRpCHS3 | C;18S | NRQin% | C;RpCHS3 | C;18S | NRQin %
Ph -1 17,34 0,00 34,11 | 17,05 0,00
0S -] 15,52 0,00 33,24 | 13,03 0,00
MS -] 20,83 0,00 - | 14,58 0,00
IS - | 18,87 0,00 -1 17,26 0,00
1z 32,39 | 19,93 0,03 23,18 | 18,72 5,01
2008_Nov1 2008_Nov2
CrRpCHS3 | C;185 | NRQin% | C;RpCHS3 | C;18S | NRQin %
Ph 37,31 | 21,33 0,00 -] 22,91 0,00
0s -] 19,88 0,00 -] 20,51 0,00
MS -1 23,78 0,00 -] 20,63 0,00
IS -1 23,75 0,00 -] 2317 0,00
1z 27,09 | 19,55 0,72 31,44 | 24,87 1,25
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Tabelle A 10: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir RpCHS3 im Jahr 2012 bei
Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe.

2012_Junl 2012_Jun2
Zone | C;RpCHS3 | C;18S | NRQin% | C; RpCHS3 | C;18S | NRQin %
Ph 37,64 | 22,14 0,00 29,01 | 19,66 0,23
(6N 34,38 21,85 0,03 29,65 20,3 0,23
MS - 22,04 0,00 31,67 | 22,82 0,31
IS 31,51 | 23,97 0,69 26,36 | 20,44 1,97
TZ 29,47 | 25,09 4,92 23,45 23,5 80,14
2012_Jul
C; RpCHS3 | C;185 | NRQin %
Ph - 32,73 0,03
0s 32,03 16,79 0,01
MS 29,88 20,92 0,29
IS - 24,39 0,00
TZ 27,82 | 28,29 99,00
2012_Sepl 2012_Sep2
CrRpCHS3 | C;18S | NRQin% | C; RpCHS3 | C;18S | NRQ in %
Ph 28,7 21,16 0,71 31,83 | 25,68 1,62
0s 45 16,85 0,00 32,65 | 19,83 0,03
MS 29,02 18,07 0,09 33,19 | 20,69 0,03
IS 28,33 20,75 0,70 26,32 23,1 10,39
TZ 22,74 17,33 2,81 24,19 | 24,77 110,15
2012_Dezl 2012_Dez2
C: RpCHS3 | C;18S | NRQin % | C; RpCHS3 | C;18S | NRQin %
Ph - 19,3 0,00 32,56 | 24,49 0,49
(6N 29,73 16,02 0,02 - | 20,88 0,00
MS 31,57 | 17,35 0,01 35,38 | 18,45 0,00
IS - | 19,99 0,00 - | 17,45 0,00
TZ - 18,9 0,00 29,96 | 20,94 0,28
2012_Mirl 2012_Mir2
C: RpCHS3 | C;18S | NRQin % | C; RpCHS3 | C;18S | NRQin %
Ph 24,72 16,73 0,56 - | 15,91 0,00
(6N 24,5 16,81 0,68 - | 15,47 0,00
MS 33,95 19,39 0,01 - | 17,01 0,00
IS 26,35 18,21 0,50 - | 17,17 0,00
TZ 30,48 | 19,15 0,07 42,48 | 18,49 0,00
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Tabelle A 11: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir RpPAL1 im Jahr 2008 (links) und 2012
(rechts) bei Genexpressionsstudien an RNA aus Gesamtgewebe der Splint-Kern-Ubergangszone.

C; RpPAL1 | C;18S | NRQin % C; RpPAL1 | C;185 | NRQin %
2008_Aprl 26,95 | 22,95 1,37 | 2012_Junl 2517 | 241 9,37
2008_Apr2 -1 21,75 0 [ 2012_Jun2 22,8 | 237 36,98
2008_Junl 24,17 | 24,75 27,68 | 2012_Jul 26,39 | 26,59 18,84
2008_Jun2 - - - | 2012_sep1 26,65 | 24,03 3,27
2008_Okt1 31,57 | 19,1 0,01 | 2012_Sep2 23,07 | 23,54 27,87
2008_Okt2 24,55 | 18,78 0,54 | 2012_Dez1 35,26 | 17,76 0,00
2008_Nov1 2592 | 21,19 0,94 | 2012_Dez2 32,29 | 20,23 0,01
2008_Nov2 29,42 | 24,65 0,72 | 2013_Mar1 41,38 | 18,92 0,00

2013_Mar2 26,23 | 18,61 0,16

Tabelle A 12: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir Rp14-3-3Gen1 (links) und
Rp14-3-3Gen2 (rechts) bei Genexpressionsstudien an RNA erhalten aus Radialparenchym der
Splint-Kern-Ubergangszone.

CrRp14-3-3Genl | C;18S | NRQin % | C;Rp14-3-3Gen2 | C;18S | NRQin %
2012_Junl 38,2 | 26,11 0,17 38,12 | 26,31 0,13
2012_Jun2 39,89 | 27,65 0,16 34,52 | 26,39 1,18
2012_Jul 37,58 | 29,78 2,31 29,71 | 28,76 90,60
2012_Sepl - | 2367 0,00 36,96 | 22,38 0,02
2012_Sep2 34,63 | 25,83 1,15 31,67 | 26,28 6,09
2012_Dezl 32,77 | 17,83 0,03 33,64 | 21,06 0,08
2012_Dez2 38,16 | 24,67 0,07 29,85 | 21,37 0,88
2013_Marl 32,69 | 22,1 0,36 28,36 21 1,72
2013_Mar2 38,26 | 25,38 0,10 34,38 | 24,23 0,34

Tabelle A 13: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir Rp14-3-3Gen3 (links) und RpHS70
(rechts) bei Genexpressionsstudien an RNA erhalten aus Radialparenchym der Splint-Kern-
Ubergangszone.

CrRp14-3-3Gen3 | C;18S | NRQin % | C; RpHS70 | C;18S | NRQin %
2012_Junl 37,36 | 24,69 0,05 31,59 | 24,28 2,65
2012_Jun2 32,59 | 24,77 0,97 30,41 | 23,17 2,68
2012_Jul 33,15 | 26,01 1,48 31,01 | 28,2 41,52
2012_Sepl 34,12 | 21,05 0,04 30,23 | 21,7 1,20
2012_Sep2 29,06 23 2,81 29,95 | 24,09 6,18
2012_Dezl 38,69 | 21,05 0,00 32,28 | 21,7 0,36
2012_Dez2 31,97 | 22,16 0,28 30,35 | 20,74 0,62
2013_Marl 32,02 | 19,14 0,04 37,36 | 21,67 0,02
2013_Mar2 35,68 | 25,37 0,21 3542 | 21,87 0,06
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Tabelle A 14: Ubersicht aller Cr- und Expressionswerte fiir RpCHS3 (links) und RpPAL1 (rechts)
bei Genexpressionsstudien an RNA erhalten aus Radialparenchym der Splint-Kern-
Ubergangszone.

CrRpCHS3 | C;18S | NRQin % | C; RpPAL1 | C;18S | NRQin %
2012 Junl 29,8 | 25,09 4,00 27,36 | 26,29 8,08
2012_Jun2 239 | 235 60,47 25,9 | 25,84 16,60
2012_Jul 23,81 | 23,69 71,90 25,68 | 25,41 14,81
2012_Sepl 26,16 | 21,26 3,70 27,36 | 19,36 0,11
2012_Sep2 17,9 | 19,04 | 166,34 28,76 | 29,03 16,75
2012_Dezl -1 189 0,00 -1 23,75 0,00
2012_Dez2 -1 223 0,00 - | 26,38 0,00
2013_Marl - | 19,86 0,00 - | 25,22 0,00
2013_Mar2 - | 22,46 0,00 - | 26,93 0,00
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